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RESUMO:

As trés espécies patogé€nicas do género Yersinia, Y. pestis, Y. enterocolitica e Y.
pseudotuberculosis, compartilham um tropismo pelos tecidos linféides e um plasmideo de 70-kb
que ¢ essencial para a viruléncia. O plasmideo codifica um sistema de secrecdo do tipo III e
proteinas efetoras chamadas Yops (Yersinia outer proteins). Este sistema de secrecdo ¢é
responsavel por translocar as Yops para dentro das células do hospedeiro, onde elas interagem
com alvos especificos e alteram as funcdes destas células. As Yops sdo capazes de modular a
resposta imune do hospedeiro, permitindo a bactéria se replicar extracelularmente nos tecidos e
orgdos linfoides. Embora haja muita informag¢@o sobre os mecanismos usados pela Yersinia para
evadir do sistema imune inato de defesa, pouco se sabe sobre como ela afeta a resposta imune
adaptativa in vivo. O objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia das Yops E, H ¢ M,
translocadas pela Y. pseudotuberculosis, na colonizacdo e persisténcia da bactéria no bago e
figado dos animais infectados, nas quantidades de LT-CD4 e LT-CDS8 durante a infeccdo e na
producdo das principais citocinas Th1l e Th2 por estas subpopulagdes de linfocitos. Além disso,
foi verificado o papel destas Yops sobre a ativacdo do fator nuclear kB (NF-xB) e sobre a
atividade citotéxica dos LT-CD8. Para isso, camundongos BALB/c fémeas foram infectados
intravenosamente com a amostra selvagem de Y. pseudotuberculosis (WT), ou com amostras
mutantes incapazes de secretar as Yops E, H e M (YopE', YopH e YopM’), ou ainda com a
amostra curada do plasmideo de viruléncia (YplIII). No 5°, 7°, 14° e 21° dia pds-infecgdo (pi), os
animais foram sacrificados e as células esplénicas foram obtidas de camundongos infectados e de
camundongos nao infectados (grupo controle). Os niveis de coloniza¢do no bago e no figado
foram determinados por contagem do numero de unidades formadoras de coldnias. Tanto a
andlise fenotipica quanto a detecc¢do intracelular das citocinas foi feita por citometria de fluxo. A
ativacdo do NF- «B foi medida por ELISA e a citotoxicidade dos LT-CD8 foi determinada
espectrofotometricamente por analise enzimatica da liberag¢do da lactato desidrogenase. Embora
todas as amostras tenham sido eficientes na colonizag¢do do baco e do figado, a amostra YopH"
foi mais rapidamente eliminada dos mesmos. A populagdo de LT esplénicos diminuiu durante a
infeccdo com todas as amostras estudadas, exceto durante a infec¢do com a amostra YopH.,
quando pudemos observar um aumento no niimero de ambas subpopulagdes de LT, CD3'CD4" e
CD3'CDS8". Constatamos também que YopE atua sinergicamente com a YopH na diminuigio
das quantidades de LT durante a infec¢do, uma vez que os menores valores foram observados
quando ambas estavam presentes. As Yops E, H e M suprimiram a produgdo das citocinas pelos

LT-CD4 e mantiveram a produgdo pelos LT-CD8 em niveis basais. N6s ndo pudemos atribuir a



exatamente uma Yop o papel supressor sobre a producdo de citocinas pelos LT-CD4, mas, ao
contrario, pudemos perceber as funcdes redundantes que elas apresentam e como isto mantém a
bactéria virulenta e apta a sobreviver dentro do hospedeiro. Por outro lado, a producdo de
citocinas pelos LT-CDS8 foi mais evidentemente influenciada pela presenca da YopH. Todas as
amostras de Y. pseudotuberculosis inibiram a ativacdo do NF-kB e, mais uma vez, as Yops E e H
parecem ter papé€is importantes nesta inibi¢do. A infec¢do com a amostra YopH™ apresentou os
maiores valores de citotoxicidade no 5° dia pi (cerca de 4 vezes maior do que a amostra WT), o
que conferiu @ YopH um provavel papel inibidor da atividade citotéxica dos LT-CDS. Os
resultados apresentados pela amostra Yplll deixaram clara a influéncia de fatores de viruléncia
ndo plasmideais em muitos resultados obtidos. De uma forma geral, os resultados apontaram a
YopH de Y. pseudotuberculosis como o fator de viruléncia mais importante entre as Yops E, H e
M, e que exerce os papéis mais relevantes na modulacdo da resposta imune celular apds infeccdo

intravenosa de camundongos BALB/c.

Palavras-chaves: Yersinia pseudotuberculosis, Yops, citotoxicidade, citocinas Thl e Th2, NF-

kB.



ABSTRACT:

The three pathogenic species of the genus Yersinia, Y. pestis, Y. enterocolitica and Y.
pseudotuberculosis, share a tropism for lymphoid tissues and a 70-kb plasmid essential for
virulence. The plasmid encodes a type III secretion system and effector proteins called Yops
(Yersinia outer proteins). This secretion system is responsible for translocating the Yops into the
host cells, where they interact with specific host targets and alter the functions of these cells.
Yops are able to modulate the host immune defenses allowing the bacteria to replicate
extracellularly in lymphoid tissues and organs. Although there is ample information on the
mechanisms used by Yersinia to evade the innate immune system, very little is known about how
it affects the adaptive immune response in vivo. The aim of this research was to analyze the
influence of translocated Yops E, H and M of Y. pseudotuberculosis on the colonization and
persistence of the bacterium in the spleen and liver of infected animals, on the quantities of CD4
and CD8 T cells during the infection and on the production of the main Thl and Th2 cytokines
by these lymphocyte subpopulations. In addition, it was verified the role of these same Yops on
the activation of nuclear factor kB (NF- kB) and on the CD8 T cells cytotoxic activity. To this
end, female BALB/c mice were infected intravenously with the wild type Y. pseudotuberculosis
(WT), or with the mutant strains unable to secrete the Yops E, H and M (YopE’", YopH and
YopM) or with the plasmid-cured strain (YplII). On the 5™ 7%, 14™ and 21* days post-infection
(p1), the animals were sacrificed and the spleen cells were isolated from infected and uninfected
mice (control group). The levels of colonization in the spleen and liver were determined by
counting the number of colony-forming units. Both the phenotypic analysis of lymphocytes and
the intracellular detection of cytokines were measured by flow cytometry. The NF- kB activation
was measured by NF-xB ELISA and the CD8 T cells cytotoxicity was determined
spectrophotometrically by assaying the lactate dehydrogenase released. Although all the strains
had been efficient in the colonization of spleen and liver, the YopH™ strain was more rapidly
eliminated from both. The splenic T-cell population decreased during the infection with all
studied strains except during the infection with the YopH™ mutant strain, when we could observe
a rise in the number of both T-cell subpopulations, CD3'CD4" and CD3'CD8". We also find that
YopE acts synergically with YopH in decreasing the number of T cells during the infection,
since the smallest values were observed when both were present. The Yops E, H and M
suppressed the cytokine production by the CD4 T cells, but maintained its production by the
CD8 T cells at background levels. We could not ascribe to exactly one of these Yops the

suppressive role on cytokine production by CD4 T cells but, on the contrary, we perceived a



redundancy in their roles and how this keeps the bacterium virulent and able to survive inside the
host. On the other hand, the production of cytokines by the CD8 T cells was more prominently
influenced by the presence of YopH. All the different strains of Y. pseudotuberculosis inhibited
the NF-kB activation and, once again, Yops E and H seem to have important roles in this
inhibition. The infection with YopH™ mutant strain exhibited the greatest values of cytotoxicity
on the 5™ day pi (about 4-fold higher than WT), which confers on the YopH a probable role as
inhibitor of the CD8 T cell cytotoxic activity. Many of results with strain YpIIl made clear the
influence of non-plasmidial virulence factors. Taken together, the results point to YopH of Y.
pseudotuberculosis as the most important virulence factor, among the Yops E, H and M, and it
exerts the most relevant role in the modulation of cellular immune response to intravenous

infection of BALB/c mice.

Keywords: Yersinia pseudotuberculosis, Y ops, cytotoxicity, Th1 and Th2 cytokines, NF-kB.
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I- INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

O género Yersinia compreende trés espécies patogénicas para humanos: Y. pestis, Y.
enterocolitica e Y. pseudotuberculosis. Embora existam diferencas no modo de entrada no
hospedeiro e na gravidade das doencgas causadas, todas estas espécies de Yersinia apresentam um
tropismo pelo tecido linféide (podendo se disseminar via corrente sangiiinea) e uma notavel
capacidade de resistir a resposta imune inata do hospedeiro. Vdarios dias apos a infeccdo de
roedores por via oral, a bactéria Yersinia ¢ encontrada nos linfonodos mesentéricos e,
subseqiientemente, no baco e figado (CORNELIS et al., 1998).

Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis sdo capazes de se multiplicar no meio ambiente
e quando introduzidas no homem podem causar varias doengas gastrintestinais, desde enterite até
linfadenite mesentérica. A infeccdo geralmente se da pela ingestio de dgua ou alimentos
contaminados (BOTTONE, 1997). No intestino delgado, a bactéria invade a barreira intestinal
passando através das células M, que sdo células especializadas do epitélio associado aos
foliculos e cuja fungdo € capturar antigenos. Apds a invasdo do epitélio intestinal, a bactéria se
replica dentro das placas de Peyer e também se espalha para os linfonodos mesentéricos,
provocando linfadenite mesentérica, um evento caracteristico da infecc¢do intestinal por Yersinia
(FALKOW et al., 1992). Barnes et al. (2006) mostraram que a colonizacdo do bago e do figado
de animais infectados com Y. pseudotuberculosis independe de replicacdo prévia da bactéria nas
placas de Peyer e linfonodos mesentéricos. Todas as trés espécies patogé€nicas de Yersinia
possuem um plasmideo de viruléncia de 70-kb, altamente homdlogo, chamado pIB1 em Y.
pseudotuberculosis, pYV em Y. enterocolitica e pCD1 em Y. pestis (PORTNOY et al., 1981).
Estes plasmideos constituem fatores de viruléncia essenciais a bactéria, uma vez que codificam
proteinas estruturais (“Yop secretion” - Ysc), reguladoras (“Low calcium response” - Lcr) e
efetoras (“Yersinia outer proteins” - Yops) de um sistema de secre¢ao do tipo III (TTSS). Este
sistema de secrecdo permite a Yersinia secretar e translocar as Yops para dentro das células do
hospedeiro (CORNELIS, 2002). Gragas a acdo das Yops, Yersinia spp pode residir
extracelularmente nos tecidos infectados e resistir a eliminagdo pelo sistema imune, quer pela
inducdo de apoptose nas células de defesa do hospedeiro, quer pela inibi¢do de respostas pro-
inflamatorias ou até mesmo da fagocitose (CORNELIS, 2002; JURIS et al., 2002; MONACK et
al., 1997; SCHESSER et al., 1998; GROSDENT et al., 2002; PALMER et al., 1998).

Enquanto algumas Yops sdo efetoras intracelulares outras, como a YopB e a YopD, sdo

secretadas no meio extracelular e tém como fungdo translocar as efetoras para o interior das
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células eucarioticas. Pelo menos seis proteinas efetoras seriam ativas na célula do hospedeiro:
YopH, YopE, YopJ, YpkA, YopM e YopT. Os efeitos destas Yops foram estudados inicialmente
em macrofagos e linhagens de células epiteliais (CORNELIS & WOLF-WATZ, 1997,
CORNELIS et al., 1998). Quando a bactéria estabelece contato com macréfagos, a maquinaria
tipo III injeta alguns desses fatores de viruléncia dentro do citosol da célula alvo, abolindo o
processo de fagocitose e induzindo apoptose nos mesmos (ROSQVIST et al., 1991; PERSSON
et al., 1997; LEE et al., 2001) (Figura 1). Estudos mais recentes propdem a existéncia de um
mecanismo de patogenicidade conservado no género Yersinia, importante nos estagios iniciais
do processo infeccioso, que consiste numa fase de sobrevivéncia dentro dos macrdfagos, onde a

bactéria consegue alterar as fungdes antibacterianas destas células (PUJOL & BLISKA, 2005).

Figura 1 - Esquema representativo dos mecanismos de agdo das principais Yops efetoras, dentro da célula do

hospedeiro. (Fonte: NAVARRO et al., 2005)

A atividade da YopE, uma proteina de 25 kDa, estd associada com despolimerizagdo do
citoesqueleto da célula do hospedeiro, prevenindo assim a ingestdo da bactéria (ROSQVIST et
al., 1991), uma vez que a fagocitose ¢ um processo citoesqueleto-dependente. A YopE ¢ um
determinante de viruléncia essencial que contém um dominio efetor carboxi-terminal (SORY et
al., 1995; SCHESSER et al., 1996) o qual compartilha um alto grau de similaridade com o

dominio amino-terminal da exoenzima S (ExoS) de Pseudomonas aeruginosa e SptP de
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Salmonella typhimurium. Foi demonstrado que YopE e ExoS possuem atividade GAP (Proteinas
Ativadoras de GTP-ases) sobre as GTP-ases da familia Rho (RhoA, Rac e Cdc42) in vitro, e que
esta atividade GAP ¢ essencial para a citotoxicidade mediada pela YopE (GOEHRING et al.,
1999; BLACK & BLISKA, 2000; Von PAWELL-RAMMINGEN et al., 2000). Estudos mais
recentes apontaram um novo papel para a YopE na modulagdo da resposta inflamatoria durante
infec¢do de macrofagos in vitro; demonstrou-se o envolvimento de Rho GTPases, em particular
Racl, na regulagao da ativagdo da caspase-1 (SCHOTTE et al., 2004).

As fungdes de YopT (35,5 kDa) ainda ndo s3o muito claras, o que ¢ bastante
compreensivel, considerando que ela foi descoberta hd menos tempo que as demais
(CORNELIS, 2002). Esta maior demora na descoberta da YopT se deve, provavelmente, ao fato
dela ndo ser expressa pelo sorotipo O:3 de Y. pseudotuberculosis, que € uma cepa muito usada na
pesquisa com Yersinia. (VIBOUD & BLISKA, 2005). No entanto, tem sido demonstrado que as
funcdes da YopT muito se assemelham as da YopE (IRIARTE & CORNELIS, 1998), embora
seja secretada em quantidades bem menores que esta. A YopE e a YopT podem afetar diferentes
vias de sinalizacdo a fim de potencializar o efeito citotoxico da bactéria e assegurar a
sobrevivéncia do patégeno no tecido linféide (JURIS et al., 2002). Shao et al. (2002),
identificaram a YopT como um membro da nova familia das cisteina-proteases que contém
residuos invariantes de Cys, His e Asp. Além disso, eles demonstraram que a YopT cliva as Rho
GTPases proximo a regido carboxi-terminal, liberando-as da membrana. Em um outro estudo,
eles mostraram que a YopT cliva as Rho GTPases RhoA, Rac e Cdc42 diretamente na cisteina da
porc¢do C-terminal (SHAO et al., 2003).

A YopH ¢é uma tirosina fosfatase com 51 kDa que desfosforiliza p130*, p125™4K,
paxilina e a proteina ligante de Fyn (FBP), todas elas proteinas tirosina-fosforiladas encontradas
nos complexos de adesdo focal (FA). A atividade de YopH parece causar a desunido de FA, o
que diminui a entrada da bactéria nas células HeLa ou sua fagocitose pelos macréfagos (BLACK
& BLISKA, 1997; PERSSON et al., 1997; BLACK et al., 1998; HAMID et al., 1999), ¢ também
inibe o “burst” oxidativo. Além disso, YopH pode funcionar cooperativamente com YopE na
inibicdo da fagocitose por neutréfilos (RUCKDESCHEL et al., 1996). Sauvonnet et al. (2002a)
evidenciaram a atuagcdo da YopH na inativagdo da via do fosfatidilinositol-3 quinase, com
conseqiiente supressdao, nos macrdfagos, da expressio da proteina 1 quimioatraente de mondcitos
(MCP-1) e da proliferagdo de células T. A descoberta do efeito supressor sobre os linfocitos T e
B, atribuido 2 YopH (YAO et al.,, 1999), vem dando margem a uma série de pesquisas.
Recentemente foram apontados os alvos através dos quais a proteina fosfatase YopH atuaria

sobre os linfocitos T. Alonso et al. (2004), mostraram que a YopH inibe a sinalizac¢do pelo TCR,
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uma vez que promove a desfosforilagdo de Lck na posicdo Tyr-394 e, conseqiientemente,
paralisa as células T, prevenindo o desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa.

A YpkA (“Yersinia protein kinase A”) é outra Yop com 81 kDa, que mostra extensa
homologia com proteinas eucaridticas, mais propriamente com a familia PSK das proteinas
serina/treonina quinases. Ela se autofosforila e, assim como a Yop H, interfere com a transdugao
de sinais nas células do hospedeiro por interferir com os niveis celulares de fosforilagdo
(GALIOV et al., 1993; HAKANSSON et al., 1996; HARTLAND & ROBINS-BROWNE, 1998).
Dentro das células, YpkA se posiciona na superficie interna da membrana plasmatica
(HAKANSSON et al., 1996). Juris et al. (2000) relataram que a YpkA ¢ inicialmente produzida
como uma quinase inativa, que ¢ posteriormente ativada pela actina, durante a translocacdo para
dentro da célula do hospedeiro. A interagdo entre YpkA e actina sugere que mudangas
morfolégicas induzidas pela YpkA poderiam ser causadas por alteracdes no citoesqueleto de
actina (JURIS et al., 2000), e que o rompimento deste se deve a agdo da YpkA sobre a pequena
GTPase RhoA, a qual desempenha um importante papel na dindmica da actina dentro das células
(BARZ et al., 2000; DUKUZUMUREMYT et al., 2000). Embora a actina possa ser fosforilada in
vitro (JURIS et al., 2000), seu substrato in vivo ndo ¢ conhecido. Através dessa habilidade em
romper o citoesqueleto de actina, YpkA pode prejudicar a fagocitose da Yersinia por macrdfagos
e também a movimentagdo dessas células as areas de infec¢do (JURIS et al., 2002). Um estudo
recente revelou que a YpkA pode afetar o citoesqueleto através de mecanismos tanto
dependentes como independentes de sua atividade quinase (WILEY et al., 2006). Ha evidéncias
de que a YpkA ¢€ capaz de induzir anergia em macrofagos, e que desta forma suprime a
fagocitose e favorece a sobrevivéncia da Yersinia (JURIS et al., 2006).

Essas Yops, ao dificultarem ou mesmo inibirem a fagocitose da bactéria, fornecem a
mesma tempo suficiente para se replicar no organismo do hospedeiro (Tabela 1).

A proteina YopM (41 kDa) possui uma fun¢do enigmadtica até o momento. Ela consiste
quase inteiramente de seqiiéncias semelhantes as repeticdes ricas em leucinas (LRRs)
(EVDOKIMOV et al., 2001) e tem se mostrado essencial para a viruléncia em modelos murinos
de infeccdo (LEUNG et al., 1990). Ela se liga tanto a trombina quanto ao fator de von
Willebrand, mas essas propriedades sdo dispensaveis para a viruléncia (HINES et al., 2001).
Acredita-se que o dominio LRR seja um motivo funcional de interacdo entre proteinas numa
variedade de vias de sinalizacdo no interior da célula e também no meio extracelular, e
exatamente esta diversidade tem dificultado a descoberta da via exata que a YopM poderia afetar
(JURIS et al., 2002). Estudos tém demonstrado que a YopM ndo ¢ apenas translocada dentro das

células HelLa durante infec¢do com Yersinia, mas também se localiza no nucleo dessas células,
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trafegando através de uma via associada a vesiculas (SKRZYPEK et al., 1998). Foi constatado
que a YopM se liga e promove a atividade quinase da proteina quinase C2-like e da proteina
quinase-1 ribossomal S6 (McDONALD et al., 2003), o que poderia explicar o efeito da YopM
sobre a expressdo de genes envolvidos na progressdo do ciclo celular e crescimento celular
(SAUVONNET et al., 2002b). A YopM pode ter muitos efeitos patogénicos, ¢ um deles pode
ocorrer no nucleo, modulando a expressdo génica do hospedeiro em beneficio do patdgeno
(SKRZYPEK et al., 2003).

A YopJ (32,5 kDa) ¢ a Yop efetora que possui fungdes antiinflamatdrias mais
importantes além de ser responséavel pela indugdo de apoptose em macrofagos in vitro e in vivo
(MILLS et al., 1997; MONACK et al., 1997; MONACK et al., 1998). Apds a indugdo transitoria
de multiplas vias de sinalizagdo (MAPK e NF- kB) pelo lipopolissacarideo (LPS), a infec¢do por
Yersinia resulta numa severa inibi¢do das vias MAPK (Erk, JNK e p38) nos macrofagos
(RUCKDESCHEL et al., 1997) e também num bloqueio da ativagcdo do fator nuclear kB (NF-
kB), através da inibicdo da degradacdo do IkB e subseqiiente translocacio do NF-kB em
macrofagos e células epiteliais. Estudos sobre as possiveis fungdes da Yop) tém sugerido,
também, que a mesma seja capaz de inibir a produgio de citocinas como TNF-a e IL-8, gracas a
presenca de um dominio SH2-like, que constitui uma caracteristica comum de muitas proteinas
sinalizadoras eucarioticas (SCHESSER et al., 1998; BOLAND & CORNELIS, 1998; PALMER
et al., 1998). Considerando que os promotores do TNF-a e da IL-8 possuem sitios de ligagdo
para o NF-xkB e AP-1 (ROEBUCK, 1999; LIU et al., 2000), e que os sinais MAPK e NF-«B
convergem para os fatores de transcricio AP-1 e NF-kB, a inibi¢do da producdo de citocinas ¢
provavelmente resultado do rompimento da ativacdo da MAPK e NF-kB (JURIS et al., 2002). A
apoptose de macréfagos causada pela YopJ, muito provavelmente, também resulta da inativagdo
do NF-xB (PAGLIARI et al., 2000). Artigos de Orth et al. (2000) revelaram que a YopJ pode
funcionar como uma cisteina protease. Esses autores também sugerem que a YopJ possa ser uma
protease ubiquitina-like, a qual tem sido recentemente envolvida na modulag@o de varias vias de
sinalizacdo de células eucarioticas (YEH et al., 2000). A sugestdo de que a YopJ possa inibir a
sinalizacdo por remover proteinas ubiquitina-like d4 uma nova perspectiva no que diz respeito

aos mecanismos de patogenicidade da Yersinia e vias de sinaliza¢do das células eucaridticas

(JURIS et al., 2002).
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Tabela 1 - Descricdo resumida dos mecanismos moleculares e respectivos efeitos celulares das

Yops efetoras:

Yop Mecanismo molecular Efeito celular

YopE Proteina ativadora de GTPases (GAP): induz Rompimento do citoesqueleto de actina e
hidrolise do GTP das RhoGTPases (RhoA, Racl, prevengdo da produgdo de IL-1p através da
Cdc42). inibicdo da Racl.

YopT Cisteina protease: cliva as RhoGTPases (RhoA, Rompimento do citoesqueleto de actina.
Racl, Cdc42) em suas porgdes C-terminais,
liberando-as da membrana celular. Inibe
irreversivelmente a sinalizag@o pela familia Rho.

YopH Proteina fosfatase (PTPase): desfosforila FAK, Rompimento do complexo de adesdo focal e
p130Cas, paxilina, FBP, SKAP-HOM. Inibe a via inibicdo da producdo de citocinas pro-
PI3K/Akt e interfere com a produgdo de MCP-1. inflamatorias.

YpKA /YopO Serina/Treonina  quinase: alvo intracelular Rompimento do citoesqueleto de actina.

desconhecido. Ativada pela actina celular. Sua
por¢do C-terminal interage com RhoA e Racl.

YopM Proteina constituida por repetigdes ricas em Deplegdo de células NK.
leucinas (LRR): se localiza no micleo, forma
complexos com RSKI1 e PRK2 (substratos
desconhecidos) e diminui os niveis de producdo de
IL-15 e IL-15Ra.

YopJ / YopP Cisteina protease: rompe as vias MKK e NF-kB. Inibi¢do da produgdo de citocinas pro-

inflamatérias e indugdo de apoptose em

macrofagos infectados.

A resposta imune adaptativa, com a participacdo de diversas citocinas € essencial para a
defesa do hospedeiro contra patdgenos bacterianos, incluindo os membros patogénicos do género
Yersinia (AUTENRIETH et al., 1992; AUTENRIETH et al., 1993a). No entanto, o efeito da
Yersinia sobre os componentes do sistema imune adaptativo, o qual € tdo importante a sobrevida
dos animais infectados e a ligagdo observada entre infec¢do por Yersinia e auto-imunidade, ndo
esta claro. Durante o curso natural da infec¢do por Yersinia, a bactéria certamente encontra
linfécitos quando ela coloniza e se multiplica extracelularmente nas placas de Peyer, linfonodos
mesentéricos, baco e figado (AUTENRIETH et al., 1993b; AUTENRIETH & FIRSCHING,
1996). Nas lesdes de baco e figado induzidas por Yersinia estdo presentes tanto células T como
macrofagos (AUTENRIETH et al., 1993a).

Virios estudos tém demonstrado a importancia de citocinas pro-inflamatérias como, por

exemplo, TNF-a, [FN-y e IL-12 durante a resposta imune contra Yersinia. A neutralizag¢do destas
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citocinas foi capaz de eliminar a resisténcia a este patdgeno, sugerindo que macrofagos ativados
por células T sdo importantes células efetoras na resposta protetora a Yersinia (AUTENRIETH
& HEESEMAN, 1992; BOHN et al., 1994; BOHN & AUTENRIETH, 1996).

Estudos in vitro indicam que Yersinia pode se ligar tanto a linfocitos T quanto B,
presumivelmente através das integrinas presentes nos linfocitos (LUNDGREN et al., 1996;
ARENCIBIA et al., 1997). Assim, linfocitos T e B sdo alvos potenciais para a bactéria in vivo.
Yao et al. (1999) relataram que Y. pseudotuberculosis pode interferir diretamente na ativagao
mediada por receptor de antigeno na célula B e T e que os efeitos inibitorios sobre os linfocitos
sdo dependentes da producdo de YopH. A presenga da YopH nas células T e B resulta na
hipofosforilagdo de quase todos os componentes tirosina-fosforilados associados com o
complexo de sinalizagdo do receptor do antigeno apds ativagdo do mesmo. Conseqilientemente,
células T expostas transitoriamente a Yersinia foram incapazes de promover o influxo de célcio e
produzir citocinas. Da mesma maneira, células B expostas transitoriamente a Yersinia, foram
incapazes de regular positivamente a molécula co-estimuladora B7.2, em resposta a estimulagao
antigénica. Como resultado, uma grande variedade de respostas imunes mediadas por células T
ou B pode ser profundamente afetada durante a infecgdo. Ao estudar a influéncia das Yops sobre
a ativagdo policlonal dos linfocitos B de camundongos, Crespo et al. (2002) mostraram que
existem diferencas na capacidade imunomoduladora entre as Yops secretadas por Y.
pseudotuberculosis e Y.enterocolitica. Enquanto as Yops secretadas por Y. enterocolitica
sorotipo O:3, de baixa viruléncia para camundongos, provocaram forte ativagdo, as Yops
secretadas por Y. pseudotuberculosis ndo provocaram ativacdo policlonal dos linfocitos B.
Portanto, o contato dos linfocitos B com as Yops de Y. pseudotuberculosis impede a ativagdo
destas células e, conseqiientemente, a produ¢do aumentada de imunoglobulinas policlonais
(MEDEIROS et al., 2003).

Estas observagdes sugerem uma nova maneira pela qual Yersinia pode incapacitar a
resposta imune adaptativa do hospedeiro. Assim, Yersinia parece ter evoluido no que diz respeito
a produgdo de fatores de viruléncia que s@o dirigidos especificamente contra os diferentes tipos
celulares que a bactéria encontra no curso de uma infecgao.

Um balango entre as citocinas Thl e Th2 pode influenciar o curso da infec¢do por
Yersinia, principalmente na fase inicial da resposta imune do hospedeiro (ZHAO et al., 2000).

As subpopulacdes Thl e Th2 tém sido relacionados a regulacdo de muitas respostas
imunes. As citocinas tipo Thl, como interferon-y — (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF-a)
sdo necessarias para uma efetiva resposta imune celular contra bactérias intracelulares,

enquanto células Th2 (IL-4 e IL-5) sdo responsaveis pela indugdo da resposta humoral. Deste
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modo, as respostas Thl sdo essenciais para a eliminacdo da bactéria, enquanto as Th2 estdo
associadas com a suscetibilidade e disseminacdo da infeccio (HERMANN-MARHER &
HOKLER, 1998; YIN et al., 1997).

O IFN-y, também envolvido na resposta contra Yersinia, é a principal citocina ativadora
de macrdéfago, promovendo fungdes criticas tanto na imunidade inata quanto na adaptativa
mediada por células. Produzido por células NK, células CD4" Th1 e linfcitos T CD8", constitui
a principal citocina do perfil Thl. Na resposta imune adaptativa, o IFN-y é produzido por LT em
resposta ao reconhecimento do antigeno, e suas principais fungdes sdo aumentar a funcdo
microbicida dos macrofagos, por estimular a sintese de reativos intermediarios do oxigénio e
oxido nitrico, e estimular a expressdo de moléculas do MHC de classe I e II; além de promover a
diferenciacdo dos linfocitos em CD4" Thl, dentre outras fungdes. O TNF-o atua em sinergismo
com o IFN-y na ativagdo macrofagica (ABBAS & LICHTMAN, 2003). Camundongos BALB/c
sdo maus produtores de IFN-y, enquanto camundongos C57BL/6 sdo bons produtores dessa
citocina. A administragdo de IFN-y, IL-12, ou anticorpos anti-IL-4 tornam os camundongos
BALB/c resistentes a Yersinia. Estes resultados sugerem que IL-4, produzida por células T
CD4", deve estar envolvida na promocio da suscetibilidade de camundongos BALB/c a Yersinia.
Além disso, foi demonstrado que os niveis elevados de IFN-y, predominantemente dependentes
de IL-12, produzidos por células T CD4" e células NK de camundongos CS57BL/6,
correlacionam-se com resisténcia contra Yersinia. De acordo com estes resultados, a protecdo
mediada por IL-12 dos camundongos BALB/c foi parcialmente eliminada através de
administracdo de anticorpos anti-IFN-y (BOHN & AUTENRIETH, 1996).

Enquanto o IFN-y se apresenta como a principal citocina do perfil Thl, a IL-4 constitui
a principal do perfil Th2, possuindo fung¢des tanto indutoras como efetoras. As maiores fontes
de IL-4 sdio os LT CD4" do perfil Th2 e os mastdcitos e basofilos ativados (SEDER & PAUL,
1994). As acdes biologicas mais importantes desta citocina sdo: estimular a mudanga das
cadeias pesadas das imunoglobulinas para o isotipo IgE e estimular o desenvolvimento de
células Th2 a partir dos LT CD4; além de funcionar como um fator de crescimento autocrino
para estas células (ABBAS & LICHTMAN, 2003).

O papel das citocinas Th2 tais como IL-4 ou IL-10 na infec¢do por Yersinia precisa ser
melhor investigado (HEIN et al., 2000).

A resposta inflamatéria € eventualmente abolida por citocinas antiinflamatorias,
especialmente a IL-10. Esse processo natural de regulagdo assegura a homeostase no interior do
hospedeiro e previne o choque séptico (TATO & HUNTER, 2002; VASSELON & DETMERS,

2002). Um estudo mostrou que o antigeno V (LcrV) de Y. pestis regula negativamente o
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processo inflamatorio durante a rapida e letal peste, por estimular a producdo de IL-10
(BRUBAKER, 2003). A IL-10 ¢ induzida pela IL-12, porém inibe a producdo e os efeitos
mediados pela mesma (MORRIS et al., 1994). A IL-10 parece agir de forma antagonica a I1L-12
durante yersiniose em camundongos BALB/c, de modo que a adi¢do de IL-10 as culturas de
esplendcitos diminui a producdo de IFN-y induzida por Yersinia, enquanto que a adi¢do de
anticorpos anti-IL-10 aumenta a producdo do mesmo. (BOHN & AUTENRIETH, 1996). Ao
estudar a expressdo de mRNA, Bohn et al. (1994), demonstraram que camundongos C57BL/6
produzem mais IL-10 do que os BALB/c.

Especula-se que o TGF-B seja critico para se obter uma 6tima resposta imune contra
Yersinia, ja que, talvez, ele possa ser o responsavel pelo balango tanto das atividades toxicas
quanto das protetoras mediadas pela IL-12 (BOHN et al., 1998). A principal acdo do TGF-3 no
sistema imune ¢ inibir a proliferagdo e ativacdo de linfocitos e outros leucocitos. Ele € secretado
por LT estimulados, fagocitos mononucleares ativados por LPS e muitos outros tipos celulares.
Alguns LT reguladores produzem TGF-f e IL-10, que também possui atividade
imunossupressora (ABBAS & LICHTMAN, 2003). Os LT reguladores induzidos por
administracdo de antigenos pela via oral e cuja acdo supressora ¢ exercida por meio da produgio
de TGF-B pertencem a um subgrupo chamado Th3 (WEINER, 2001). O efeito imunossupressor
do TGF-} parece ser causado por inibi¢cdo da produ¢do de IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-2 e IL-12
(ESPEVIK et al., 1987, RANGES et al., 1987, HUNTER et al., 1995). Na infeccdo experimental
por Yersinia, a administragdo de TGF-B aumentou a resisténcia contra a bactéria em
camundongos resistentes, mas ndo teve impacto no curso da infec¢do em camundongos BALB/c.
A administragdo de IL-12 mais TGF-B tornou os camundongos C57BL/6 mais resistentes a
infeccdo pela Yersinia e aboliu os efeitos toxicos da IL-12 (BOHN et al., 1998). Entretanto, o
papel imunorregulador do TGF-f ainda ndo est4 claro. Encontram-se relatos contraditdrios sobre
as respostas Thl mediadas por TGF-f, indicando que esta citocina estimula (FARGEAS et al.,
1992; NAGELKERKEN et al.,, 1993; SWAIN et al.,, 1991) ou regula negativamente o
desenvolvimento de células Th1 (HOHEN et al., 1995; WU et al., 1994).

O papel do TGF-B também apresenta-se contraditorio durante a infec¢do com outros
patogenos. O TGF-B promove infec¢do por L. braziliensis (BARRAL et al., 1993) e T. gondii
(HUNTER et al., 1995) em correlagdo com a regulagdo negativa de IL-4 e IL-10 (BARRAL et
al., 1993). Por outro lado, TGF-B exerce um papel benéfico na resisténcia contra C. albicans
(SPACCAPELO et al., 1995) e L. monocytogenes (NAKANE et al., 1996), regulando
positivamente a producdo de IL-4 e IL-10 (SPACCAPELO et al., 1995), regulando
negativamente [FN-y e TNF-a, e induzindo a produg¢do de IL-6 (NAKANE et al., 1996).
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Frente a tantas controvérsias e incertezas no que diz respeito ao balanco entre as citocinas
pré-inflamatoérias e reguladoras durante as infecgdes por Yersinia, torna-se bastante evidente a
importancia e necessidade de estuda-las.

Estudos realizados pelo nosso grupo sugeriram que enquanto as Yops secretadas por Y.
pseudotuberculosis, principalmente a YopE e a YopH, possuem efeitos supressores sobre a
producdo de IL-12, TNF-a e NO (MONNAZZI et al., 2004), o extrato celular e as Yops de Y.
enterocolitica estimulam a producdo de TNF-a, embora bem menos que o LPS (CARLOS et al.,
2004).

O papel das células T CD4" na eliminagio da infecgdo por Yersinia, embora parece ser
ambiguo. As células T CD4" promovem eliminagdo de Y. enterocolitica em camundongos
C57BL/6, ao mesmo tempo em que promovem exacerbagdo da infec¢do em camundongos
BALB/c (BOHN & AUTENRIETH, 1996). J4 a deplegdo de células NK ou células T CD8" nio
tiveram impacto na eliminacdo da infec¢do por Yersinia em camundongos BALB/c. Entretanto,
tanto células T CD8" quanto células NK sdo cruciais na eliminagio de infecgo por Yersinia em
camundongos BALB/c depletados de células T CD4", sugerindo que células T CD4" podem
inibir as células T CD8" ¢ NK no que se refere a sua potencial capacidade de eliminar Yersinia
(BOHN et al., 1998).

O grupo de proteinas pertencentes a familia NF-kB de fatores de transcricdo ¢ muito
importante no que diz respeito a regulacdo do sistema imune, principalmente por estar envolvido
na expressdo de genes de citocinas. Os cinco membros da familia NF-kB incluem NF-xB1 (p50),
NF-xB2 (p52), RelA (p65), RelB e c-Rel. A invasdo do hospedeiro por um patdgeno estad
freqlientemente associada com a ativagcdo do NF-kB, o qual coordena varios aspectos da fung¢io
imune necessarios para a resisténcia a infec¢do. No entanto, alguns microrganismos conseguem
interferir com a ativacdo do NF-kB evadindo-se da resposta imune do hospedeiro (TATO &
HUNTER, 2002) e sobrevivendo no interior do mesmo. Yersinia enterocolitica prejudica a
ativacdo do NF-kB em macrofagos peritoneais murinos e células da linhagem J774.1 e também
nas células HeLa epiteliais humanas (RUCKDESCHEL et al., 1998).

A ativacdo do NF-kB fornece prote¢do contra a morte por apoptose (BAICHWAL &
BAEUERTE, 1997). De forma andloga, a ativacdo do NF-kB ¢ essencial para a autodefesa e
sobrevivéncia dos macrofagos quando do encontro com bactéria ou LPS (ALIPRANTIS et al.,
2000; KITAMURA, 1999; RUCKDESCHEL et al., 1998). A YopP de Yersinia enterocolitica é
capaz de, simultaneamente, bloquear a via do NF-kB e desencadear a apoptose em macrofagos
(RUCKDESCHEL et al., 2001b). Ruckdeschel et al. (2001a) demonstraram que a arginina-143

da YopP de Y. enterocolitica ¢ crucial na supressdo do NF-kB e na indugdo de apoptose em
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macrofagos. A YopJ de Y. pseudotuberculosis também causa inibi¢do da ativagdo do NF-xB e da
expressao de genes de citocinas (SCHESSER et al., 1998).

Alguns virus, como por exemplo o HIV, manipulam a ativagdo do fator NF-kB no
sentido de promover a inibi¢do da resposta imune (AKARI et al., 2001; BOUR et al., 2001).

O desenvolvimento de estratégias para interferir com a ativacdo do NF-xB fornece, sem
davida, vantagens aos microrganismos invasores, mas algumas vezes torna-se obscuro se a
ativacdo deste fator, em resposta a infecgdo, beneficia mais ao hospedeiro ou ao patdgeno
(TATO & HUNTER, 2002).

Tendo conhecimento da importdncia dos perfis Thl e Th2 durante a infec¢do por
bactérias do género Yersinia, objetivou-se neste trabalho verificar a influéncia das proteinas
Yops secretadas por Y. pseudotuberculosis, codificadas por plasmideo, sobre a sintese, in vivo,
das citocinas do perfil Thl (IFN-y, IL-2 e TNF-a), do perfil Th2 (IL-4 e IL-10) e TGF-B; e
também sobre a ativagdo do fator de transcricio NF-kB. Ainda com o intuito de estudar mais a
fundo as maneiras pelas quais esta bactéria influencia a resposta imune adaptativa do hospedeiro
e, a0 mesmo tempo, como este responde, foi analisada a influéncia das Yops sobre as

subpopulagdes de linfocitos T predominantes durante a infec¢do e sobre a fungio citotdxica dos

LT CDS8.
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IT - OBJETIVOS

1. Determinar a cinética de infeccdo da amostra selvagem de Y. pseudotuberculosis e das
amostras mutantes para a secre¢do das Yops, no bago e figado dos animais infectados por

via intravenosa .

2. Quantificar as subpopulagdes de linfécitos T CD4 e CDS8 no decorrer da infecgdo com as

diferentes amostras bacterianas.

3. Verificar o papel das Yops E, H e M na determinagdo do padrao de citocinas Thl e Th2

durante infec¢do de camundongos BALB/c.

4. Verificar o papel das Yops E, H e M na ativagdo do fator de transcri¢gdo NF-kB.

5. Avaliar a atividade citotoxica dos linfécitos T CD8 obtidos de camundongos infectados.
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III - MATERIAIS E METODOS

1 - Fluxograma de trabalho:

Amostras bacterianas:
YpllIpIB102 - WT
YpllIpIB522 — YopE" Reativagio através de Detsrn;inagﬁo
_ - assagem em animal a dose
YpllIpIB29 — YopH passag infectante
YpllpIB143 — YopM"
Yplll - pYV” ¢
Infec¢do dos animais <4 Preparo do
(iv) indéculo

¢

" Sacrificio dos animais no 5°, 7°, 14° e 21° dia apods a infeccdo "

‘

|| Obtengao das células esplénicas ||

v v

Marcagao dos Marcagdo dos antigenos Obtencao dos Purificagdo dos LT-
antigenos de de superficie (CD3, extratos nucleares CDS8 e cocultura
superficie CD8) e das citocinas no com MQs
(CD3, CD4 e CD8) compartimento infectados “in vitro”
intracelular
Analise fenotipica Detecgao Determinacdo da Ensaio de
intracelular das ativacdo do NF-xB citotoxicidade
citocinas
Metodologia: Citometria de fluxo Metodologia: Metodologia:
“ “ “ ELISA “ Dosagem de LDH




2 — Animais de experimentacio:
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Camundongos BALB/c, fémeas, SPF (specific pathogen free), com seis a oito semanas

de idade, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade Estadual

de Campinas

(CEMIB - UNICAMP). Os animais foram transportados em mini-isoladores até a Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas (UNESP — Campus Araraquara) onde ficaram alojados no Biotério do

Departamento de Ciéncias Biologicas. Os animais permaneceram em isoladores durante todo o

tempo dos experimentos, para garantir sua condicdo SPF. A racdo, a agua

€ a Sserragem

fornecidas aos animais foram previamente esterilizadas em autoclave a 120°C por 15 minutos.

3 - Amostras bacterianas:

o Yersinia pseudotuberculosis YplIpIB102 (WT): amostra selvagem,
plasmideo de viruléncia e, portanto, capaz de secretar todas as Yops.

o Yersinia pseudotuberculosis YpllIpIB522 (yopE’): amostra mutante
secrecdo da YopE.

o Yersinia pseudotuberculosis YplllpIB29 (yopH’): amostra mutante
secrecdo da YopH.

o Yersinia pseudotuberculosis YplllpIB143 (yopM’): amostra mutante
secrecdo da YopM.

o Yersinia pseudotuberculosis YplllpIB232 (yopJ’): amostra mutante
secrecdo da Yopl.

o Yersinia pseudotuberculosis Yplll: amostra curada do plasmideo de

portanto, incapaz de secretar todas as Yops.

portadora do

defectiva na

defectiva na

defectiva na

defectiva na

viruléncia e,

Essas amostras foram gentilmente cedidas pelo Dr. Hans Wolf-Watz, do Departamento

de Biologia Celular e Molecular da Universidade de Umea, Suécia.

4 - Infeccdo experimental dos animais com as amostras de Yersinia pseudotuberculosis

YplIl .

4.1 - Reativacao das amostras de Yersinia:
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As amostras foram enviadas em pequenos pedacos de filtro de nitrocelulose e foram
recuperadas colocando-se os filtros em placas de Luria Agar (GibcoBRL) contendo 50 pg/mL
de kanamicina, uma vez que todas as amostras sdo kanamicina resistentes. Os crescimentos
bacterianos conseguidos nas placas de Luria foram semeados em caldos tripticase soja (TSB)
(Acumedia), também contendo 50 pg/mL de kanamicina, e a partir dos crescimentos obtidos
nestes caldos ¢ que foram preparados os respectivos estoques glicerinados; os quais foram
mantidos a -80°C. Antes de serem utilizadas, as bactérias foram reativadas através de passagem
em camundongos. Para tal, dois camundongos foram inoculados por via intravenosa com 0,2
mL de uma suspensdo do microrganismo contendo cerca de 10° unidades formadoras de
coldonias (UFC)/mL, a qual foi preparada a partir de uma suspensdo contendo 10" UFC/mL,
padronizada pela escala 3 de Mac Farland e apresentando leitura de densidade dptica, a 550nm,
igual a 0,36 (Du® 530 Life Science UV/Vis Spectrophotometer — Beckman). Apds 24 horas,
esses animais foram sacrificados e os respectivos bagos retirados € macerados em solucdo
salina estéril. Uma aliquota deste macerado (aproximadamente 0,2 mL) foi semeada em placas
contendo meio agar base de sangue (BAB) (Bio-Rad), as quais foram incubadas a 25 °C por 48

horas. A partir deste crescimento foi preparado o indculo utilizado para infectar os animais.

4.2 - Determinacio da dose infectante:

O crescimento bacteriano obtido no meio de cultura BAB, devidamente reativado, foi
ressuspendido em salina 0,85% estéril e padronizado em espectrofotometro a 550nm, conforme
ja descrito no item 3.1. A partir da suspensdo contendo 10'® UFC/mL foram feitas vérias
dilui¢des do in6culo a fim de se ajustar o nimero de UFC/mL a serem inoculadas. Grupos de 5
camundongos foram inoculados com cada uma das dilui¢des a serem testadas (trés diluigoes de
cada amostra), e observados diariamente por um periodo de 30 dias. O niimero de mortes

dentro deste intervalo foi devidamente anotado.

4.3 - Preparo do inoculo:

Apds reativacdo e determinagdo da dose infectante, foi preparado o indculo bacteriano
utilizado na infec¢do dos animais. Este inoculo foi também preparado com a amostra reativada
e de acordo com a metodologia anteriormente descrita (item 3.1). A concentragdo da dose
inoculada foi sempre confirmada através da semeadura da suspensdo contendo 10* UFC/mL

(0,1 mL) em meio de cultura BAB.
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4.4 - Esquema de infeccio:

Lotes de 24 animais foram infectados com as diferentes amostras de Y.
pseudotuberculosis, mantendo-se um lote com o mesmo numero de animais ndo infectados
como controle. A inoculago se deu pela via intravenosa, através da veia da cauda, e o volume
inoculado foi sempre de 0,2 mL por camundongo. Grupos de animais infectados e controles
foram sacrificados, os bagos retirados (em condi¢des assépticas) no 5°, 7°, 14° e 21° dias apds a
infeccdo (pi) e as respectivas suspensdes de células esplénicas preparadas de acordo com os

ensaios aos quais se destinavam.

5 - Cinética de Infeccio:

Para estudar a cinética de infeccdo das diferentes amostras, lotes de 20 animais foram
infectados como descrito acima e grupos de 4 animais foram sacrificados no 2°, 5°, 7°, 14° e 21°
dias pi. O bago e o figado de cada animal foram removidos assepticamente e homogeneizados
em salina 0,85%. A partir destes macerados foram preparadas as diluigdes 1/10 e 1/100.
Aliquotas de 0,ImL de cada uma das dilui¢des foram semeadas em duplicata em placas de
BAB. As UFC foram contadas apds um periodo de incubacdo de 48 horas a 25 °C em estufa
BOD. As coldnias de Yersinia foram confirmadas através do teste de aglutinacdo com soro
especifico anti-Y. pseudotuberculosis produzido em coelho.

Concomitante ao experimento de cinética de infecgao, realizou-se a pesagem do baco e

figado dos animais infectados e de animais ndo infectados, para comparagdo dos resultados.

6 - Analise histologica de cortes de baco e figado de animais infectados com a amostra

selvagem

O bago e o figado de animais infectados com a amostra WT e de animais nao infectados
foram obtidos no 14° dia pi. Em seguida, estes 6rgios foram fixados em formalina e embebidos
em parafina. Cortes de Sum foram diafanizados em xilol e corados com hematoxilina e eosina
(H/E). Na andlise histoldgica descritiva foram avaliadas as alteragdes morfoldgicas e a presencga
de reacdo inflamatoria no tecido esplénico e hepatico em decorréncia da infec¢do. As imagens
foram obtidas através de microscopio Optico (Leica), com camera de video acoplada e

microcomputador, com um programa analisador de imagens (DC Viewer) conectado.
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7 - Quantificacdo das subpopulacdes de linfocitos T e determinacio do padrio de citocinas

Th1 e Th2 através do método de citometria de fluxo (Morita et al., 1998).

7.1 — Obtencéo das células esplénicas:

Os camundongos do grupo controle e infectados foram sacrificados em camara de CO,,
os bacos retirados em condigdes assépticas € macerados em 5 mL de tampao salina-fosfato
(PBS - pH 7,2) gelado. A suspensdo de células assim obtida foi transferida para tubos conicos
de polietileno e centrifugada a 358 g (Centrifuga Fanem Excelsa II 206MP). Apods a
centrifugacdo, as células foram lavadas em meio PBS (pH 7,2) por mais duas vezes. Antes da
terceira lavagem, as células foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente em uma
solugdo de cloreto de amdnio 0,83% e soro fetal (3:1) para que ocorresse a lise das hemécias.
Realizou-se nova centrifugagdo e, ao término da mesma, as células foram lavadas com 5 mL de
RPMI-1640 (Sigma) suplementado com L-glutamina (2 mM), penicilina (100 U/mL),
estreptomicina (100 ug/mL) e 10% de soro fetal bovino. Em seguida as células foram
ressuspendidas em 1 mL RPMI, igualmente suplementado, para contagem do ntiimero de

linfocitos viaveis.

7.2 - Viabilidade das células esplénicas:

O numero de células mononucleares viaveis presente no baco de cada camundongo foi
avaliado através da técnica de exclusdo do Azul Trypan (Mishell & Shiigi, 1980). Para isso as

c€lulas foram diluidas 1:100 no respectivo corante e contadas em Camara de Neubauer.

7.3 - Analise fenotipica dos linfécitos esplénicos:

Para cada animal foi preparada uma suspensdo contendo 2 x 10° células esplénicas/mL
em meio RPMI-1640 suplementado com 5% de soro fetal, 2 mM de L-glutamina, 5 x 10° M de
2-mercaptoetanol, 10 pg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina (RPMI-c). Esta
suspensdo de células foi usada tanto para realiza¢do da analise fenotipica dos linfocitos quanto
para a deteccdo intracitoplasmatica das citocinas. Uma parte desta suspensdo, que foi destinada a
tripla coloracdo com anticorpos monoclonais contra marcadores de superficie celular, foi

transferida para um outro tubo cdnico e centrifugada a 358 g por 5 minutos. O sedimento celular
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foi solubilizado em solug¢do de PBS contendo 1% de BSA e a solu¢do Mouse FcBlock™ (BD
PharMingen) foi adicionada a cada tubo. Apds incubagdo de 20 minutos a 4°C iniciou-se a
marcacdo dos antigenos CD3, CD4 e CDS. Para isso, as células foram incubadas por 30 minutos
a 4°C com quantidades saturantes dos anticorpos anti-CD3 conjugado ao isotiocianato de
fluoresceina (FITC), anti-CD4 conjugado a ficoeritrina (PE) e anti-CD8 conjugado ao “spectral
red” (SPRD) (todos da marca Southern Biotech). Ao término desta incubagdo, as células foram
lavadas duas vezes com PBS contendo 1% de BSA (358 g /5 minutos) e ressuspendidas em PBS
contendo 1% de formol.

As células permaneceram na solucdo de PBS 1% de formol, a 4°C e no escuro até o
momento da andlise no citdmetro de fluxo FACSCanto (BD). Os linfocitos foram
especificamente analisados por “gating” seletivo baseado nos parametros de tamanho e
granulosidade celulares. As imunoglobulinas isotipo-especificas, ndo reagentes, marcadas com
os mesmos fluorocromos (Caltag), foram utilizadas como controles (isotipo controle). Para

analise dos dados foi utilizado o programa FACSDiva (BD).

7.4 - Deteccao intracelular das citocinas IL-2, IL-4, IL-10, INF-y, TNF-a e TGF-B:

O restante da suspensdo de células esplénicas a 2 x 10°células/mL, destinada a deteccdo
intracitoplasmatica das citocinas, foi distribuida em uma placa de 24 cavidades. Parte destas
células foram estimuladas com 25 ng/mL de forbol miristato acetato (PMA) (Sigma) e 1 pg/mL
de ionomicina (Sigma), e a outra parte ndo recebeu estimulo. As células foram incubadas por
37°C, em atmosfera umida contendo 5% de CO,, por 4 horas. Em seguida, foi adicionado 10
ug/mL de brefeldina A (Sigma) a todas as cavidades e a placa foi incubada, nas mesmas
condigdes de temperatura e tensdo de CO,, por mais duas horas. A brefeldina A foi utilizada
para melhorar a andlise das citocinas intracelulares devido ao seu efeito inibitério na secre¢io de
proteinas, o que permite um acumulo das citocinas no complexo de Golgi e conseqiientemente
um aumento do sinal, que podera ser detectado pelo citdmetro de fluxo. Ao final do periodo total
de seis horas de incubacgdo, as suspensdes de células, tanto estimuladas “in vitro” quanto ndo
estimuladas, foram transferidas das cavidades da placa para respectivos tubos cOnicos e
centrifugadas a 358 g por 5 minutos. Em seguida as células foram lavadas uma vez com PBS 1%
de BSA (358 g / 5 minutos) e ressuspendidas igualmente em PBS 1% de BSA. Adicionou-se as
suspensoes celulares a solu¢cdo Mouse FcBlock™ (BD PharMingen) e as células foram incubadas
a 4°C por 20 minutos. Terminada esta incubag¢do, as c€lulas foram distribuidas nos respectivos

tubos de citometria e iniciou-se a marcacdo das moléculas de superficie CD3 e CDS8; uma vez
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que a producdo de citocinas foi analisada nas subpopulagdes CD4 e CD8 de linfocitos T. Para
isto, foram adicionados os anticorpos anti-CD3 (FITC) e anti-CD8 (SPRD) e realizou-se uma
incubag@o por 30 minutos, a 4°C e ao abrigo da luz. Em seguida as células foram lavadas duas
vezes com PBS 1% BSA (358 g / 5 minutos) e ressuspendidas na solucdo CytoFix / CytoPerm
(BD PharMingen) a fim de proporcionar a fixacdo e permeabilizagdo das células. Apds
incubag¢do de 20 minutos a 4°C e ao abrigo da luz, as células foram lavadas mais duas vezes com
o tampao Perm Wash (BD PharMingen). As células foram ressuspendidas em 50uLl de Perm
Wash e entdo foram adicionados, cada um ao seu respectivo tubo para citometria, os anticorpos
monoclonais citocina-especificos e anticorpos monoclonais isotipo-controles, todos conjugados
com PE; exceto o anticorpo anti-TGF- que era biotinilado. Seguiu-se nova incubagéo a 4°C e ao
abrigo da luz por um periodo de 30 minutos. As células foram lavadas duas vezes com Perm
Wash e todos os tubos, com excecdo daqueles destinados a marcacdo do TGF- B, foram
adicionados de PBS 1% de formol e acondicionados a 4°C e ao abrigo da luz até o momento da
analise no citometro de fluxo. Aos tubos contendo as células incubadas com o anticorpo anti-
TGF-B biotinilado acrescentou-se a estreptavidina conjugada a PE (BD PharMingen) e os
mesmos foram incubados por mais 30 minutos a 4°C e ao abrigo da luz. Terminado este periodo,
estas células também foram lavadas mais duas vezes com o tampao Perm Wash e adicionadas de
PBS 1% de formol. Assim como os demais, estes tubos foram acondicionados a 4°C e ao abrigo
da luz até o momento da andlise no citometro de fluxo.

A anélise dos dados foi feita no citdmetro FACSCanto usando o programa FACSDiva
(BD). As citocinas produzidas pelos linfocitos T CD4" foram analisadas indiretamente através da
separagdo e analise da populacio de linfocitos CD3" CDS', visto que a estimulagdo com forbol

¢ésteres diminui a expressdo de CD4 (SOLBACH, 1982).

8 — Determinacio da ativacio do NF-kB nos linfécitos esplénicos (Viboud et al., 2003):

A ativacdo do NF-«xB foi avaliada no 5°, 7°, 14° e 21° dia apds a infec¢do com a amostra
selvagem da Y. pseudotuberculosis, com a amostra curada do plasmideo de viruléncia e com as
amostras mutantes defectivas na secrecido das Yops J, E, H e M, utilizando-se o kit TransAM
(ActiveMotif). Para tanto, foi necessario obter os extratos nucleares dos linfocitos provenientes
dos animais infectados com as diferentes amostras bacterianas de interesse ¢ dos animais

controles. Foram sacrificados seis animais para cada dia de experimento
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8.1 - Obtencao do extrato nuclear (Schreiber et al., 1989):

Os linfocitos esplénicos dos animais foram obtidos assepticamente, conforme ja descrito
anteriormente, ¢ o nimero de células ajustado em 2 x 10° células/mL em TBS (pH 7,2). Foi
transferido ImL dessa suspensdo para microtubos de 1,5 mL e as células foram sedimentadas por
“spinning” durante 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas
em 400 puL de Tampao A (10 mM Hepes pH 7,9, 10 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1
mM DTT, 0,5 mM PMSF). Os tubos foram gentilmente homogeneizados e incubados por 15
minutos em banho de gelo. Apds o periodo de incubacdo, foram adicionados 25 pL da solucdo
de Nonidet P-40 10% (NP-40) e os microtubos foram agitados vigorosamente durante 10
segundos. As células foram centrifugadas durante 1 minuto a 13000 g, ressuspendidas em 50 pL
de Tampao C (20 mM Hepes pH 7,9, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1
mM PMSF) e, em seguida, colocadas em plataforma de agitagdo a 4°C, por 15 minutos. Apos
esse periodo de agitagdo o extrato nuclear foi centrifugado a 13000 g, durante 5 minutos, a 4°C e
o sobrenadante obtido foi coletado e acondicionado a —80°C. Uma pequena aliquota destes

extratos foi usada para dosagem de proteinas pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

8.2 - Ensaio de ativacdo do fator de transcri¢io NF-kB:

Este ensaio foi realizado conforme o protocolo do kit TransAM NF-kB (Active Motif) e
usando-se os tampdes e solugdes que acompanhavam o mesmo.

Foram adicionados as cavidades da placa, sobre as quais ja se encontravam aderidos
oligonucleotideos com sitios de ligagdo do DNA do NF-kB (5’ - GGGACTTTCC - 3°), 30 uL do
“tampdo de ligacdo”. Em seguida foram colocados 20 pL/cavidade de cada amostra (extratos
nucleares), ja diluidas 1/100 em “tampao de lise”. As amostras foram diluidas cem vezes a fim
de se alcancar a concentragdo de 2 a 20 pg de extrato nuclear, sugerida pelo fabricante. A placa
foi incubada por 1 hora, a temperatura ambiente e com agitagcdo suave (aproximadamente 100
rpm, sobre plataforma de agitagdo). Durante esta incubacdo, foi proporcionada a ligacdo
especifica da forma ativa do NF-kB, contida nos extratos nucleares, aos oligonucleotideos
imobilizados nas cavidades da placa. Terminado o periodo de incubagdo, as cavidades foram
lavadas trés vezes com 200 pL/cavidade de “tampdo de lavagem”. Foram adicionados entdo 100
pL do anticorpo primario contra o NF-kB por cavidade. Seguiu-se nova incubacdo por 1 hora, a
temperatura ambiente, porém ndo mais sob agitacdo. Estes anticorpos usados para detectar o NF-

kB reconhecem um epitopo nas subunidades p65 ou p50 que se torna acessivel apenas quando
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este fator nuclear encontra-se ativado e ligado ao seu DNA alvo. Apds a incubagdo com o
anticorpo primario, as cavidades foram novamente lavadas trés vezes com o “tampao de
lavagem” (200 pl/cavidade) e o anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRP) foi
adicionado (100 pL/cavidade). Mais uma incubagdo de 1 hora, a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz foi realizada e, ao término desta, foram executadas as devidas lavagens da mesma
forma como ja descrito acima. Como ultima etapa do ensaio, foram adicionados as cavidades
100 uL da “solucdo de substrato” e a placa foi incubada por 10 minutos, a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz. A reacdo foi paralisada pela adi¢ao de igual volume da “solucdo de parada” e,
logo em seguida, foi feita a leitura em espectrofotdmetro de microplacas (BioRad 550) usando-se
o filtro de 450 nm.

Como controle positivo para a ativagdo do NF-«kB foram usados extratos nucleares de

células Jurkat (2,5 pg/cavidade) estimuladas com TNF-a, fornecidos pelo kit.

9 — Avaliacio da atividade citotoxica dos linfécitos esplénicos.

9.1 — Obtencio das células do exsudato peritoneal:

Os camundongos destinados a obtencdo de células do exsudato peritoneal foram
previamente inoculados com 3,0 mL de Tioglicolato 3% (Difco) pela via intraperitoneal a fim
de estimular os macrofagos desta cavidade. Apos 3 dias de estimulo, os animais foram
sacrificados e a cavidade peritoneal exposta. Foram inoculados nesta cavidade 5,0 mL de PBS
estéril gelado e através de massagem do peritdoneo as células foram desprendidas e coletadas.
As células foram entdo lavadas de 2 a 3 vezes por centrifugacdo a 358 g (Centrifuga Fanem
Excelsa II 206MP) durante 5 minutos em PBS estéril e, em seguida, ressuspendidas em 1mL de

RPMI-1640 para contagem em camara de Neubauer.

9.2 — Infec¢do dos macrofagos “in vitro”:

Os macrofagos peritoneais de camundongos, obtidos como descrito acima foram
infectados com a amostra selvagem da bactéria. Para isso, uma suspensdo de macréfagos
ajustada em 5 x 10° células/mL foi distribuida em uma placa de microcultivo, no volume de
100 pL por cavidade. Sobre estas células foram adicionados 100 puL de uma suspensdo
bacteriana, preparada com a amostra selvagem da Y. pseudotuberculosis, na concentracdo de 5

x 10° UFC/mL; fornecendo uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 1:10. A placa foi
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centrifugada a 250 g por 5 minutos e incubada durante 1 hora a 37°C, 5% CO,. Terminada esta
incubagdo, as células foram lavadas duas vezes com RPMI-1640 a fim de se remover as
bactérias ndo internalizadas e, em seguida, incubadas por igual periodo e nas mesmas condi¢des
de temperatura e tensdo de CO, com 100 uL por cavidade de uma solugdo de gentamicina 100
ng/mL. Ao final deste periodo, os macrofagos devidamente infectados foram lavados mais duas

vezes com o0 meio RPMI-1640.

9.3 — Obtencio dos linfécitos T CD8 (LT-CDS8):

No 5°, 7°, 14° e 21° dia pi foram obtidas as células esplénicas, conforme descrito no item
6.1, de trés animais por dia. Foi feito um “pool” com estas células. Os LT-CD8 presentes neste
“pool” foram selecionados através de passagem em coluna de enriquecimento para LT-CD8
(R&D MCD8C-1000), a concentra¢io foi ajustada em 2 x 10° células/mL e, entdo, estes LT-

CDS8 foram cocultivados, em placas de 96 cavidades, com os macréfagos infectados.

9.4 - Ensaio de Citotoxicidade (Dube et al., 2004):

Um ensaio de citotoxicidade ndo radioativo foi realizado utilizando-se o kit CYTO-TOX
96 (Promega). Os macrdfagos peritoneais de camundongos, obtidos e infectados como descrito
anteriormente, serviram como células apresentadoras de antigenos (CAA), que s@o as células-
alvo da reacdo. As CAAs foram incubadas durante 4 horas a 37 °C e 5% CO; com os LT-CDS8 (2
x 10° células/mL) provenientes dos animais infectados com as respectivas amostras bacterianas
ou dos animais controles. Apds esta incubagdo a placa foi centrifugada a 250 g, 4°C por 5
minutos € os sobrenadantes foram transferidos para uma nova placa de 96 cavidades (50
ul/cavidade). Foram adicionados aos sobrenadantes iguais volumes da solucdo substrato
(fornecida pelo kit) e a placa foi novamente incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. Ao término deste periodo a reagdo foi interrompida através da adi¢do de 50
ul/cavidade de uma solucdo de acido acético 1 M (solucdo de parada fornecida pelo kit). A
citotoxicidade foi determinada espectrofotometricamente (490 nm) através da andlise da
liberagdo de lactato dehidrogenase (LDH) resultante da lise das CAAs pela acdo dos LT-CDS. A
lise especifica foi calculada da seguinte forma: % de citotoxicidade = (A - B-C) / (D - C) x 100,
onde A ¢ o valor de lise obtido a partir da incubagdo das CAAs com os linfocitos T CD8 dos

animais infectados ou dos animais controles (Lise Experimental), B constitui a lise espontanea
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dos LT-CD8, C corresponde a liberagcdo espontdnea de LDH pelos macréfagos e D a liberacdo

maxima de LDH pelos macrofagos .

10 - Analise Estatistica:

Os dados foram apresentados como média £ SD e a comparagdo entre os grupos de

animais infectados e controles foi realizada através do teste ¢ de Student, utilizando-se o

programa Origin 5.0. As diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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IV —RESULTADOS

1 — Determinac¢io da dose infectante para as amostras de Yersinia pseudotuberculosis:

Para determinar a dose infectante de cada amostra bacteriana usada neste trabalho, grupos
de cinco camundongos foram inoculados com trés suspensdes de diferentes concentracdes de
cada uma delas e observados por um periodo de trinta dias. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 2.

Para a amostra selvagem de Y. pseudotuberculosis foram testadas as concentragdes de
200, 20 e 1 UFC. Apds o periodo de observacao, foi possivel escolher a concentragdo de 1 UFC
para inoculagdo dos lotes experimentais visto que, com esta dose, os animais ndo foram a obito
durante o periodo de interesse.

Para a determinacdo da dose infectante da amostra YopE os camundongos foram
inoculados com suspensdes bacterianas cujas concentragdes variaram de 2 x 10° a 2 x 10° UFC.
Verificamos que nas concentragdes 2 x 10° ¢ 2 x 10* ocorreram mortes de animais durante o
periodo observado. Portanto, foi escolhida a concentragio de 2 x 10° UFC para a inocula¢io do
lote.

Para a amostra mutante YopH os camundongos foram inoculados com suspensdes
bacterianas cujas concentracdes foram de 2 x 10° 2 x 10° e 2 x 10" UFC. Verificamos a
ocorréncia de Obitos para as concentragdes de 2 x 10° e 2 x 10° UFC. Desta forma, a
concentragio escolhida para a inoculagdo do lote foi de 2 x 10* UFC.

A fim de determinar a dose infectante da amostra YopM™ foram inoculadas suspensdes
bacterianas com concentra¢des iguais a 2 x 10%, 2 x 10 e 2 x 10 UFC. Nos grupos de animais
inoculados com as concentra¢des de 2 x 10* ¢ 2 x 10° UFC ocorreram 6bitos, o que nos levou a
escolher a concentragio de 2 x 10° UFC para a inoculagdo do lote.

A dose infectante da amostra YpllIl correspondeu a 0,1 vez a DLs, cujo valor ja havia

sido anteriormente determinado (MEDEIROS et al., 2006).



Tabela 2: Doses das amostras bacterianas usadas para infeccdo dos lotes experimentais:

Amostra bacteriana Dose infectante (UFC)
YplllpIB102 (wt) 1
YpllIpIB522 (yopE") 2x 10°
YplIIpIB29 (yopH) 2x 10*
Ypllipl141 (yopM) 2x10°

YplII (pIB1") 2x 10*

46
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2 — Determinacio da cinética de infecciio no baco e figado:

O estudo da cinética de infec¢do foi feito para avaliar a capacidade que cada uma das
amostras bacterianas possui de colonizar e persistir no baco e no figado dos animais, apos
inoculagdo intravenosa.

Os indices de coloniza¢do bacteriana, durante a infecgdo com a amostra selvagem,
aumentaram de forma gradativa até o 14° dia pos-infecg@o (pi). Pode-se verificar, desde o 2° dia
pi, um numero bastante elevado de UFC em ambos os 6rgaos; algo que ndo ocorreu durante a
infeccdo com as demais amostras. No 2° e 14° dia pi o nimero de UFC observado no bago foi
maior do que no figado. A partir do 7° dia pi os animais ja apresentaram sinais fisicos de
infec¢do bastante evidentes e comegavam a morrer. Poucos animais sobreviviam até o 21° dia pi,
e entre os sobreviventes ndo foi possivel recuperar a bactéria a partir de nenhum dos 6rgaos, os
quais se apresentavam bastante atrofiados.

Durante o experimento com a amostra YopE™ o pico da colonizag@o bacteriana também
ocorreu no 14° dia pi, em ambos os 6rgdos. Tanto a colonizagdo quanto a persisténcia desta
bactéria foi maior no figado do que no bago. Embora em pequena quantidade no 2° dia pi, a
amostra YopE™ colonizou o figado em todos os dias analisados. Por outro lado, o bago foi
colonizado apenas do 5° ao 14° dia pi.

A amostra YopH™ colonizou o baco e o figado dos animais infectados de maneira
bastante parecida e persistiu em ambos durante 0 mesmo periodo de tempo. A colonizagdo foi
detectada do 5° ao 14° dia pi, sendo que os maiores valores de UFC no bago e no figado
ocorreram, respectivamente, no 14° e 7° dia pi. Esta amostra foi a que apresentou os maiores
indices de colonizagdo, no que diz respeito ao nimero de UFC. A auséncia de UFC observada
no 21° dia pi provavelmente se deve a eliminag@o da infec¢do pelos animais, uma vez que esta
amostra foi a que apresentou menor viruléncia.

O processo de colonizagdo promovido pela amostra YopM™ também comegou a ser
observado a partir do 5° dia pi nos dois orgdos estudados. Assim como aconteceu na maioria
dos dias com as outras amostras, a taxa de colonizacdo no figado também foi um pouco maior
do que no bago, principalmente no 7° dia pi. Embora o maior nuimero de UFC no figado tenha
sido observado no 21° dia pi, do 7° ao 21° dia pi a variacdo observada foi muito pequena. Ja no
caso do baco, o nimero de UFC aumentou gradativamente ao longo da cinética e, por isso, 0
maior deles ocorreu no 21° dia pi.

A amostra Yplll, curada do plasmideo de viruléncia, colonizou o baco dos animais desde

0 2° até o 14° dia pi, sendo que os maiores niveis de colonizacdo ocorreram no 7° dia pi. No
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figado, foi possivel observar UFC apenas no 2° dia pi e ainda assim em quantidade um pouco
menor do que a observada no bago.
Os valores médios do nimero de UFC por 6rgio estdo representados na Figura 2 (A e

B) e Tabela 3.



Figura 2 - Cinética de infec¢@o no bago (A) e figado (B) de camundongos BALB/c infectados pela via
intravenosa com as amostras WT, YopE", YopH', YopM e Yplll de Y. pseudotuberculosis. No 2°, 5°, 7°,
14° e 21° dia pods-infeccdo os animais foram sacrificados, o bago e o figado foram retirados,
homogeneizados em salina 0,85% e aliquotas de 0,1 mL, de duas diluigdes seriadas (1/10 e 1/100), foram
semeadas em placas de BAB. Apdés 48 h de incubagdo a 26°C, o nimero de UFC por orgao foi
determinado. Os valores apresentados correspondem as medias de 4 animais por dia. O desvio padrdo foi

sempre menor que 25% dos valores observados.
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Tabela 3 — Numero de UFC (log) no bago e figado dos animais no decorrer da infec¢do com a

amostra selvagem de Y. pseudotuberculosis, as respectivas mutantes e a amostra curada do

plasmideo de viruléncia (valores representam médias + SD de 4 animais por dia):

Amostra bacteriana  Dias pés-infec¢io Baco Figado
2° 3,7+£0,3 3,4+0,7
5° 3,8+0,3 4,0+0,2

WT 7° 4,3+0,1 4,6 + 0,4
14° 5,1+£0,3 4,8+0,3
21° 0,0+0,0 0,0£0,0
2° 0,0+0,0 2,7+04
5° 2,7+0,0 4,6+0,3

YopE 7° 35+04 4,0+0,3
14° 45+0,4 5,0+0,5

21° 0,0+0,0 4,1+0,5

2° 0,0+0,0 0,0£0,0

5° 3,6 +£0,9 3,4+0,5

YopH 7° 5,7+0,9 6,8+ 0,4
14° 6,1 +1,2 54413

21° 0,0+0,0 0,0+0,0

2° 0,0+0,0 0,0+0,0

5° 3,6 £0,5 3,7+ 0,6

YopM" 7° 324+0,5 52404
14° 50+£04 5,3+0,6

21° 54+0,5 5,540,1

2° 3,8+0,3 3,6 £0,5

5° 4,5+0,6 0,0£0,0

Yplll 7° 5,1+0,1 0,0+0,0

14° 3,8+0,6 0,0£0,0

21° 0,0 +0,0 0,0+0,0
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3 — Verifica¢ao do peso do baco e do figado no decorrer da cinética de infecciio:

Concomitante ao experimento de contagem do nimero de UFCs no 2°, 5°, 7°, 14° e 21°
dia pi, realizou-se também a pesagem do bago e do figado para avaliar possiveis alteragdes
decorrentes da infeccdo (média e desvio padrdo dos resultados estdo apresentados na Figura 3
(A e B) e Tabela 4).

Todas as amostras estudadas, com exce¢do da WT no caso do figado (2° dia pi) e da
YopH no que diz respeito ao peso do bago (2° e 5° dias pi), causaram um decréscimo no peso
de ambos os 6rgdos no decorrer da cinética.

A amostra selvagem promoveu uma reducdo significativa no peso do baco dos animais
em todos os dias avaliados, embora o menor valor tenha sido observado no 14° dia pi (3,5
vezes menor do que o peso do baco dos animais ndo infectados). Ja o figado destes animais
apresentou um aumento significativo em seu peso logo no 2° dia pi e em seguida, a partir do 5°
dia, uma redu¢do gradativa, cujo menor valor foi observado no 21° dia pi (cerca de 2 vezes
menor do que o valor apresentado pelos animais controles).

Da mesma forma que a amostra WT, a amostra YopE promoveu uma redugdo
significativa no peso do bago em todos os dias e o menor valor foi observado no 14° dia pi (2,8
vezes menor que os controles). O peso do figado comegou a apresentar valores menores do que
os animais controles a partir do 7° dia pi, mas foi também no 14° dia pi que ocorreu a maior
redugdo (2,4 vezes).

Os animais infectados com a amostra YopH  apresentaram um aumento no peso do
bago, em relagdo aos animais ndo infectados, logo no 2° e 5° dias pi (respectivamente 1,2 e 1,4
vezes). A partir do 7° dia pi, o peso do bago destes animais permaneceu constante e
relativamente igual ao peso apresentado pelos animais controles. A unica alteragdo significativa
no peso do figado dos animais infectados com esta amostra ocorreu no 14° dia pi, quando se
observou uma pequena diminui¢do em relagdo aos controles.

A infec¢@o com a amostra YopM™ ocasionou um decréscimo gradativo no peso do bagco
dos animais a partir do 7° dia pi, desta forma o menor valor foi observado no 21° dia pi (3,5
vezes menor do que o apresentado pelos animais controles). Ja o peso do figado sofreu reducgio
apenas no 7° e 14° dia pi (1,3 e 1,5 vezes, respectivamente).

Embora de maneira menos evidente que as amostras WT, YopE e YopM’, a amostra
YpllI também causou diminui¢@o no peso do bago dos animais no decorrer da infec¢do. O peso
do figado, por sua vez, ndo sofreu alteragdo significativa em relacdo ao apresentado pelos

animais ndo infectados.



Dias pos-infecciao

Figura 3 - Peso do bago (A) e figado (B) de camundongos BALB/c no 2°, 5°, 7°, 14° e 21° dia pds-
infec¢do pela via intravenosa com as amostras WT, YopE, YopH, YopM e Yplll de Y.
pseudotuberculosis. Os animais foram sacrificados, o bago e o figado foram retirados, homogeneizados
em salina 0,85% e aliquotas de 0,1 mL, de duas dilui¢des seriadas (1/10 e 1/100), foram semeadas em
placas de BAB. Apds 48 h de incubagdo a 26°C, o nimero de UFC por 6rgdo foi determinado. Os
valores apresentados correspondem as medias dos pesos (em gramas) de, no minimo, 4 animais por dia
+ SD.

C - Média dos valores obtidos com os animais controles durante todo o experimento.

* Significativo em relagdo ao grupo controle (p < 0,05)
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Tabela 4 — Peso, em gramas, do bago e do figado dos animais durante a cinética de infeccio

(valores representam médias de, no minimo, 4 animais por dia + desvio padrao):

Amostra

Orgiao bacteriana Dia pés-infec¢io

2° 5° 7° 14° 21° Controle

WT 0,09 +0,02* 0,07 +0,01* 0,05+0,01* 0,04+0,01* 0,05+0,01* 0,14 40,01

YopE 0,10+0,02* 0,10+ 0,04* 0,07 +0,02* 0,05+0,01* 0,10+ 0,03*

Bago YopH  0,17+0,03* 0,20+ 0,05* 0,16+0,04 0,11+0,02 0,13+0,04
Yop M 0,13+0,02 0,13+0,04 0,10+0,03* 0,06+0,01* 0,04 +0,0*

YpIII 0,12 +0,0* 0,10+0,02* 0,11 +0,02* 0,10+ 0,02* 0,09 +0,03*

WT 1,56 +0,11% 1,22 +0,07% 1,08 +021* 0,89 +0,08% 0,64 +0,05* 1,33+ 0,08
YopE  1,40+005 1,22+0,06 0,87+0,05% 0,56+0,18* 1,00+ 0,15*
Figado YOPH 1405004 1284014 1184016 120+007% 1384008
YopM™  125+0,13 134+0,18 1,00+0,26* 0,86+023* 1,13+0,18

YpllI 1,40+0,13 1,27+0,12 1,20+£0,16 1,30+0,03 1,33+0,08

* Significativo em relagdo ao grupo controle (p < 0,05).
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4 - Alteracdes patologicas macroscopicas no figado e no baco:

Algumas alteragdes patoldgicas foram observadas no bago e figado dos animais
infectados, principalmente com as amostras mais virulentas.

Alteragdes macroscdpicas nos 0rgdos dos animais infectados com a amostra WT foram
vistas desde o 5° dia pi, quando j& foi possivel observar pequenas lesdes granulomatosas no
baco, até¢ o 21° dia, quando, além destas lesdes, também se observou a auséncia de coloragdo
caracteristica nos dois 6rgdos. Para as amostras mutantes YopE e YopM’, também pode-se
notar, logo a partir do 7°, embora em maior grau a partir do 14°dia pi, a presenca de pequenas
lesdes granulomatosas e coloragcdo desbotada dos orgdos. Alguns animais infectados com a
amostra YopM™ também apresentaram, no 21° dia pi, exsudato peritoneal opalescente. Vale
também registrar que os animais infectados com as amostras WT, YopE e YopM' tinham muita
dificuldade em sobreviver até o 21° dia de infec¢do, e quando o faziam era com o estado fisico
bastante debilitado. Por outro lado, os animais infectados com a amostra YopH™ ou com a
amostra Yplll sobreviveram com tranqiiilidade durante o periodo de estudo e muito raramente

apresentaram alteragdes patologicas macroscdpicas no bago ou figado.
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5 - Analise histologica do baco e figado:

Cortes histologicos do bago e figado de animais infectados com a amostra WT e de
animais ndo infectados (controles) foram preparados a fim de caracterizar a natureza da lesdo
causada pela infec¢do. Esta amostra bacteriana foi escolhida para a realiza¢do desta analise por
ser a mais virulenta e, portanto, ter induzido as mais relevantes alteragdes patologicas
macroscopicas € no peso destes orgaos. Como estas alteragdes foram mais significativas, com
todas as amostras, no 14° dia pi, escolheu-se este dia para fazer este experimento.

Os cortes do bagco dos animais controles revelaram tecido esplénico circundado por
delgado epitélio pavimentoso simples e por uma capsula de tecido conjuntivo rico em fibras de
colageno. O tecido estava perfeitamente subdividido em polpa branca, composta por agregados
de células linféides dispostas como uma bainha cilindrica e envolvendo a artéria esplénica, e
polpa vermelha, composta por numerosos sinusdides vasculares de parede fina, separados pelos
cordoes esplénicos. Estes corddes apresentaram aspecto esponjoso € constituiam-se
principalmente por macréfagos. Ja os cortes dos animais infectados revelaram congestdo da
polpa vermelha com destrui¢do total ou parcial dos foliculos linféides, formacdo de areas
necroticas e presenca de neutrdfilos e plasmoécitos por toda a polpa branca e vermelha. As
células linfocitarias da polpa branca, muitas vezes indistintas, estavam total ou parcialmente
substituidas por células neutrofilicas e tanto a polpa branca quanto a vermelha apresentavam-se
mais fibrosas (Figura 4).

Microscopicamente, os figados dos animais do grupo controle apresentaram aspecto de
normalidade, sendo compostos por placas de hepatdcitos entremeados por sinusodides que
representam os capilares sanguineos de luz ampla. As placas de hepatdcitos e sinusdides se
estenderam a partir do espago porta (representado por artéria). Os ductos biliares foram
reconhecidos pelo epitélio que variou de cubico a cilindrico. Apds a infec¢do o arcabougo
hepatico apresentou areas desestruturadas, com intenso desarranjo lobular. As placas de
hepatocitos e sinusdides ndo mais se estenderam a partir do espaco porta, mas formaram
aglomerados celulares sem orientagdo definida. Os hepatdcitos se apresentaram muitas vezes
tumefeitos e com citoplasma granuloso e menos basdfilo. Observou-se também escassas e
pequenas areas compostas por células leucocitarias e restos celulares, o que denota pequenos
abscessos proximos ao sistema portal, além de vasos sangiiineos dilatados e congestos (Figura

5).
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Infectado Controle
A B
C D
E F

Figura 4 - Analise histologica de bago apds infec¢do intravenosa com amostra selvagem (WT) de Y.
pseudotuberculosis. Os o6rgdos foram retirados de camundongos BALB/c infectados e ndo infectados no 14° dia
pos-infecg@o. Os cortes (5 um) foram corados com hematoxilina e eosina (HE). As figuras mostradas representam

os aumentos de 100x (A e B), 200x (C e D) ¢ 400x (E ¢ F).
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Infectado Controle
A B
C D
E F

Figura 5 - Analise histologica de figado apds infec¢do intravenosa com amostra selvagem (WT) de Y.
pseudotuberculosis. Os orgdos foram retirados de camundongos BALB/c infectados e ndo infectados no 14°
dia poés-infecgdo. Os cortes (5 um) foram corados com hematoxilina e eosina (HE). As figuras mostradas

representam os aumentos de 100x (A e B), 200x (C e D) e 400x (E ¢ F).
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6 — Analise fenotipica das subpopulacdes de linfocitos T esplénicos:

As populagdes de LT, CD3'CD4" ¢ CD3"CDS8", foram quantificadas no 5°, 7°, 14° e 21°
dias ap0s a infeccdo com a amostra selvagem de Y. pseudotuberculosis (WT), com as respectivas
mutantes defectivas na secrecdo da YopE, YopH e YopM e com a amostra curada do plasmideo
de viruléncia. As mesmas popula¢des de linfocitos, porém provenientes de animais ndo
infectados, também foram quantificadas e os valores obtidos serviram como controles. Os
resultados apresentados correspondem aos nimeros absolutos de LT x 10° por baco (Figura 6 /
Tabela 5).

Todas as amostras, com excecdo da YopH', causaram diminuicdo de uma ou mais
populagdes linfocitarias estudadas. A amostra YopH foi a tUnica a promover aumento
significativo no niimero de linfdcitos.

Durante a infec¢do com a amostra WT observou-se uma diminui¢do no numero dos LT-
CD3" em todos os dias estudados e esta diminuigdo se refletiu tanto na populagio CD3 'CD4"
quanto na populagio CD3'CD8". Os menores valores ocorreram no 14° dia pi para ambas as
populagdes (diminuicio de 7,4 vezes na populagio CD3'CD4" e de 7,1 vezes na populagio
CD3'CDS8", em relacio aos valores apresentados pelos animais ndo infectados).

A amostra YopE foi capaz de diminuir o nimero de LT-CD3" apenas no 14° e 21° dia pi.
A populacio de LT CD3'CD4" sofreu redugdo significativa apenas no 14° dia pi (13,4 vezes
menor que os controles) enquanto que a populagdo CD3'CDS8" foi reduzida tanto no 14° quanto
no 21° dia pi, sendo novamente os menores valores observados no 14° dia pi (12,6 vezes menor).

O numero de LT-CD3" dos animais infectados com a amostra YopM™ foi reduzindo
gradativamente a partir do 7° dia pi e, portanto, alcangou os menores valores no 21° dia pi. Vale
ressaltar que os valores obtidos neste dia foram os menores observados dentre todas as amostras
estudadas e em todos os dias avaliados. A populagio CD3'CD4" comegou a reduzir logo no 7°
dia pi e a populagio CD3"CD8" somente a partir do 14° dia pi. No 21° dia pi estas populagdes
apresentavam, respectivamente, valores 50,3 e 56,5 vezes menores que os valores apresentados
pelos animais controles.

A infeccdo com a amostra YopH revelou um resultado completamente oposto aos
apresentados pelas outras amostras bacterianas. Durante a infec¢do com esta amostra houve um
aumento no nimero dos LT-CD3" em todos os dias do experimento. Este aumento se refletiu na
populagio CD3'CD4" apenas no 5° (1,2 vezes maior) e no 7° (1,3 vezes maior) dia pi, e na
populagio CD3'CDS8" em todos os dias (maior aumento ocorreu no 5° dia pi: 1,4 vezes em

relagcdo aos controles).
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Os animais infectados com a amostra YplIll também apresentaram redug¢@o no numero de
LT-CD3" esplénicos no 5°, 7° e 21° dia pi, porém esta reducdo, além de mais branda, refletiu-se
apenas na subpopulagio CD3"CD4".

A populacdo de LT-CD4 foi predominante sobre a populagdo de LT-CD8 durante todo
periodo de infeccdo observado, com as cinco amostras estudadas. O mesmo ocorreu com as

células dos animais ndo infectados.
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A
I
—)
B
—)
C
-

Dias pos-infeccio

Figura 6 - Quantifica¢do dos linfocitos T (LT) (A) e subpopulagdes, LT-CD4 (B) e LT-CDS8 (C), durante
infec¢do com as amostras WT, YopE, YopH, YopM™ ¢ Yplll de Y. pseudotuberculosis. Camundongos
BALB/c foram sacrificados no 5°, 7°, 14° e 21° dia apds a infec¢do e os LT esplénicos e suas subpopulagdes
quantificadas através da metodologia de citometria de fluxo. Os resultados apresentados correspondem as
médias + SD do niimero absoluto de linfécitos (x 10°) por bago (n = 6 animais por dia).

C - Média dos valores obtidos com os animais controles durante todo o experimento.

* Significativo em relagio aos animais controles (p < 0,05)
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Tabela 5 - Ntimero absoluto de linfocitos T e das subpopulagdes CD3'CD4" e CD3'CDS8", por

baco, no decorrer da infec¢do com as diferentes amostras de Y. pseudotuberculosis (os valores

mostrados representam médias + desvio padrdo de 6 animais para cada dia):

Amostra
bacteriana

WT

YopE"

YopH

YopM

YplII

Populacio
linfocitaria

CD3
CD4
CD8

CD3
CD4
CD8

CD3
CD4
CD8

CD3
CD4
CD8

CD3
CD4
CD8

50
16,2 +1,4*
92+ 1,1*
5,54+0,6*

35,4430
19,6 + 1,8
11,7+ 1,2

46,8 + 6,8%*
24,2 +4,3*
16,1 + 1,4*

38,3+3,4
21,7432
11,4+ 1,5

27,5 +2,9*%
13,6 +2,0*
9,8 +1,1

N° de linfocitos / baco (x 10°%)

Dias pos-infecc¢ao

70
14,0 + 1,3*
7,2+0,9*
5,1+0,4*

37,4+23
21,4425
11,7+ 1,5

46,2 +3,1*
26,1 +4,0*
15,1 +2,2%

28,6 +3,1*
15,0 +4,1*
12,7+2,0

29,9 +1,8*
15,0 +1,6*
11,24+0,8

* Significativo em relagdo ao grupo controle (p < 0,05).

14°
52+0,5%
2,7+0,5%
1,6 +0,3*

2,9+0,5*
1,5+ 0,5%
0,9+0,1*

41,7 + 6,6*
22,9+3,0
13,8 +1,6*

2,6 +0,3*
1,4+0,3*
0,7+0,3*

352+ 1,5
17,9+ 2,0
13,3+£0,1

21°
5,8+1,0*
2,94+0,7*
2,1 +0,5*

29,2 +3,2%
19,0 + 4,6
8,8 +0,05*

38,9 +3,2%
209+25
13,8 +1,8*

0,7+ 0,2*
0,4+0,2*
0,2 +0,05*

28,1 +2,1*
15,4 +1,5*
10,1 +1,2

Controles
345+34
20,1+24
11,3+1,3
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7 - Deteccao intracelular das citocinas 1L-2, IL-4, IL-10, IFN-y, TNF-a e TGF-f:

Os resultados descritos a seguir referem-se as medianas das intensidades de fluorescéncia
das respectivas citocinas obtidas a partir de linfocitos esplénicos dos animais infectados com as
diferentes amostras bacterianas e dos animais ndo infectados (controles), ambos estimulados in
vitro com PMA e ionomicina.

Durante a infec¢do com todas as amostras, a maioria quase absoluta das alteragdes
significativas na producdo das citocinas pelos LT-CD4 referiu-se a diminuicdo da produgédo e as
alteracdes significativas na produgdo das citocinas pelos LT-CD8 referiram-se ao aumento da
produgio.

As quantidades de IL-2 produzidas pelos LT-CD4 ndo sofreram alteracdes durante a
infec¢do com as amostras YopE, YopM™ e Yplll. Durante a infec¢do com a amostra WT
observou-se diminui¢do na produgdo desta citocina tanto no 14° quanto no 21° dia pi, sendo que
a menor producdo ocorreu no 14° dia pi (1,3 vezes menor que a producdo apresentada pelos
animais ndo infectados). J4 a infec¢@o com a amostra YopH™ proporcionou uma reducdo na
produgdo de IL-2 pelos LT-CD4 apenas no 7° dia pi (1,2 vezes menor que os controles). Os LT-
CDS8 produziram quantidades aumentadas de IL-2 durante infeccdo com todas as amostras,
exceto com a WT, cuja infec¢do ndo resultou em alteragdes significativas. Enquanto a infecgdo
com a amostra YopH promoveu aumento na produgdo da IL-2 em todos os dias estudados, a
amostra YopE™ o fez a partir do 7° dia pi, a amostra YopM™ a partir do 14° dia pi e a amostra
YplIII somente no 21° dia pi. Os maiores valores foram observados no 7° dia pi com a amostra
YopH™ e no 14° dia pi com a amostra YopE™ (aumentos de, respectivamente, 3,5 e 2,7 vezes).

A producdo de IL-4 pelos LT-CD4 provenientes dos animais infectados com as amostras
WT, YopH', YopM™ e Yplll, foi semelhante aquela apresentada pelos animais ndo infectados. No
entanto, aumentos significativos na produgdo de IL-4 pelos LT-CD4 aconteceram durante a
infeccdo com a amostra YopE no 5° e 21° dia pi (maior aumento no 5° dia pi: 1,4 vezes). Esta
producdo aumentada de IL-4 pelos LT-CD4 representa a tinica situagdo em que se observou LT-
CD4 de animal infectado produzindo mais citocina do que os animais controles. Avaliando a
producdo de IL-4 pelos LT-CD8 verificou-se que enquanto a infec¢do com a amostra WT ndo
ocasionou alteracdo alguma nos niveis desta citocina, quando comparado aos animais controles,
a infec¢do com a amostra YopH™ levou a um aumento na produ¢do da mesma desde o 5° até o
21° dia pi (com maior producdo no 5° dia pi: 3,3 vezes maior que os controles). As amostras

YopE® e YopM também induziram aumento na produg¢do de IL-4 pelos LT-CDS
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respectivamente a partir do 7° e do 14° dia pi. A amostra YplIl, por sua vez, alterou a producdo
da IL-4 apenas no 14° dia pi (aumento de 2 vezes em relagdo aos controles).

As infec¢des causadas por todas as amostras bacterianas estudadas foram capazes de
reduzir significativamente a produc¢do de IL-10 pelos LT-CD4. As amostras WT, YopM™ e Yplll
suprimiram a produg¢do em todos os dias avaliados. As amostras YopE e YopH também
provocaram reducdo na produgdo de IL-10, porém somente no 7° e 21° dia pi no caso da amostra
YopH', e no 5°, 7° e 21° dia pi no caso da amostra YopE". As menores producdes de IL-10 pelos
LT-CD4 foram observadas no 5° e 7° dias pi com a amostra WT e no 7° dia pi com a amostra
YopH™ (valores 1,4 vezes menores que os apresentados pelos animais controles). A produgdo de
IL-10 pelos LT-CD8 nao sofreu alteragdes durante a infeccdo com as amostras WT, YopE e
Yplll. J& durante a infeccdo com a amostra YopH', a produgdo desta citocina apresentou-se
aumentada em todos os dias do experimento e alcangou seu maior nivel no 5° dia pi (aumento de
2,7 vezes). A infec¢do com a amostra YopM™ também propiciou o aumento na producdo da IL-10
pelos LT-CDS, mas, neste caso, apenas no 14° e 21° dia pi.

Os resultados obtidos com a citocina IFN-y reforcaram mais uma vez, e de maneira
bastante evidente, que a infeccdo com todas as (cinco diferentes) amostras bacterianas ao mesmo
tempo em que suprime a produgdo da citocina por parte dos LT-CD4, induz os LT-CD8 a
produzi-la em maior quantidade. A produ¢do de IFN-y pelos LT-CD4 apresentou-se diminuida
em todos os dias pi com todas as amostras estudadas. As redugdes mais significativas
aconteceram entre 5° ¢ o 7° dia pi com as amostras portadoras do plasmideo de viruléncia, e
estes valores foram cerca de duas vezes menores do que aqueles apresentados pelos animais nao
infectados. Os LT-CDS8 obtidos dos animais infectados com as amostras YopH', YopM™ e YplIl
produziram mais IFN-y que os animais controles em todos os dias e, mais uma vez, a maior
producdo foi observada durante a infec¢do com a amostra YopH', no 14° dia pi (2,2 vezes maior
que os controles). A infeccdo causada pelas amostras WT e YopE™ resultou em aumentos
significativos na produgdo de IFN-y pelos LT-CD8 do 5° ao 14° dia pi (quando verificou-se
praticamente o dobro da produgdo apresentada pelos animais controles).

Ao analisar os resultados da producdo de TNF-a pelos LT-CD4 obtidos dos animais
infectados com as amostras WT, YopE", YopH e YopM,, foi possivel constatar que todas elas
induziram a uma supressdo. E, embora esta supressdo tenha sido observada nos mais variados
dias, ficou claro que as mais relevantes se dao entre o 5° ¢ 7° dia pi. A amostra YplIl ndo
provocou alteracdes significativas na producdo desta citocina pelos LT-CD4. Com relagdo a
producdo de TNF-a pelos LT-CDS, observou-se que a infeccdo com todas as amostras, com

excecdo da WT, cuja infeccdo ndo alterou a producdo de TNF-a, resultou em produgdo
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aumentada da citocina em questdo. O aumento na producdo de TNF-a provocado pela infeccdo
com as amostras YopE e YopH podde ser observado em todos os dias, sendo que os maiores
valores, para ambas amostras, ocorreram no 14° dia pi. A infeccdo com a amostra YopM~
aumentou significativamente os niveis de TNF-a, em relacdo ao grupo controle, apenas no 21°
dia pi e a infeccdo com a amostra Yplll o fez do 7° dia pi em diante. A maior produ¢do de TNF-
a aconteceu no 14° dia pi com a amostra YopH™ (2,6 vezes maior que a produgao pelos LT-CD8
dos animais controles).

A producio da citocina TGF-B pelos LT-CD4 néo se alterou significativamente durante a
infeccdo com as amostras YopE, YopM™ e Yplll. Enquanto a infeccdo com a amostra WT
resultou em diminui¢do da produg¢do do TGF-f pelos LT-CD4 no 7°, 14° e 21° dia pi, a infeccdo
com a amostra YopH suprimiu a producdo da mesma apenas no 21° dia pi. Embora
significativas, as redugdes nas quantidades de TGF-f produzidas pelos LT-CD4 foram bastante
pequenas em relacdo a producdo apresentada pelos animais nao infectados (1,1 vezes menor). Ao
avaliar a producdo de TGF-f pelos LT-CDS verificou-se a ocorréncia de aumentos significativos
durante as infecgdes com as amostras WT, YopH e YopM'. Os maiores valores nestes casos
foram observados entre o 7° e 14° dia pi. A infec¢do com as amostras YopE e YplIl nédo
acarretou alteragdes significativas na producdo de TGF- pelos LT-CD8

Os valores médios das medianas das intensidades de fluorescéncia de todas as citocinas
analisadas, durante a infeccdo com as diferentes amostras bacterianas estudadas e produzidas
pelas duas subpopulagdes linfocitarias de interesse estdo apresentados nas Figuras 7 e 8, e

Tabelas 6,7, 8,9, 10 e 11.
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Dias poés-infec¢io

Figura 7 - Cinética da produ¢@o de citocinas pelos LT-CD4 esplénicos apds infec¢do intravenosa com as
amostras WT, YopE, YopH, YopM e Yplll de Y. pseudotuberculosis. Camundongos BALB/c foram
sacrificados no 5°, 7°, 14° e 21° dia apds a infeccdo e as citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y, TNF-a e TGF-
detectadas e quantificadas intracelularmente através da metodologia de citometria de fluxo. Os resultados
apresentados referem-se aos valores médios das medianas das intensidades de fluorescéncia (MIF) + SD
obtidas com os linfécitos estimulados em cultura com PMA + lonomicina (n = 6 animais por dia).

C - Média dos valores obtidos com os animais controles durante todo o experimento.

* Significativo em relagdo aos animais controles (p < 0,05)
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Dias pos-infeccio

Figura 8 - Cinética da produgdo de citocinas pelos LT-CDS8 esplénicos apds infec¢@o intravenosa com as
amostras WT, YopE, YopH, YopM™ e Yplll de Y. pseudotuberculosis. Camundongos BALB/c foram
sacrificados no 5°, 7°, 14° ¢ 21° dia apos a infecgdo e as citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y, TNF-a ¢ TGF-§8
detectadas e quantificadas intracelularmente através da metodologia de citometria de fluxo. Os resultados
apresentados referem-se aos valores médios das medianas das intensidades de fluorescéncia (MIF) + SD
obtidas com os linfécitos estimulados em cultura com PMA + lonomicina (n = 6 animais por dia).

C - Média dos valores obtidos com os animais controles durante todo o experimento.

* Significativo em relag@o aos animais controles (p < 0,05)



Figura 9 - Histogramas representativos dos aumentos mais significativos na produgdo das citocinas I1L-2, IL-
4, IL-10 e IFN-y pelos LT-CDS8, em relagdo aos animais controles, durante infec¢do com as diferentes
amostras de Y. pseudotuberculosis. Os valores apresentados nos quadrantes dos histogramas correspondem

aos valores médios das medianas das intensidades de fluorescéncia de seis animais por dia.
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Figura 10 - Histogramas representativos dos aumentos mais significativos na produgo das citocinas TNF-a
e TGF-p pelos LT-CDS, em relagdo aos animais controles, durante infeccdo com as diferentes amostras de Y.
pseudotuberculosis. Os valores apresentados nos quadrantes dos histogramas correspondem aos valores

médios das medianas das intensidades de fluorescéncia de seis animais por dia.
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Tabela 6 - Deteccdo intracelular da citocina IL-2 nos LT-CD4 e CDS8 esplénicos de
camundongos BALB/c infectados com as diferentes amostras de Y. pseudotuberculosis. Os
resultados mostrados representam os valores médios das medianas das intensidades de

fluorescéncia + desvio padrdo de 6 animais para cada dia:

Dias pos-infeccio
Amostra Linfécito

5° Dia 7° Dia 14° Dia 21° Dia Controle
CD4 1292 + 108 1375+ 179 1115 + 82* 1227 + 103* 1452 + 163
WT
CDS8 1570 + 308 1305 + 146 1488 + 247 1520 + 338 1295 + 71
CD4 1314 + 253 1375 + 207 1381 +274 1416 + 85
YopE"
CDS8 1370 + 119 1633 +233* 3507 +22* 1654 +286*
CD4 1380 + 234 1221 +103* 1470 + 159 1288 + 70
YopH
CDS 3238 +334* 4525 +260* 2519+391* 1632+ 180*
CD4 1290 + 82 1475 + 217 1455 + 197 1349 + 113
YopM"
CDS8 1225+ 50 1269 + 34 1716 +211* 1670 +269*
CD4 1669 + 269 1346 + 113 1402 + 143 1589+ 11
YplII
CDS8 1386 + 163 1210 + 141 1424 + 277 1669 + 264*

* Significativo em relagdo ao grupo controle (p < 0,05)
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Tabela 7 - Deteccdo intracelular da citocina IL-4 nos LT-CD4 e CDS8 esplénicos de
camundongos BALB/c infectados com as diferentes amostras de Y. pseudotuberculosis. Os

resultados mostrados representam os valores médios das medianas das intensidades de

fluorescéncia + desvio padrdo de 6 animais para cada dia:

Dias poés-infec¢io

Amostra Linfécito
5° Dia 7° Dia 14° Dia 21° Dia Controle
CD4 1082 + 255 1044 + 47 1236 + 189 988 + 128 1131 +122
WT
CD8 1258 + 288 1290 + 175 1428 + 200 1488 + 177 1324 + 174
CD4 1555 +117* 1196 + 58 1376 + 240 1420 + 53*
YopE"
CD8 1339+ 55 1634 +94* 1743 +244* 1690 + 181*
CD4 1295 + 173 1122 +44 1283 + 346 1178 + 129
YopH
CDS8 4308 +351* 3417 +334* 2829 +470* 2410 +251*
CD4 1219 + 68 1453 + 294 1367 + 167 1212 +222
YopM"
CD8 1257 + 39 1286 + 44 2439 +454* 2199 + 390*
CD4 1420 + 233 1245 + 156 1435 + 237 1220 + 124
YplII
CD8 1291 + 75 1250 + 162 2594 + 156* 1238 + 142

* Significativo em relagdo ao grupo controle (p < 0,05)
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Tabela 8 - Deteccdo intracelular da citocina IL-10 nos LT-CD4 e CDS8 esplénicos de

camundongos BALB/c infectados com as diferentes amostras de Y. pseudotuberculosis. Os

resultados mostrados representam os valores médios das medianas das intensidades de

fluorescéncia + desvio padrdo de 6 animais para cada dia:

Dias poés-infec¢io

Amostra Linfécito
5° Dia 7° Dia 14° Dia 21° Dia Controle
CD4 1099 + 156* 1107 + 88* 1278 + 107* 1245 + 57* 1518 + 136
WT
CD8 1659 + 360 1315 + 106 1421 + 182 1263 + 158 1359 + 157
CD4 1324 + 66* 1197 + 38* 1480 + 120 1290 +91*
YopE"
CD8 1390 + 129 1533+ 174 1460 + 307 1414 + 171
CD4 1270 + 203 1096 + 35% 1344 + 236 1238 + 119*
YopH
CD8 3718 +381* 3334 +340* 3199 +215* 2282+ 136%
CD4 1227 + 69* 1346 +99* 1265 + 122%* 1349 + 255
YopM"
CD8 1391 + 207 1301 + 30 1820 +287* 1707 +222*
CD4 1206 + 99* 1191 + 100* 1258 + 80* 1145 +79*
YplII
CD8 1205 + 86 1263 + 135 1336 + 247 1255+ 77

* Significativo em relagdo ao grupo controle (p < 0,05)



72

Tabela 9 - Detec¢do intracelular da citocina IFN-y nos LT-CD4 e CDS8 esplénicos de
camundongos BALB/c infectados com as diferentes amostras de Y. pseudotuberculosis. Os

resultados mostrados representam os valores médios das medianas das intensidades de

fluorescéncia + desvio padrdo de 6 animais para cada dia:

Dias poés-infec¢io

Amostra Linfécito
5° Dia 7° Dia 14° Dia 21° Dia Controle
CD4 1553 +250* 1370 +210* 1484 +247* 1780 +102* 2598 + 356
WT

CD8 2694 +439* 1786 +225*% 2362 +218%* 1548 + 30 1432 + 84
CD4 1722 +259* 1418 +198* 1548 + 186* 1648 + 244*

YopE"
CD8 3037 +228%* 2677 +21* 2362 + 320* 1574 + 169
CD4 1434 + 108* 1520 +362* 1488 +127* 1566 + 268*

YopH
CDS8 2279 +247* 2408 +309* 3120 +564* 2829 +487*
CD4 1441 +207* 1579 +218* 1555+ 180* 1652 + 335%*

YopM"
CD8 2376 + 187* 2954 +283* 2566 +270* 2501 +306*
CD4 1678 +254* 1600 +312* 1619 +237* 1620 +167*

YplII
CD8 2492 + 10* 3440 +413* 2308 +169* 2524 +257*

* Significativo em relagdo ao grupo controle (p < 0,05)
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Tabela 10 - Detec¢do intracelular da citocina TNF-a nos LT-CD4 e CDS8 esplénicos de
camundongos BALB/c infectados com as diferentes amostras de Y. pseudotuberculosis. Os

resultados mostrados representam os valores médios das medianas das intensidades de

fluorescéncia + desvio padrdo de 6 animais para cada dia:

Dias poés-infec¢io

Amostra Linfécito
5° Dia 7° Dia 14° Dia 21° Dia Controle
CD4 1302 + 86%* 1310 + 119* 1321 + 146* 1580 + 137 1515+ 132
WT
CD8 1534 +238 1418 + 312 1349 + 122 1286 + 150 1302 + 34
CD4 1372 + 98 1301 + 64* 1443 + 156 1360 + 177
YopE"
CD8 1580 +197* 1652 +203* 2879 + 94* 1518 + 167*
CD4 1288 + 53* 1197 + 77* 1374 + 112 1330 + 5,6
YopH
CDS8 1651 + 153* 2686 +354* 3416 +250* 1584 + 184*
CD4 1253 + 72* 1399 + 147 1414 + 109 1612 + 129
YopM"
CD8 1436 + 310 1324 + 184 1550 + 360 2838 +365*
CD4 1408 + 143 1481 + 90 1355+ 57 1395 + 80
YplII
CD8 1331 + 107 3343 +452*% 1668 +181* 1677 +220*

* Significativo em relagdo ao grupo controle (p < 0,05)
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Tabela 11 - Detec¢do intracelular da citocina TGF-B nos LT-CD4 e CDS8 esplénicos de
camundongos BALB/c infectados com as diferentes amostras de Y. pseudotuberculosis. Os
resultados mostrados representam os valores médios das medianas das intensidades de

fluorescéncia + desvio padrdo de 6 animais para cada dia:

Dias poés-infec¢io
Amostra Linfécito
5° Dia 7° Dia 14° Dia 21° Dia Controle

CD4 1177 + 106 1110 +37* 1091 + 68* 1104 + 16* 1225 + 46

WT
CD8 1382 +266 1709 +179 3717+ 107* 2589 +340* 1387 +322
CD4 1103 £85 1202 + 154 1292 + 164 1254 +173
YopE"
CD8 1267 + 136 1403 £+ 267 1523 +290 1503 + 125
CD4 1114 +31 1189 + 158 1218 + 138 1100 + 72*
YopH
CD8 2422 +322% 3159 +165*% 2716 + 172%* 1508 + 335
CD4 1248 + 198 1213 +£93 1246 + 80 1127 + 109
YopM
CD8 1501 + 164 1510 +218 3852 +103* 3157 +95*
CD4 1185 +11 1183 +£70 1253 £ 60 1193 +107
YpIII

CD8 1442 + 162 1497 + 248 1390 + 301 1347 + 132

* Significativo em relagdo ao grupo controle (p < 0,05)
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8 — Avaliacido da ativacio do fator nuclear kB (NF- kB) nos linfécitos esplénicos:

A ativacdo do NF-kB foi avaliada nos extratos nucleares dos linfocitos esplénicos obtidos
de animais infectados com as amostras WT, YopE', YopH, YopM’, Yplll e YopJ. Extratos
nucleares de animais ndo infectados também foram obtidos e os resultados conseguidos a partir
deles serviram como controles (Figura 11).

Devido a ja conhecida fun¢do inibitéria da YopJ sobre o NF-kB (SCHESSER et al,
1998), decidiu-se inocular um lote de animais com a amostra que ndo a secreta (YopJ'). Caso a
Yopl fosse a unica responsavel pela inibi¢do do NF-kB, haveria ativagdo significativa deste fator
nuclear durante a infec¢do com a amostra YopJ™ (a qual secreta todas as outras Yops). Mas ndo
foi isso que aconteceu, ao contrario, a infecgdo com a amostra YopJ causou diminuigdo
significativa na ativagdo do NF-kB em todos os dias avaliados e de forma muito parecida com
aquela causada pela infeccdo com a amostra WT (valores de ativagdo cerca de duas vezes
menores que os valores apresentados pelos animais controles). De acordo com estes resultados
ficou claro que, embora a Yop J sabidamente iniba a ativacdo do NF-«xB, provavelmente alguma
das outras Yops também possua esta fungao inibidora.

Durante a infeccdo com as amostras YopE, YopH e YopM™ também verificou-se
diminui¢do significativa na ativagdo do NF-kB em todos os dias do experimento. Porém, as
menores inibigdes observadas durante as infeccdes com estas amostras se deram no 7° dia pi com
a amostra YopE™ e no 21° dia pi com a amostra YopH'. Isto pode sugerir que estas Yops atuem
de forma sinérgica entre si e com a YopJ no sentido de inibir a ativagdo do NF-«kB.

Curiosamente, a infeccdo com a amostra que nao secreta Yops (Yplll) também inibiu a
ativacdo do NF-xB no 5° dia pi e a tornou praticamente nula do 7° dia pi em diante. Este
resultado evidenciou que ndo apenas os fatores de viruléncia codificados pelo plasmideo, mas

também fatores cromossomais contribuem para a inibi¢do do NF-«B.
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Figura 11 — Influéncia da infec¢do com a amostra selvagem (WT), com a amostra curada do plasmideo de
viruléncia e com as amostras mutantes YopJ, YopE', YopH e YopM™ de Y. pseudotuberculosis na ativagdo do
fator de transcri¢do nuclear kB. Quatro grupos de seis camundongos BALB/c foram infectados via intravenosa
com as amostras acima citadas. Extratos nucleares dos linfocitos destes animais foram obtidos no 5°, 7°, 14° ¢
21° dias apds a infec¢@o com as respectivas amostras e o estado de ativagdo do NF-«kB foi avaliado usando-se o
kit TransAM. Os resultados mostrados representam as médias de dois experimentos feitos em triplicata + desvio
padrdo.

C - Média dos valores obtidos com os animais controles durante todo o experimento.

C+ - Controle positivo da reagdo (extratos nucleares de células Jurkat estimuladas com TNF-a).

* Significativo em relagdo aos animais controles (p < 0,05).
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9 - Avaliacio da atividade citotoxica dos LT-CDS:

A citotoxicidade dos LT-CDS8 foi avaliada no 5° 7°, 14° e 21° dia pi com a amostra
selvagem de Y. pseudotuberculosis, com a amostra curada do plasmideo de viruléncia e com as
amostras mutantes defectivas na secre¢do das Yops E, H e M.

Os LT-CDS8 provenientes dos animais infectados com as amostras WT, YopE e YopM"
apresentaram atividade citotoxica muito baixa e, praticamente, apenas no 5° dia pi. Os LT-CD8
obtidos dos animais infectados com a amostra YopH™ e YplIl diferiram dos demais uma vez
que, logo no 5° dia pés infeccdo, apresentaram uma atividade citotoxica relativamente alta em
comparagdo com as demais amostras (respectivamente 3,7 e 4,6 vezes maior que a
citotoxicidade apresentada pelos LT-CDS obtidos dos animais infectados com a amostra WT).

Comparando os resultados obtidos no 5° dia pi, j& que neste dia todas as amostras
apresentaram valores de citotoxicidade, fica evidente a participacdo da YopH na supressdo da
atividade citotoxica, pois na sua auséncia esta atividade foi bem maior. O fato da amostra que
ndo secreta Yops (Yplll) ter apresentado uma resposta citotoxica muita parecida com a resposta
da amostra YopH' refor¢a ainda mais a hipotese de uma possivel agao supressora exercida pelas
Yops, em especial pela YopH, sobre a citotoxicidade dos LT-CD8. No entanto, os valores de
citotoxicidade observados no 5° dia pi com a amostra WT foram menores do que aqueles
observados, neste mesmo dia, com a amostra YopM'; que também secreta a YopH. Isto sugere
que alguma das outras Yops, talvez a YopM, atue de forma conjunta com a YopH no que diz
respeito a supressdo da atividade citotoxica dos LT-CDS.

Os LT-CD8 obtidos dos animais controles ndo apresentaram atividade citotdxica
alguma, como ja era de se esperar.

As médias das porcentagens de citotoxicidade, obtidas a partir de dois ensaios feitos em

triplicata, estdo apresentadas na Figura 12 e Tabela 12.
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Figura 12 - Ensaio de citotoxicidade: LT-CD8 esplénicos foram obtidos de camundongos BALB/c no 5°, 7°,

14° e 21° dia pos-infeccdo intravenosa com a amostra selvagem (WT), com a curada do plasmideo de

viruléncia (YpIIl) e com as amostras mutantes de Y. pseudotuberculosis. Os LT-CD8 (10° células) foram

cocultivados por 4 horas com os macréfagos (10° células) infectados com a amostra WT (MOI de 10). A

citotoxicidade foi determinada através da detec¢@o da enzima LDH no sobrenadante da cocultura usando o kit

CytoTox 96 (Promega). Camundongos ndo infectados serviram como controles. Para cada dia do experimento

foram usados “pools” de LT-CDS obtidos de trés animais. Os resultados representam a média de dois ensaios

feitos em triplicata.

Tabela 12 — Valores de citotoxicidade (%) apresentados pelos linfécitos T CD8" obtidos de

animais infectados com a amostra selvagem, com a amostra curada do plasmideo de viruléncia

e com as mutantes de Y. pseudotuberculosis, nos diferentes dias apos a infecgao:

% Citotoxicidade

Amostra
bacteriana (dias pés-infecgiao)
5° 7° 14° 21° Controle
WT 1,6 0,4 0,0 1,9 0,0
YopE" 1,2 0,8 0,0 0,0
YopH 5,9 0,0 0,0 0,0
YopM 2,8 0,0 0,0 0,0
Yplll 7,4 0,0 0,0 6,9
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V - DISCUSSAO

Bactérias enteropatogénicas possuem multiplas estratégias para iniciar sua disseminag@o
e isto independe da rota de infec¢do utilizada (BARNES et al., 2006). A bactéria gram-negativa
Yersinia constitui um protdtipo para estudar a interagdo entre bactéria e célula do hospedeiro
(HENTSCHKE et al., 2007). As Yops de Yersinia estdo envolvidas em varios processos
bioquimicos que prejudicam a resposta imune celular do hospedeiro, e por isso sdo importantes
para o estabelecimento de uma doenga sistémica (CORNELIS et al., 1998). A importancia destas
Yops para a viruléncia das espécies patogénicas de Yersinia tem sido estudada em diferentes
modelos animais e por diferentes vias de infeccdo (GRABENSTEIN et al., 2004; GROSDENT et
al., 2002). Cepas mutantes de Yersinia incapazes de secretar Yops, principalmente a YopE,
YopO, YopM e YopJ, apresentam-se atenuadas em pelo menos uma rota de infecgdo com as
varias espécies de Yersinia (LEUNG et al., 1990, MONACK et al., 1998; LOGSDON &
MECSAS, 2003; TRULZSCH et al, 2004). Tendo conhecimento da capacidade
imunomoduladora das Yops sobre a resposta imune do hospedeiro, objetivou-se no presente
trabalho avaliar o papel das Yops E, H e M sobre a resposta imune celular de camundongos
BALB/c inoculados pela via intravenosa. Para tanto, verificou-se a influéncia destas Yops sobre
as quantidades de LT (CD4 e CDS8) no decorrer da infec¢do e sobre a producdo das principais
citocinas dos perfis Th1/Th2, e do TGF-B, por estas mesmas células. Além disso, avaliou-se
também o papel das Yops E, H e M sobre a ativagdo do fator nuclear NF-kB e sobre a atividade
citotoxica dos LT-CDS.

O primeiro experimento realizado destinou-se a determinar qual seria a dose sub-letal de
cada amostra bacteriana necessaria para infectar camundongos BALB/c, pela via intravenosa.
Sabe-se que tanto Y. pseudotuberculosis quanto Y. enterocolitica sdo capazes de causar doengas
altamente infecciosas apds introdugdo no baco e figado de camundongos pela via intravenosa
(BRUBAKER, 2003). Os nossos resultados deixaram claro que a amostra YopH™ ¢ a amostra
menos virulenta, uma vez que a dose infectante para esta amostra foi 20.000 vezes maior que a
dose infectante da amostra WT. Estudos de dose letal mediana (DLsp) com amostras de Y. pestis
que ndo secretam a YopH, inoculadas em camundongos pela via intravenosa, mostraram que
estas podiam ser inoculadas em concentragdes 3.400.000 vezes maiores do que as amostras que
secretam a YopH (KERSCHEN et al., 2004). J& amostras de Y. enterocolitica ¢ Y.
pseudotuberculosis mutantes para o gene yopH apresentaram resultados de DLs, apos infeccio
intraperitoneal, 1000 vezes maiores que as amostras secretoras de YopH (GREEN et al., 1995;

PERSSON et al., 1999). Fisher et al. (2007) mostraram que a inoculagdo intranasal da amostra
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mutante YopH™ de Y. pseudotuberculosis elevou a DLsy 20 a 30 vezes em relagdo a amostra WT.
Por outro lado, a amostra mutante que consideramos mais virulenta foi a YopM’, cuja dose
infectante foi 200 vezes maior que a dose da WT. E bastante compreensivel que esta amostra
seja mais virulenta que as demais, pois ela secreta a YopH e também a YopE que, de acordo com
os resultados obtidos nos outros ensaios € com dados apresentados na literatura, atua
sinergicamente com a YopH em varios aspectos, potencializando sua viruléncia. A YopM e a
YopE também foram consideradas importantes durante infec¢do intravenosa de camundongos
com Y. pestis (LEUNG et al., 1990). Amostras de Y. pestis defectivas na secrecdo da YopE ou da
YopM apresentaram-se, respectivamente, 10.625 e 100.000 vezes menos virulentas do que a
amostra selvagem, apds inoculagdo intravenosa em camundongos (PERRY & FETHERSTON,
1997; KERSCHEN et al., 2004). Nao podemos esquecer também que outros fatores de viruléncia
presentes nas amostras por nos estudadas, assim como outras Yops que ndo fizeram parte do
objetivo deste estudo, podem ter influenciado estes nossos resultados. Além das Yops e do
sistema de secrecdo do tipo III, Yersinia possui outros fatores de viruléncia como PhoP, invasina
e YadA, os quais sdo considerados importantes durante a infec¢do de camundongos
(HERMANN et al., 1993). PhoP desenvolve um papel crucial na replicagdo da Y.
pseudotuberculosis dentro dos macrofagos e experimentos com amostras mutantes para o gene
phopP mostraram que a DLs) destas amostras aumentava 75 vezes em camundongos inoculados
pela via intravenosa (GRABENSTEIN et al., 2004). A delecdo no gene yadA resultou em
aumento de cerca de 10 vezes na DLsy de camundongos infectados intraperitonealmente (HAN
& MILLER, 1997). Amostras de Y. pseudotuberculosis incapazes de secretar YopJ, quando
inoculadas pela via intragastrica, apresentaram-se cerca de 64 vezes menos virulentas que a
amostra selvagem, e esta diminui¢do foi atribuida a reduzida capacidade de causar infec¢do
sistémica (MONACK et al., 1998). A atividade serina-treonina quinase da YpkA ¢ importante
para que Y. pseudotuberculosis estabeleca uma infeccdo sistémica em camundongos (WILEY et
al., 2006).

Contudo, comparar os resultados de viruléncia das diferentes amostras de Yersinia,
obtidos por diferentes grupos de pesquisa, através de modelos murinos de infec¢do, ¢ muito
dificil, uma vez que os experimentos sdo realizados com diferentes espécies de Yersinia,
diferentes linhagens de camundongos, diferentes doses e vias de administracéo.

Estando padronizadas as doses infectantes das amostras de interesse, realizou-se o
experimento de cinética de infecgdo, a fim de avaliar a capacidade de colonizacdo e persisténcia
destas amostras no bago e figado dos animais. Para isto, o nimero de unidades formadoras de

coldnias nos respectivos orgdos foi determinado no 2°, 5°, 7°, 14° e 21° dia pds-infecgdo (p1). A
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principio nosso objetivo era avaliar até o 28° dia pi, mas isto tornou-se invidvel devido ao fato de
que a maioria dos animais infectados com as amostras mais virulentas ndo sobrevivia até este dia
e naqueles infectados com as amostras menos virulentas ndo era possivel recuperar a bactéria dos
orgdos a partir do 21° dia pi. Os resultados deste experimento também foram importantes para
nos ajudar a escolher quais seriam os melhores dias para realizacdo dos ensaios de avalia¢do da
resposta imune celular. Estudos anteriores revelaram que amostras de Yersinia
pseudotuberculosis mutantes para o gene yop possuem a viruléncia atenuada apds inoculagdo
pelas vias intragastrica, intraperitoneal ou intravenosa (LEUNG et al., 1990; GALYOV et al.,
1994; MONACK et al., 1998), e que muitas delas s@o deficientes no que diz respeito a
colonizacdo do intestino e tecidos linfoides de camundongos (LOGSDON & MECSAS, 2003;
MONACK et al., 1998). Porém, na maioria dos estudos ja realizados, os camundongos foram
observados por um periodo curto e, para atribuir um papel para as Yops na colonizagdo dos
orgdos linfoides apods infec¢do pela via hematogénica, € necessario realizar infecgdes por
periodos mais longos. No presente trabalho, a influéncia das Yops E, H e M na capacidade de
colonizacdo e persisténcia da Y. pseudotuberculosis no baco e figado de camundongos BALB/c,
inoculados pela via intravenosa, foi avaliada por um periodo de trés semanas.

A colonizagdo do bago e do figado dos animais infectados com a amostra WT aumentou
gradativamente desde o 2° até o 14° dia pi. Diferentemente do que aconteceu durante a infecgdo
com as outras amostras, com a WT, jad no 2° dia pi o nimero de UFC no bago e no figado foi
bastante elevado. Eram muito poucos os animais infectados com a amostra WT que conseguiam
sobreviver até o 21° dia pi, e daqueles que conseguiam ndo foi possivel recuperar a bactéria de
nenhum dos 6rgaos estudados. Neste dia os orgdos destes animais apresentavam caracteristicas
morfoldgicas muito distintas das caracteristicas dos Orgdos dos animais normais, estando
bastante atrofiados (o que ficou bem evidente com os resultados da pesagem dos 6rgios) e
apresentavam alteracdes de colorag@o. Isto pode sugerir que a bactéria WT, apds extensa
multiplicagdo e consideravel destrui¢do destes 6rgdos, ndo mais os consideraram como locais
favoraveis a sua permanéncia. A amostra YopE™ colonizou os 6rgios principalmente do 5° ao
14° dia pi e a amostra YopH™ os colonizou somente do 5° ao 14° dia pi. Esta maior demora para
iniciar a coloniza¢do e maior rapidez na eliminagdo das bactérias que ndo secretam a YopE ou a
YopH nos permite sugerir que ambas sdo importantes no que diz respeito a capacidade de
colonizar e persistir no bago e no figado de camundongos BALB/c apds inoculagdo intravenosa.
Esta hipdtese foi ainda mais refor¢ada ao verificarmos que durante a infec¢do com a amostra
YopM, que secreta a YopE e a YopH, a bactéria foi capaz de persistir em ambos os 6rgaos até o

21° dia p1. A YopE € um importante fator de viruléncia das espécies patogénicas de Yersinia em
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modelos de infec¢do murina (VIBOUD & BLISKA, 2005). Foi recentemente descrito que a
YopE ¢ importante na colonizag¢do do bago de camundongos apds quatro dias de infec¢do oral, e
que a YopT pode assumir este papel na auséncia da YopE. As Yops E e T possuem fungdes
redundantes durante a infec¢do com Y. pseudotuberculosis, por isso a YopT torna-se dispensavel
quando da utiliza¢do de modelo murino (VIBOUD et al., 2006). No entanto, vale ressaltar que as
cepas de Y. pseudotuberculosis do sorotipo O:3 (usadas no presente trabalho), ndo expressam
YopT (VIBOUD & BLISKA, 2005). De qualquer forma ¢ interessante observar a redundancia
nas fun¢des de diferentes Yops e como isto pode favorecer o sucesso da infec¢do causada por
Yersinia. Estudo com Y. enterocolitica sorotipo O:8 mostrou que a YopE ¢ importante na
coloniza¢do do bago e figado de camundongos (TRULZSCH et al., 2004). Logsdon & Mecsas
(2003) sugeriram que duas ou mais Yops possuem fungdes redundantes na colonizacdo de
orgios. Eles demonstraram que dele¢des dos genes yopH e yopE geralmente causam indices
menores de colonizagdo no intestino e tecidos linfoéides no 2° dia pi e maiores no 5° dia pi. Isto
esta de acordo com os resultados que obtivemos com as amostras YopE e YopH', porém no bago
e no figado. Estudos com linfonodos mesentéricos mostraram que cepas defectivas na secrecdo
de apenas YopH, YopJ ou YopE tém capacidade 5 a 10 vezes menor de coloniza-los
(LOGSDON & MECSAS, 2003; MONACK et al., 1998). A YopH € necessaria para causar
infec¢do apos a inoculagdo da bactéria por diferentes vias (IVANOV et al., 2005; LOGSDON &
MECSAS, 2003 ; TRULZSCH et al., 2004) e para a sobrevivéncia da mesma em varios tecidos
(FISHER et al., 2007). A infec¢do orogastrica com Y. pseudotuberculosis deficiente na secre¢@o
da tirosina fosfatase YopH resulta em menores indices de coloniza¢do dos linfonodos
mesentéricos ¢ bagco comparado aqueles apresentados pela amostra WT (LOGSDON &
MECSAS, 2003). Resultados similares também foram descritos com amostra de Y. enterocolitica
mutante para a secrecdo da YopH (TRULZSCH et al., 2004). Pouco se sabe a respeito do papel
da YopM na colonizagdo dos tecidos linfoides, no entanto vérios estudos tém elucidado a
importancia dessa Yop quando em sinergia com outra ou como uma Yop com fungdes
redundantes. A influéncia de outras Yops ndo avaliadas em nosso trabalho devem ser
consideradas ao discutir o papel destas proteinas na capacidade de coloniza¢do da Y.
pseudotuberculosis. A contribui¢do da YoplJ para a viruléncia parece depender da espécie de
Yersinia e rota de entrada. O papel da YopJ na infec¢do por Y. pseudotuberculosis tem sido
muito estudado pela via oral, mas os resultados publicados sdo conflitantes (GALYOV et al.,
1994 ; MONACK et al., 1998). Amostras de Y. pseudotuberculosis que ndo secretam YopJ ndo
apresentaram diferencas significativas nos indices de colonizagdo do baco e figado de

camundongos C57BL/6 apds inoculagdo pela via intraperitoneal (AUERBUCH & ISBERG,
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2007). Estudos da colonizacdo dos pulmdes reveleram um importante papel para a YopJ, quando
as Yops E, H, O e M estdo ausentes, ¢ também para as Yops B e H (FISHER et al., 2007). Por
outro lado, YopJ e YopM ndo influenciaram a coloniza¢do do intestino apds infecg¢@o oral de
camundongos BALB/c. Amostras mutantes de Y. pseudotuberculosis que ndo secretam a YpkA
sdo deficientes na coloniza¢do do bago durante infec¢do orogastrica (LOGSDON & MECSAS,
2003).

A eficiente capacidade de colonizacdo que nds observamos com a amostra WT ja era
esperada, uma vez que ela expressa todos os fatores de viruléncia tanto cromossomais quanto
plasmideais. Trabalhos com camundongos C57BL/6, infectados intraperitonealmente com a
amostra WT de Y. pseudotuberculosis, mostraram um rapido e expressivo aumento no nimero de
UFC no bago entre 48 ¢ 72 horas apds a inoculagdo (AUERBUCH & ISBERG, 2007).

Os resultados que obtivemos com a amostra YpllIl evidenciaram a importancia de outros
fatores de viruléncia, que n3o as Yops, na capacidade de colonizagdo e persisténcia da Y.
pseudotuberculosis, principalmente no bago. Talvez os fatores de viruléncia cromossomais, na
auséncia total das Yops, possam, por si sO, garantir a colonizac¢do e persisténcia da bactéria no
baco e figado dos animais; embora no 21° dia pi esta amostra tenha sido completamente
eliminada de ambos os drgdos (o que ndo se observa na presenca concomitante da YopE e
YopH). Trabalhos que avaliaram a influéncia do plasmideo na coloniza¢do do baco ou na
sobrevivéncia no soro apos inoculagdo intravenosa, mostraram que a amostra de Y.
pseudotuberculosis sem plasmideo demorou mais para ser eliminada destes locais do que
amostras de Y. pestis e Y. enterocolitica (UNE & BRUBAKER, 1984). Amostras de Y.
enterocolitica e Y. pseudotuberculosis curadas do plasmideo de viruléncia conseguiram se
replicar nos tecidos murinos apenas transitoriamente, pois logo foram contidas dentro de
granulomas e eliminadas pelo hospedeiro (ZHANG & BLISKA, 2005). Balada-Llsat & Mecsas
(2006) relataram que fatores de viruléncia cromossomais sdo suficientes para promover a
coloniza¢do de linfonodos mesentéricos apds inoculagdo intragastrica.

A idéia de verificar o peso do bago e do figado dos animais infectados com as diferentes
amostras de Y. pseudotuberculosis em estudo surgiu ao percebermos que os tamanhos, assim
como as caracteristicas morfoldgicas destes 6rgdos, alteravam-se visivelmente no decorrer da
infec¢do. Desta forma, os resultados obtidos nos serviram como mais um indicador da severidade
e progressdo da doenga. Durante a infeccdo com as amostras WT, YopE e YopM™ observou-se
diminui¢do no peso dos 6rgdos no decorrer da infec¢do. A infec¢do com a amostra YopM' foi
responsavel pela maior diminui¢do no peso do baco dos animais, a qual pdde ser observada no

21° dia pi. Ja no caso do figado, foi durante a infec¢do com a amostra YopE™ que o seu menor
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peso foi alcangado (no 14° dia pi). A amostra YopH ndo causou diminui¢do no peso dos 6rgéos,
ao contrario, promoveu um aumento no peso do bago logo no 2° e 5° dia pi. Comparando estes
resultados com os resultados do experimento de determinacdo da dose infectante, que tornou
evidente que a amostra YopH™ ¢ a menos virulenta, e com o experimento de cinética de infeccéo,
que mostrou que a YopH™ ndo foi capaz de colonizar os 6rgaos no 2° dia pi e que no 21° dia pi ja
havia sido completamente eliminada, pode-se deduzir que este aumento seja resultado de uma
proliferacdo das células esplénicas (especialmente dos linfocitos) com o intuito de conter e
eliminar esta infec¢do (dedug¢do que mais tarde seria confirmada com o experimento de
quantificagdo dos LT e suas subpopulagdes). O peso do figado dos animais infectados com a
amostra YplIl ndo sofreu alteracdes em relacdo ao peso deste mesmo Orgdo dos animais
controles, mas o peso do bago diminuiu no decorrer da infec¢do. Estes resultados também
parecem coerentes se relacionados com o fato desta amostra ter sido mais eficiente na
colonizagdo do baco do que do figado. De uma maneira geral, pudemos observar que a
diminui¢@o no peso dos 6rgios esta diretamente relacionada com a severidade da infecg¢do e por
isso foi mais significativa durante a infeccdo com as amostras mais virulentas (WT, YopE e
YopM"). Ao contrario do que observamos com as diferentes amostras de Y. pseudotuberculosis,
estudos realizados com amostras de Y. enterocolitica revelaram que o peso de varios orgios
linféides, obtidos de diferentes linhagens de camundongos, aumentam apds a infecgdo
(AUTENRIETH et al., 1994; HANDLEY et al., 2004). Auerbuch & Isberg (2007) também
relataram diminui¢do no peso do bago e figado de camundongos infectados intraperitonealmente
com Y. pseudotuberculosis e aumento no peso destes 6rgdos em camundongos infectados pela
mesma via com Y. enterocolitica.

Alteragdes macroscopicas, principalmente na forma de lesdes granulomatosas e coloracdo
desbotada dos ¢rgdos, puderam ser observadas nos oOrgdos dos animais infectados com as
amostras WT, YopE e YopM'. Porém, foi durante a infeccdo com a amostra WT que estas
alteragdes apareceram mais precocemente (desde o 5° dia pi). Na auséncia do plasmideo de
viruléncia e da YopH os 6rgios ndo apresentaram estas lesdes nem alteragdo na sua coloragdo
caracteristica. A presenca e o grau destas alteracdes estdo intimamente relacionados com a
viruléncia da amostra.

A analise histoldgica do baco e do figado dos animais nos permitiu visualizar
microscopicamente as alteracdes provocadas pela infeccdo intravenosa com Yersinia, assim
como as principais células envolvidas. Os 6rgdos dos animais infectados com a amostra WT
apresentaram diferencas bastante evidentes e significativas em relacdo aos 6rgdos dos animais

ndo infectados. Tanto o baco quanto o figado apresentaram desestruturacdo em seu arcabougo
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normal e preseng¢a de infiltrados inflamatorios. No caso do bago, observou-se desestruturagcdo
tanto da polpa branca quanto da polpa vermelha, formagao de areas necroticas e aspecto mais
fibroso. O figado apresentou intenso desarranjo lobular com presencga de aglomerados celulares
sem orienta¢@o definida e pequenos abscessos proximos ao sistema portal. Além disso, os vasos
sangliineos se apresentaram extremamente dilatados e congestos. Analises histoldgicas de
linfonodos mesentéricos, apds infec¢do intragastrica de camundongos BALB/c com uma
amostra selvagem de Y. pseudotuberculosis sorotipo O:3, revelaram varias areas de necrose na
borda, préximo aos centros germinativos € no paracortex (BALADA-LLASAT & MECSAS,
2006). Logsdon & Mecsas (2003) realizaram andlises histologicas de placas de Peyer e
linfonodos mesentéricos de camundongos BALB/c infectados oralmente com uma amostra
selvagem de Y. pseudotuberculosis ou com amostras mutantes para os genes yopH, yopE e
yopO. Os resultados que eles obtiveram, tanto com amostra selvagem quanto com as mutantes,
evidenciaram comprometimento da estrutura e influxo de macrofagos e neutrofilos nas placas
de Peyer, e presenca de abscessos e células apoptdticas nos linfonodos mesentéricos. Zhang &
Bliska (2005) também evidenciaram apoptose de macrofagos nos oOrgdos linfoides de
camundongos infectados com Y. pseudotuberculosis. Infec¢do intragastrica com Y.
enterocolitica causou alteragdes histologicas nas placas de Peyer, nos linfonodos mesentéricos
e no bago. Nas placas de Peyer estas alteragcdes foram caracterizadas pela presenca de células
mortas, colonias bacterianas, granuldcitos e macrdfagos, e nos linfonodos mesentéricos e bago
pela presenca de lesdes semelhantes aos granulomas (HANDLEY et al., 2004). Macrofagos e
neutrofilos que sdo recrutados aos 6rgdos infectados parecem ser importantes na diminui¢do do
numero de bactérias, nos estagios iniciais da doencga, ap6s infec¢do intravenosa (BURNETT et
al., 2004; CONLAN, 1997). Outro grupo de pesquisa verificou que cerca de quatro dias apds
inoculagdo intranasal com Y. pseudotuberculosis, os pulmdes de camundongos BALB/c
apresentavam arquitetura bastante comprometida, além de varias lesdes supurativas e necroticas
e espagos alveolares fibrinados (FISHER et al., 2007).

Para que um patogeno consiga estabelecer uma infecgéo ele precisa ser capaz de resistir
aos mecanismos de defesa do hospedeiro. Embora existam muitas informag¢des a respeito dos
mecanismos usados pelas bactérias patogénicas para evadir das defesas do sistema imune inato
dos hospedeiros, pouco se sabe sobre como elas atuam sobre a resposta imune adaptativa. No
entanto, ¢ claro que as respostas desenvolvidas pelas células T sdo essenciais para eliminar
patdgenos bacterianos, inclusive os do género Yersinia. Nosso trabalho, ao avaliar o papel das
Yops E, H e M de Y. pseudotuberculosis sobre as populacdes de linfocitos T esplénicos,

constatou que as quantidades destas células diminuiram durante a infec¢do com todas as
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amostras estudadas, exceto durante a infec¢do com a amostra YopH'. A infec¢@o com a amostra
WT causou diminui¢o tanto da populagio de CD3'CD4" quanto de CD3'CDS8" em todos os
dias do experimento. A amostra YopE  suprimiu a producio de LT CD3'CD4" apenas no 14°
dia pi e de CD3'CDS8" no 14° ¢ 21° dia pi. A amostra que néo secreta a YopM, mas que secreta
a YopE e a YopH, também provocou diminui¢do de ambas populagdes de linfocitos a partir do
7° dia pi. Os animais infectados com a amostra YplII apresentaram reducdo apenas no nimero
dos LT CD3'CD4". Se levarmos em conta que os LT-CD4 possuem um papel central na
ativacdo de células B, células T e outras células que participam da resposta imune e, portanto,
possuem um papel primordial na resposta imune como um todo, fica mais facil compreender
que a Yersinia se valha de outros fatores de viruléncia, que ndo os plasmideais, para tentar
conté-los. Diferentemente do observado com as demais amostras, durante a infec¢do com a
amostra YopH™ ocorreu um aumento no nimero de ambas as subpopula¢des de linfécitos e em
todos os dias analisados. Frente aos resultados obtidos com os animais infectados com a
amostra YopH™ tornou-se claro que a YopH ¢ responséavel pela diminui¢do no numero dos LT
esplénicos, em resposta a infecgdo intravenosa por Y. pseudotuberculosis. O efeito inibitorio in
vitro da YopH sobre a ativa¢do de LT, mediado através do receptor de células T (TCR), ja foi
descrito anteriormente (YAO et al., 1999). Sauvonnet et al. (2002a) também atribuiram a YopH
papel inibidor sobre a proliferacdo de LT induzida pela IL-2, e relacionaram este papel da
YopH com sua capacidade de inativar a via do fosfatidilinositol-3 quinase. Nao podemos
excluir a possibilidade da YopH afetar a proliferagdo de LT devido sua ag¢do sobre o
citoesqueleto, uma vez que o citoesqueleto tem sido implicado em varios passos da ativagdo e
proliferacdo dos LT (ACUTO & CANTRELL, 2000). Lembrando também que os maiores
indices de supressdo nas subpopulagdes de LT ocorreram na presenga da YopE e da YopH
(durante infec¢@o com a amostra YopM), deve-se considerar que a YopE atue em conjunto e
de forma importante com a YopH no que diz respeito a inibicdo da resposta proliferativa dos
LT esplénicos. A possibilidade da Yersinia atuar inibindo as células apresentadoras de
antigenos e, conseqiientemente, prejudicar a ativacdo dos LT também esta sendo estudada,
principalmente porque ja se sabe que muitas outras bactérias e virus patogénicos atuam desta
forma (HORNEF et al., 2002). Kramer & Wiedig (2005) demonstraram que a interagdo da Y.
enterocolitica com células dendriticas teve um efeito negativo sobre a habilidade destas células
em estimular a proliferacio de LT, e que a YopP (que ¢ aniloga a YopJ da Y.
pseudotuberculosis) pode estar envolvida neste processo. Outros experimentos também
mostraram que a incubagdo de células dendriticas com Yersinia, viva ou morta, causa

diminui¢do da expressdo de moléculas do MHC de classe II e, portanto, reduzem a habilidade
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destas células em estimular a proliferagdo de LT-CD4 e LT-CD8 (SCHOPPET et al., 2000;
SCHOPPET & HUPPERTZ, 2001). Como este efeito pode ser causado por bactéria morta,
talvez ndo haja conex@o entre eles e os resultados descritos em nosso trabalho. Recentemente
atribuiu-se as Yops E e H importantes propriedades anti-fagociticas sobre as células
dendriticas, e isto pode, conseqiientemente, afetar a capacidade destas células de estimular os
LT (ADKINS et al., 2007). Durante infec¢do com Yersinia, uma grande variedade de respostas
mediadas por células T pode ser afetada. Um experimento in vitro revelou que mesmo quando a
propor¢do de Y. pseudotuberculosis por LT é pequena (MOI baixo) a YopH secretada ¢
suficiente para atuar sobre moléculas adaptadoras dos LT (LAT e SLP-76), as quais sd@o
fosforiladas em resposta a estimulagdo do TCR e por isso essenciais a ativagdo destas células.
Além disso, este mesmo trabalho descreveu que quando os LT estdo expostos a MOIs mais
altos, a YopH atua sobre outras proteinas como, por exemplo, Lck. Desta forma, sugeriu-se que
a especificidade da YopH ¢ influenciada por sua concentragdo (GERKE et al., 2005). Outro
experimento in vitro, porém usando YopH de Y. pestis, mostrou que esta Yop € capaz de
paralisar completamente os LT através da desfosforilagio de Lck na posicdo Tyr-394, e
portanto, é capaz de prevenir o desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa (ALONSO
et al., 2004).

Os nossos resultados referentes a imunofenotipagem das subpopulagdes de LT
revelaram um predominio de LT-CD4 sobre os LT-CD8 durante a infec¢do com todas as
amostras analisadas. Handley et al. (2004) também observaram predominio de LT-CD4 ao
imunofenotipar LT de camundongos BALB/cj, e o oposto, ou seja, predominio de LT-CD8§, em
camundongos C57BL/6j, ambos infectados com Y. enterocolitica.

Atualmente ja ¢ sabido que as Yops interferem na produgdo de citocinas pro-
inflamatorias durante a infec¢do com Yersinia. Este conceito foi ainda mais fundamentado a
partir de um trabalho de Brubaker (2003) que demonstrou que os niveis de IFN-y e TNF-a nos
orgios linfoides de camundongos infectados com uma amostra de Y. pestis portadora do
plasmideo de viruléncia eram bem menores do que os niveis apresentados pelos orgdos dos
animais infectados com a amostra curada do plasmideo. No entanto, 0 mecanismo usado pelas
Yops para interferir com a producdo das citocinas ¢ multifatorial e complexo.

A andlise da producdo das principais citocinas do perfil Thl, Th2 e TGF-f, ainda no
compartimento intracelular, pelos LT-CD4 e LT-CDS8, nos permitiu concluir que, em geral, as
Yops E, H e M de Y. pseudotuberculosis suprimem a producgdo das citocinas pelos LT-CD4 e
impedem que os LT-CD8 as produzam em quantidades elevadas. Talvez este efeito sobre os LT-

CD8 seja uma conseqiiéncia da acdo supressora das Yops sobre os LT-CD4, que, uma vez ndo
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sendo capazes de desenvolver suas habilidades eficientemente, também falhariam na ativagdo
dos LT-CDS. Agindo desta forma as Yops impedem que uma resposta imune mais eficiente seja
elaborada e, portanto, favorecem a permanéncia da bactéria no interior do hospedeiro. Wiedig et
al. (2005) sugeriram que Y. enterocolitica inibe as respostas por LT-CD4.

A supressdo na producdo de IL-2 pelos LT-CD4 se deve provavelmente a acdo das Yops,
uma vez que durante a infec¢do com a amostra YplIIl ndo se observou alteragdo na sua producio.
As Yops que devem estar envolvidas nesta acdo supressora sd3o a YopE e a YopM, pois na
auséncia delas a producdo de IL-2 foi igual a apresentada pela amostra Yplll e pelos animais
controles. No caso da produ¢do de IL-2 pelos LT-CD8, a presen¢a das Yops parece manter seus
niveis iguais aos dos animais controles e isto ficou claro ao observar que apenas durante a
infeccdo com a amostra WT, que secreta todas as Yops, ndo houve aumento na sua produgao.
Nao ¢ possivel atribuir a uma unica Yop esta acdo, ja que na auséncia de qualquer uma delas
ocorreu aumento na producdo de IL-2, porém se considerarmos que foi na auséncia da YopH e
da YopE que estes aumentos foram detectados com maior freqiiéncia e em maior intensidade,
podemos sugerir que a acdo conjunta de ambas seja relevante para impedir o aumento da
producdo de IL-2. A atividade GAP da YopE foi descrita como importante, quando em conjunto
com outras Yops, na inibi¢do da producgdo de citocinas pro-inflamatorias por células epiteliais
infectadas com Y. pseudotuberculosis (VIBOUD et al., 2003). A YopH de Y. pestis diminuiu
dramaticamente a atividade de ERK e a produgdo de IL-2 induzida pela estimulagdo do TCR
(LIANG et al., 2003).

A producdo de IL-4 pelos LT-CD4 nao sofreu alteragdes em funcdo da infec¢do com as
amostras WT, YopH', YopM™ e YplIl. Mas, curiosamente, a infec¢do com a amostra YopE
resultou em aumento na produ¢do da IL-4 por esta subpopulagdo linfocitaria, e isto nos leva a
atribuir a YopE um importante papel na regulacdo da produgao de IL-4 pelos LT-CD4. Este foi o
unico caso em que se observou aumento na produgdo de citocina pelos LT-CD4. Ja foi descrito
que LT-CD4 de camundongos BALB/c produzem quantidades maiores de IL-4 do que os LT-
CD4 de camundongos C57BL6, e que esta habilidade é genética e ndo estd sob controle dos
genes do MHC (NISHIMURA et al.,, 1997). Da mesma forma que a producdo de IL-2, a
producgdo de IL-4 pelos LT-CD8 s6 ndo aumentou durante a infeccdo com a amostra WT, ou
seja, todas as Yops devem ser responsaveis pela manutengdo dos niveis basais de IL-4. Também
neste caso merecem destaque as Yops E e H, pois foi na auséncia delas que o aumento na
producdo de IL-4 aconteceu com maior freqiiéncia (em trés dos quatro dias analisados no caso da
YopE™ e em todos os dias no caso da YopH’). A YopE tem tanto func¢des individuais como

redundantes e atua sinergicamente com outras Yops durante o complexo ciclo de infec¢do da
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Yersinia (AEPFELBACHER, 2004). Considerando que a IL-4 € responsavel pela mudanga de
classe para IgG1, a producdo aumentada que observamos durante infeccdo com a amostra YopH"
estd de acordo com os valores aumentados de células secretoras de IgGl observados
anteriormente pelo nosso grupo, apos infec¢@o intravenosa de camundongos Swiss com esta
mesma amostra (MAIA, 2004). Fatores de viruléncia ndo plasmideais também devem atuar,
impedindo a producdo aumentada de IL-2 e IL-4 pelos LT-CD8, mas de forma muito menos
relevante, ja que durante a infeccdo com a amostra Yplll sé foram observadas alteragdes
significativas na producao destas citocinas em um dos dias avaliados.

Ao quantificar a producdo de IL-10 pelos LT-CD4 pudemos constatar uma supressio
durante a infec¢do com todas as amostras estudadas e em todos os dia pi com as amostras WT,
YopM™ e YplIl. O fato da amostra curada do plasmideo também ter suprimido a produgdo de IL-
10 pelos LT-CD4 em todos os dias, torna evidente que esta supressdo ndo se deve apenas a agio
das Yops. No entanto, como durante a infeccdo com a amostra YopH™ esta supressdo so foi
observada em dois dias de experimento, pode-se dizer que, dentre as Yops estudadas, a YopH
seja a mais envolvida neste processo. Recentemente foi descrito que a YopJ contribui para inibir
a expressdo de IL-10 por macrofagos infectados com Y. pseudotuberculsosis, e que esta fungdo
deve estar relacionada com a capacidade que a YopJ tem de inibir a via das MAPKs
(AUERBUCH & ISBERG, 2007). Com respeito a producdo de IL-10 pelos LT-CDS8 ndo se
verificou alteragdes significativas durante a infec¢do com as amostras WT, YopE™ e YplIl. Na
auséncia da YopH e da YopM observou-se aumento na producdo de IL-10, o que confere a
ambas um importante papel controlador da produgdo desta citocina pelos LT-CD8. Mais uma
vez a YopH parece ser mais atuante, pois na sua auséncia houve aumento da producdo de IL-10
em todos os dias analisados. O antigeno LcrV, que, assim como as Yops, é secretado pelo
sistema de secre¢do do tipo III, pode estar envolvido neste aumento da produgdo de IL-10, pois
ja foi demonstrado que ele atua através do receptor “toll-like” 2 (TLR2), estimulando a producdo
de IL-10 pelos macrofagos (BRUBAKER, 2003). O aumento dos niveis de IL-10 pode ser
favoravel a permanéncia da bactéria no hospedeiro devido as suas propriedades
antiinflamatdrias.

Avaliando a producdo da citocina mais importante do perfil Thl, o IFN-y, pode-se dizer
que a infecgdo por Y. pseudotuberculosis a0 mesmo tempo em que suprime sua produgdo pelos
LT-CD4, nao é capaz de impedir que os LT-CD8 o produzam em quantidades aumentadas.
Tanto a agdo supressora sobre os LT-CD4 quanto a produ¢do aumentada de IFN-y pelos LT-CDS8
ndo puderam ser atribuidas a presengca ou auséncia de nenhuma Yop, uma vez que estas

alteracdes foram observadas durante a infec¢do com todas as amostras em questdo e, inclusive,
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com a amostra que ndo secreta Yops. Conhecendo a importancia do IFN-y na ativacdo das mais
diversas células do sistema imune e sabendo que camundongos BALB/c sao maus produtores do
mesmo, fica mais facil compreender que a bactéria Y. pseudotuberculosis se empenhe em
impedir que os LT-CD4 o produzam e que, talvez, as quantidades aumentadas produzidas pelos
LT-CDS8 ainda sejam pequenas e insuficientes para eliminar a infeccdo. Kerschen et al. (2004)
mostraram que a YopM de Y. pestis causa deplegdo de células NK apds infec¢do intravenosa, e
que a deplecdo destas células estava associada com a produ¢do diminuida de varias citocinas
pré-inflamatorias, inclusive IFN-y. Varia¢do na suscetibilidade de camundongos a infec¢ao por
Yersinia parece ser dependente da producdo de IFN-y (AUTENRIETH et al, 1994).
Camundongos BALB/c infectados com amostra de Y. pseudotuberculosis mutante para o gene
vopE s30 mais suscetiveis as respostas reguladas por IFN-y, isto quer dizer que a YopE protege a
Y. pseudotuberculosis das respostas mediadas por IFN-y (LOGSDON & MECSAS, 2006).

A supressdo que observamos na producdo da citocina TNF-a pelos LT-CD4
provavelmente se deve a fatores de viruléncia plasmideais (Yops), pois durante a infeccdo com a
amostra Yplll ndo se observou alteragdes significativas na produgdo desta citocina. Como na
auséncia da YopE e da YopM a supressido na producdo de TNF-a pelos LT-CD4 aconteceu em
apenas um dos dias analisados, pode-se deduzir que elas estejam envolvidas neste processo.
Outra observagdo interessante foi que a supressdo causada pelas diferentes amostras de Y.
pseudotuberculosis sobre a produgdo de TNF-a pelos LT-CD4 ocorreu principalmente entre o 5°
e 0 7° dia pi. Sabendo que o TNF-a € uma citocina que participa desde a resposta imune inata até
a adaptativa, é coerente que a Y. pseudotuberculosis atue impedindo sua producdo o quanto
antes. O fato da infeccdo com a amostra WT ndo ter alterado os niveis de produg¢do do TNF-a
pelos LT-CD8 aliado ao aumento na producdo do mesmo observado durante a infec¢do com
todas as outras amostras, inclusive com a Yplll, significa que a manutencdo dos niveis basais
desta citocina depende da a¢@o das Yops. Embora ndo seja possivel assegurar ao certo qual das
Yops ¢ responsavel por isso, ¢ claro que as Yops E ¢ H atuam em conjunto, uma vez que na
auséncia de uma delas pdde-se observar aumento na produ¢do do TNF-a em todos os dias do
experimento, € na presenca de ambas (durante infecgdo com YopM'), em apenas um. Ja se sabe a
algum tempo que a YoplJ suprime a producdo de TNF-a por macréfagos (BOLAND &
CORNELIS, 1998; PALMER et al., 1998; RUCKDESCHEL et al., 1998). O papel inibidor que a
YopP de Y. enterocolitica tem sobre o NF-kB pode contribuir para a produ¢do diminuida de
TNF-a (RUCKDESCHEL et al., 2001b; ERFURTH, et al., 2004). Sing et al. (2002) descreveram
que macrofagos de camundongos infectados com Y. enterocolitica produzem quantidades

menores de TNF-a e que isto estd correlacionado com o aumento na produgdo de IL-10 induzido
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pelo LerV. O uso de YopB recombinante inibiu significativamente a produ¢do de TNF-a por
macrofagos estimulados com LPS (SHARMA et al., 2004).

O TNF-a e o IFN-y sdo cruciais em limitar a severidade da infec¢do por Yersinia, sendo
que a inibi¢do delas aumenta a habilidade da Yersinia em se multiplicar no hospedeiro
(AUTENRIETH & HEESEMANN, 1992; NAKAJIMA & BRUBAKER, 1993). Handley et al.
(2004) confirmaram que um ambiente Thl, com altos niveis de IFN-y, predomina durante
infec¢do com Y. enterocolitica. O antigeno LcrV inibe, direta ou indiretamente, a expressao de
IFN-y e TNF-a (NAKAJIMA & BRUBAKER, 1993; NAKAJIMA et al., 1995).

O TGF-B ¢ uma citocina que estd envolvida na regulacdo da resposta inflamatéria. Ha
relatos de que a administragdo de altas concentragdes de TGF-B1 fornece protecdo limitada para
camundongos C57BL/6 infectados com Y. enterocolitica (AUTENRIETH et al., 1996). Nossos
resultados mostraram que a producdo do TGF-B pelos LT-CD4 foi alterada apenas durante a
infeccdo com a amostra WT, quando se observou supressdo na sua producdo do 7° dia pi em
diante. Embora significativas, as redu¢des nas quantidades de TGF-B produzido pelos LT-CD4
foram bastante pequenas em relacdo a producdo apresentada por estas mesmas células obtidas
dos animais ndo infectados. As Yops provavelmente atuam nesta supressio, visto que a amostra
que ndo as secreta ndo alterou a producdo de TGF-B, porém qual ou quais delas seriam mais
importantes ndo se pode deduzir, pois na auséncia de qualquer uma das trés praticamente ndo
houve alteracdo. A producdo aumentada de TGF- pelos LT-CD8 obtidos dos animais infectados
com a amostra WT, que secreta todas as Yops, ndo nos permite atribuir a estas proteinas um
papel modulador da producdo da citocina em questdo por esta subpopulagdo linfocitaria.
Comparando os resultados obtidos com os LT-CD4, os quais apresentaram, embora significativa,
uma redu¢do muito pequena na producdo do TGF-B em relacdo aos animais controles, com os
resultados obtidos com os LT-CD8, que mostraram que mesmo na presenca de todas as Yops a
producdo de TGF-B aumentou, podemos vislumbrar que esta citocina seja talvez a Unica, dentre
as analisadas, cuja producdo ndo ¢é afetada pela infecg¢do intravenosa por Y. pseudotuberculosis.
Esta hipotese esta de acordo com os resultados do Bohn et al. (1998) que constataram que a
administracdo de TGF-B ndo causou qualquer difereng¢a na infec¢do de camundongos BALB/c
com Yersinia.

O estudo da invasina de Y. enterocolitica como adjuvante na vacinagdo mostrou que esta
proteina ¢ capaz de promover a diferenciacdo dos LT-CD4 ThO em ambos os subtipos: Thl e
Th2 (BUHLER et al., 2006). Dados como este ajudam a fundamentar os resultados que
observamos com a amostra Yplll durante a dosagem das citocinas (pois mostram que outros

fatores de viruléncia, além das Yops, interferem na producdo e secrecdo das citocinas), além de
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evidenciar a ndo polarizacdo da resposta para nenhum dos perfis (Th1l ou Th2) durante infec¢ao
com Yersinia; o que nds também observamos.

A ativacdo do NF-kB em resposta a estimulos microbianos estd normalmente associada
com o inicio da resposta imune, uma vez que ele controla a sintese de citocinas, proteinas de fase
aguda e moléculas de adesio (HATADA et al., 2000). No entanto, alguns patdgenos tiram
proveito do NF-kB a fim de melhorar sua replicag@o, sobrevivéncia e disseminagdo dentro do
hospedeiro. A YopJ de Y. pseudotuberculosis inibe a ativagdo do NF-kB, prejudicando a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias como TNF-a e IL-8 (SCHESSER et al, 1998). Os nossos
resultados nos permitem afirmar que outra Yop, além da YopJ, também ¢ capaz de inibir a
ativacdo do NF-«kB. Isto ficou claro a partir dos resultados apresentados pelos animais infectados
com a amostra que ndo secreta a YopJ (YopJ). No entanto, o fato das amostras usadas neste
trabalho constituirem mutantes “single”, ou seja, mutantes incapazes de secretar apenas uma
Yop, ndo nos possibilitou eliminar a influéncia da YopJ durante a infec¢do com as amostras
YopE', YopH e YopM’; o que talvez justifique os baixos valores de ativacdo apresentados por
todas elas. Mas, se considerarmos que as menores inibi¢des foram observadas durante a infec¢ao
com a amostra YopE™ (no 7° dia pi) e com a amostra YopH™ (no 21° dia pi), podemos indicar que
a YopE, ou a YopH, ou ambas inibam o NF-kB na auséncia da YopJ ou até mesmo sinergizem
com esta, caso todas estejam presentes (como, por exemplo, durante a infeccdo com a amostra
WT). Uma publicagdo recente de Viboud et al. (2006) relata o papel da YopE na inibi¢do da
ativacdo de JNK, ERK e NF-«kB. Antes disso ja havia sido descrito o papel inibitorio da YopE
sobre a produ¢do de IL-1B por macrdfagos infectados com Y. enterocolitica (SCHOTTE et al.,
2004). Considerando que a expressdo do gene desta citocina ¢ dependente da via do NF-«kB,
pode-se considerar que estes resultados ja constituiam indicios da provavel agdo inibitéria da
YopE sobre o NF-kB. Dados também atuais indicam que a YopJ pode inibir a sinalizag¢@o pelo
NF-kB em reposta a diversos estimulos e que esta inibicdo depende de sua atividade de protease
desubiquitinizante (ZHOU et al., 2005).

A inibicdo na ativacdo do NF-kB observada durante a infec¢do com a amostra YplII
revelou que outros fatores de viruléncia, além das Yops, também sdo capazes de inibi-lo. Varias
observagdes sugerem que os fatores de Yersinia que podem induzir resposta inflamatoria
dependente da ativacdo do NF-kB sdo muito redundantes. Viboud et al. (2003) demonstraram
que a YopB de Y. pseudotuberculosis pode induzir a produgdo de IL-8 gracas a ativacdo do NF-
kB . Schmid et al. (2004) indicaram que a YadA também ¢ capaz de fazer o mesmo que a YopB.
Se levarmos em conta que para ativar o NF-kB Yersinia se vale de varios fatores de viruléncia

com fungdes redundantes, podemos imaginar que para inibi-lo ela faga o mesmo.
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A fim de confirmar o papel inibitdrio da YopE e da YopH e analisar o possivel papel da
YopM, iremos realizar este mesmo ensaio, porém utilizando extratos nucleares provenientes de
animais infectados com as amostras duplos mutantes YopEJ, YopHJ e YopM'J". Desta forma
eliminaremos a influéncia da YopJ de nossos resultados.

A eliminagdo da infec¢do por Yersinia envolve a ativacdo da resposta imune adaptativa
incluindo os linfocitos T CD4 e CD8 do perfil Th1 (AUTENRIETH et al., 1992; AUTENRIETH
et al., 1993a; BOHN & AUTENRIETH, 1996; FALGARONE et al., 1999). A liberagdo de
antigenos heterologos através do sistema de secrecao do tipo III pode induzir tanto a resposta de
linfécitos T CD4 quanto de LT-CD8 em camundongos (IGWE et al., 1999). O sistema de
secre¢do do tipo III de amostras atenuadas de Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis (criadas
através do rompimento de genes associados a viruléncia) pode ser responsavel por fazer com que
antigenos sejam apresentados pela molécula MHC de classe-1 (MHC-I) e, conseqiientemente,
induzam resposta de LT-CD8 (WIEDIG et al., 2005). Recentemente foi descrita a participagao
do proteassomo na degradacdo da YopE e na apresentagdo desta proteina pelo MHC-I; uma vez
que o proteassomo € responsavel pela geracdo de peptideos bacterianos que sdo apresentados
pelo MHC-1. A YopE degradada e apresentada pelo MHC-I seria entdo reconhecida pelos LT-
CD8 e mediaria a resposta protetora contra Yersinia desenvolvida por esta subpopulagio
linfocitaria (RUCKDESCHEL et al., 2006). Embora as Yops que tenham acesso ao citoplasma
possam ser apresentadas aos LT-CD8 pelo MHC-I (STARNBACH & BEVAN, 1994), pouco se
sabe a respeito do papel destas proteinas durante a resposta citotdéxica dos LT-CD8. Nosso
trabalho teve como um dos objetivos verificar a influéncia das Yops E, H e M de Y.
pseudotuberculosis sobre a citotoxicidade dos LT-CD8. De acordo com o modelo experimental
utilizado (LT-CD8 obtidos de camundongos BALB/c infectados pela via intravenosa e
cocultivados com macréfagos infectados in vitro, os quais serviram como células apresentadoras
de antigenos), detectou-se uma atividade citotoxica muito baixa e até mesmo nula em alguns dias
pi. No entanto, comparando os resultados obtidos no 5° dia pi, que foram os mais expressivos,
pudemos conferir as Yops func¢do inibidora da atividade citotéxica dos LT-CD8, uma vez que
durante a infec¢do com a amostra Yplll esta atividade foi alta em relagdo as observadas com as
amostras WT, YopE e YopM". Como durante a infec¢do com a amostra YopH™ observou-se
valores de citotoxicidade muito parecidos com aqueles obtidos durante infec¢do com a amostra
YplIl, pode-se pensar que a YopH seja responsavel pela inibicdo da atividade citotoxica dos LT-
CD8 de camundongos BALB/c, apds inoculagdo intravenosa de Y. pseudotuberculosis. Outros
trabalhos também relacionaram as Yops com supressdo dos LT-CDS8. Ja foi mostrado que a

YopP de Y. enterocolitica inibe o desenvolvimento de uma resposta efetiva por parte dos LT-
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CD8 em camundongos oralmente infectados, e que esta inibicdo deve estar relacionada com a
acdo da YopP sobre as células dendriticas (ERFURTH et al., 2004). Um estudo in vitro
demonstrou que a YopP inibe a apresentacdo de antigeno pelo MHC-I por induzir morte celular
programada e inibir a maturacdo de células dendriticas (TRULZSCH et al., 2005). Mais
recentemente relacionou-se esta acdo da YopP sobre os LT-CD8 com sua capacidade de induzir
morte celular semelhante a necrose em células dendriticas (GROBNER et al., 2006). Amostras
atenuadas de Y. enterocolitica, mutantes para a secrecdo das Yops H, E, M e O, ndo foram
capazes de induzir uma resposta de LT-CD8 contra o antigeno listeriolisina O, in vivo
(TRULZSCH et al., 2005). Starnbach & Bevan (1994) descreveram que células infectadas com
Yersinia apresentam um epitopo da YopH aos LT-CD8 de maneira restrita ao MHC de classe I, e
que o fazem independentemente do fato de que estes microrganismos sejam, na maioria das
vezes, encontrados extracelularmente e quando no compartimento intracelular, permanecam
totalmente dentro de vacuolos. Algum tempo depois, Falgarone et al. (1999), ao estudarem ratos
infectados com Y. pseudotuberculosis, mostraram que nem a YopH, nem a YpkA ou a Yopl
estdo implicadas nesta apresentagdo, e que os antigenos apresentados aos LT-CD8 no contexto
da classe I sdo desconhecidos. Células T CD8 citotoxicas que reconhecem antigenos derivados
de Yersinia apresentados de forma restrita ao MHC-I foram obtidas a partir das articulagdes de
pacientes com artrite reativa. No entanto, ndo ha evidéncias diretas de que estas células T tenham
sido exatamente geradas em resposta a infec¢do por Yersinia (HERMANN et al., 1993;
UGRINOVIC et al., 1997). Talvez o papel supressivo da YopH sugerido em nosso trabalho
possa também ser atribuido a ja conhecida func¢do inibidora da YopH sobre a ativagdo dos LT e
LB (YAO et al., 1999).

Muitas questdes permanecem sobre a razdo pela qual Yersinia, que € um patégeno
predominantemente extracelular, inibiria o desenvolvimento dos LT-CD8 do hospedeiro.
Considerando que os LT-CD8 produzem IFN-y, e que esta citocina aumenta a capacidade
bactericida dos macrofagos, que sdo células importantes no combate as infec¢des por Yersinia,
os LT-CDS teriam atividade bactericida indireta contra Yersinia (TRULZSCH et al., 2005), e por
1sso também seriam alvos de seus fatores de viruléncia. Porém, sabe-se que alguns sorotipos de
Y. pseudotuberculosis sdo capazes de se replicar no interior dos macréfagos nos estagios iniciais
da infec¢@o (PUJOL & BLISKA, 2003).

Os mecanismos de viruléncia da Yersinia, a forma como eles atuam e interferem com os
mecanismos de defesa do hospedeiro e também como o hospedeiro responde no sentido de
eliminar a infec¢do constituem alvos de muitos estudos. As ferramentas que Yersinia dispde e

que permitem que ela module desde a resposta imune inata até a resposta imune adaptativa,



95

incluindo até mesmo a expressdo de genes, a tornam um excelente modelo de estudo.
Considerando que bactérias enteropatogénicas compartilham muitas propriedades, inclusive no
que diz respeito a mecanismos de evasdo da resposta imune do hospedeiro, descobertas feitas
com as espécies enteropatogénicas de Yersinia podem, muitas vezes, contribuir para o estudo das
outras enterobactérias. O uso de amostras atenuadas de Yersinia como vacinas vivas tem sido
muito estudado gragas a capacidade que elas tém, através da secre¢do de antigenos heterdlogos
pelo sistema de secre¢do do tipo III, de induzir resposta tanto de LT quanto de LB em
camundongos. Aplicagdes como estas revelam a importancia do estudo com Yersinia, e do
modelo que ela representa, também com enfoque terapéutico.

Fazendo uma andlise geral de todos os resultados do nosso trabalho, podemos dizer que
as amostras de Y. pseudotuberculosis estudadas suprimem a resposta imune celular de
camundongos BALB/c, infectados pela via intravenosa. E importante sempre ressaltar a
linhagem de camundongos utilizada e a via de inoculac¢do do antigeno, pois ha muitas evidéncias
de que as respostas imunes se alteram em funcdo destes fatores. Dentre as Yops estudadas, a
YopH, muitas vezes atuando s6 e em outras em conjunto com a YopE, foi a que esteve mais
diretamente envolvida nas altera¢des observadas. A relevancia da YopH para a viruléncia da
bactéria ficou bem evidente logo no primeiro experimento realizado para determinar a dose
infectante, quando percebeu-se que na auséncia da YopH, a bactéria devia ser inoculada em
concentracdes muito mais altas para promover infec¢cdo. No experimento da cinética de infecg¢do
e pesagem dos 6rgios foi possivel perceber que na auséncia da YopH a bactéria demorou mais
para colonizar o figado e o bago, foi mais rapidamente eliminada de ambos, ndo provocou
alteragdes patoldgicas macroscopicas nos o6rgaos nem sintomas fisicos de doencga e tampouco
promoveu redugdo significativa no peso dos drgdos. O experimento feito para quantificar as
subpopulagdes de LT esplénicos mostrou que a Unica infec¢do que ndo resultou em supressdo da
producdo dos LT CD4 e CD8 foi a provocada pela amostra YopH', e que as maiores redugdes
nos numeros destas células se deu quando YopH e YopE estavam presentes. J4 a quantificagdo
das citocinas ndo nos possibilitou diferenciar qual dos padrdes, Th1l ou Th2, seria predominante
durante a infeccdo intravenosa de camundongos BALB/c com as respectivas amostras de Y.
pseudotuberculosis, nem atribuir a exatamente uma Yop, mas sim a a¢do conjunta das trés, o
papel supressor ou controlador da producdo das citocinas. No entanto, pudemos notar que as
maiores quantidades de citocinas produzidas por LT-CDS8 ocorreram sempre durante a infec¢ao
com amostra YopH'. A avaliacdo da ativacdo do NF-kB, embora suscitando duvidas devido a
utilizagdo de amostras mutantes que sempre secretavam YopJ, também nos permitiu sugerir as

Yops E e H como potenciais inibidoras do mesmo. Ao avaliar a atividade citotdxica dos LT-CD8
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pudemos, mais uma vez, verificar que foi durante a infeccdo com a amostra YopH™ que se
observou a maior atividade citotdxica.

Certamente as outras Yops ndo estudadas neste trabalho e os fatores de viruléncia nao
plasmideais, ambos presentes nas amostras avaliadas, também influenciam em todos os
resultados acima discutidos e a atuagcdo concomitante de todas elas, como acontece na infec¢ao
com a amostra selvagem, constitui a forma mais eficiente de evasdo da bactéria da resposta
imune do hospedeiro.

Mais experimentos in vivo focados em decifrar o papel das Yops e as a¢des redundantes
entre elas irdo ajudar a responder muitas questdes sobre a viruléncia da Yersinia e permitir o

promissor uso terapéutico destas proteinas.
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BALB/c com Y. pseudotuberculosis.
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VI - CONCLUSOES:

e A YopH ¢ o fator de viruléncia mais importante entre as proteinas efetoras analisadas.

e A presenga da YopH contribui para a colonizacdo e persisténcia da bactéria no bago e

figado dos animais, quando infectados pela via intravenosa.

e A YopE e a YopH sdo as principais responsaveis pela diminuicdo na quantidade de

linfécitos T no decorrer da infecgao.

e As Yops E, H e M sdo responsaveis pela supressdo da producdo de citocinas pelos LT-

CD4.

e A YopH ¢ importante na modulagio da producdo de citocinas pelos LT-CDS.

e Nao ocorre uma polarizagdo para o perfil Thl nem Th2 durante infec¢do intravenosa de

camundongos BALB/c com as amostras de Y. pseudotuberculosis estudadas.

e As Yops E e H parecem estar envolvidas na inibi¢ao do fator nuclear NF-«B.

e A YopH suprime a atividade citotéxica dos LT-CDS.
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