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RESUMO

Yersinia enterocolitica é um enteropatdgeno que pode levar ao
desenvolvimento de artrite reativa. Um dos mecanismos imunomoduladores usados
pelos patégenos artritogénicos € a ativacdo policlonal de linfécitos. O objetivo deste
estudo foi verificar se ocorre ativacéo policlonal de linfécitos B e comparar o padrao
isotipico de imunoglobulinas produzidas durante a infecgdo com Y. enterocolitica O:8
em linhagens de camundongos suscetiveis (BALB/c) e resistentes (C57BL/6), bem
como analisar o padréo de secrecdo de citocinas pro-inflamatorias e regulatérias
pelas populacdes de células T CD4+ e CD8+. Camundongos BALB/c e C57BL/6
foram infectados por via intravenosa com Y. enterocolitica O:8. Células esplénicas
foram obtidas no 3°, 7°, 14°, 21° e 28° dias poés-infeccdo e o numero de células
secretoras de imunoglobulinas totais e especificas dos isotipos 1gG1, 19G2a, 1gG2b,
IgG3, IgM e IgA foram determinados pela técnica de ELISPOT. A presenca de
anticorpos especificos nos soros dos camundongos foi investigada por ELISA. A
imunofenotipagem dos linfocitos T, presentes no ba¢co dos camundongos BALB/c e
C57BL/6 infectados e controles, bem como o padrdo de citocinas intracelulares pro-
inflamatorias e regulatorias produzidas pelos linfocitos T foram determinados por
CITOMETRIA DE FLUXO. O numero de células secretoras de imunoglobulinas
especificas presentes no baco dos animais infectados de ambas as linhagens foi
relativamente baixo. Foi observada ativacao policlonal em ambas as linhagens, e a
maior ativacdo observada foi nos camundongos BALB/c (aumento de 27,2 vezes
para IgG1 e aumento de 13,3 vezes para IgG3 no 28° dia pos-infeccao e 12,2 vezes
para 1gG2a no 14° dia). Os camundongos C57BL/6 apresentaram uma
predominancia de células secretoras de IgG2a (aumento de 7,8 vezes no 21° dia). O

pico de producdo de anticorpos especificos anti-Yersinia do isotipo IgG no soro dos



camundongos BALB/c foi observado no 28° dia pés-infeccéo (p.i.). O maior aumento
de IgM ocorreu no 14° dia. Foi observado um aumento progressivo dos anticorpos
IgG especificos nos camundongos C57BL/6 até o 28° dia p.i.; IgM esteve aumentado
no 21° dia p.i. Nao foi observada producéo de anticorpos especificos do isotipo IgA,
tanto nos camundongos BALB/c quanto nos C57BL/6. De um modo geral, as duas
linhagens de camundongos, BALB/c e C57BL/6, apresentaram um maior percentual
de linfécitos esplénicos T CD4+, sendo que 0 maior aumento ocorreu no 14° dia p.i..
A populacdo T CD8+ esteve mais elevada nos BALB/c no 14° dia p.i. e nos C57BL/6
no 21° dia p.i. Para IL-4, nos camundongos BALB/c, observou-se um aumento em
relacdo aos animais controles ja a partir do 7° dia p.i., permanecendo elevada nos
dias subsequentes. Observou-se um pico de producéo no 14° dia p.i. na populacéo T
CD4+, sendo o0 aumento em relagcdo aos controles de 6,7 vezes, com percentual de
12,44%. O pico de producédo de IL-4 para linfocitos T CD8+ também foi no 14° dia,
com elevacéao de 2,3 vezes em relacdo aos controles e percentual de 13,21%. IL-10
apresentou-se aumentada no 14 ° dia p.i. em ambas as popula¢gdes, com aumentos
de 4,6 vezes em relagdo aos controles na populacdo T CD4+ e 1,8 vezes na
populacdo T CD8+. TGF-B foi produzida apenas nos animais BALB/c, no 7°, 14° e
28° dia p.i., sendo o pico de secrecédo no 28° dia p.i., em ambas as populacdes de
linfocitos T. Nos animais C57BL/6 foi observado um aumento da citocina TNF-a nos
animais infectados, nas populacdes T CD4+ e T CD8+, no 21° e 7° dia p.i. (127
vezes e 2,6 vezes). IFN-y apresentou-se elevado no 14° dia p.i. (2 vezes e 1,7
vezes'em relacdo aos controles) em ambas as populacées de linfécitos T. Foi
possivel concluir que ocorreu ativagdo policlonal de linfoécitos B em ambas as
linhagens de camundongos, com predominancia de células secretoras de
imunoglobulinas IgG1 e IgG2a para os animais BALB/c e IgG2a para os animais

C57BL/6. Nos camundongos C57BL/6 infectados, a resposta de citocinas Thl



predominou, e pode ser melhor observada a partir do 7° dia p.i. Nos camundongos
BALB/c infectados, nds também observamos a participacdo das citocinas Thl no
inicio da infeccdo, mas parece ocorrer uma mudanca para resposta Th2
posteriormente.

Palavras Chaves: ativacdo policlonal, Yersinia enterocolitica O:8, anticorpos

especificos, citocinas regulatérias e pro-inflamatorias.



ABSTRACT

Yersinia enterocolitica is an enteropathogen that can lead to the development of
reactive arthritis. One of the immunomodulating mechanisms used by arthritogenic
pathogens is the polyclonal activation of lymphocytes. The objective of this study was
to verify if the polyclonal activation of B-lymphocytes occur and to compare the
different immunoglobulin (Ig) isotypes produced during the infection with Y.
enterocolitica O:8 in susceptible (BALB/c) and resistant (C57BL/6) mice strains. We
also analyzed the production of pro-inflammatory and regulatory cytokines in T CD4+
and T CD8+ lymphocytes populations. BALB/c and C57BL/6 mice were infected
intravenously with Y. enterocolitica O:8. Spleen cells were taken on days 3, 7, 14, 21,
and 28 after infection and the number of cells secreting total and specific antibodies
of IgG1, 1gG2a, IgG2b, IgG3, IgM, and IgA isotypes was determined by the ELISPOT
assay. The presence of specific antibodies in mouse serum was investigated by
ELISA. The immunophenotyping of splenic T lymphocytes of BALB/c and C57BL/6
infected and controls, and the profile of intracellular pro-inflammatory and regulatory
cytokines produced by these cells was determined by FLOW CYTOMETRY. In both
strains, the number of specific Ig-secreting cells was relatively low. It was observed
polyclonal activation in both strains, and the greatest activation was observed in the
BALB/c mice (27,2-fold and 13,3-fold increase for IgG1 and IgG3 on the 28" day
after infection and 12,2-fold for IgG2a on 14" day). The C57BL/6 mice showed a
predominance of IgG2a-secreting cells (7,8-fold increase on the 21™ day). The peak
production of specific anti-Yersinia 1gG antibodies in the sera of BALB/c mice was
observed on the 28" day after infection. The greatest increase in IgM occurred on the
14" day. It was observed a progressive increase of specific 1gG antibodies in
C57BL/6 mice up to the 28™ day after infection while IgM was increased on the 21

day after infection. It wasn’t observed production of specific IgA antibodies in both



BALB/c and C57BL/6 mice. In general, both strains of mice had a predominance of
CD4+ T splenic lymphocytes, and the biggest increase occurred on the 14" day after
infection. The CD8+ T cell population was more elevated in BALB/c mice on the 14™
day and in C57BL/6 on the 21 day after infection. In the BALB/c it was observed an
increase in the production of IL-4 as early as the 7" day after infection, and it
remained elevated on the next days. The IL-4 peak production was observed on the
14" day in the CD4+ population, which increased 6.7-fold in the infected animals
when related to the controls (12,44%). In the CD8+ T cell population the IL-4 peak
production occurred on the 14" day after infection, which increased 2.3-fold
compared with the controls (13,21%). The IL-10 increased 4.6-fold on the 14™ day
after infection, in the CD4+ T population and 1.8-fold in the CD8+ T population,
related with the controls. The TGF-f3 cytokine was produced only in the BALB/c mice,
on the 7, 14™ and 28" days after infection, with peaked on the 28" day after-
infection, in both T cell populations. In the C57BL/6 mice it was observed, on the 21™
day after infection, an increase of TNF-a (127-fold) in infected animals, and it could
be verified in the CD4+ T lymphocytes and on the 7™ day after infection in the CD8+
T lymphocytes (2.6-fold). The production of IFN-y presented an increase in the 14"
day after infection (2-fold and 1.7-fold in relation to the controls) also for both T
lymphocytes populations. It was concluded that occurred polyclonal B-lymphocyte
activation in both strains of mice, with a predominance of IgG1- and IgG2a-secreting
cells for BALB/c mice and 1gG2a for C57BL/6 mice. In infected C57BL/6 mice the
Thl cytokine response predominates, and it could be better observed from the 7%
day after infection. In infected BALB/c mice, though we also observed the
participation of Thl cytokines in the beginning of the infection, it seems to occur a

switch to the Th2 response lately.
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I- Introducéo

Yersinia enterocolitica € um patdogeno Gram-negativo que causa gastrenterite
em humanos e roedores (COVER & ABE, 1989). A via usual de contaminacao &
através da ingestdo de alimento ou agua contaminada com a bactéria (BOTTONE,
1999). Apls a ingestdo, a bactéria atravessa a barreira do epitélio intestinal pela
passagem através das células M, distribuindo-se na lamina prépria e colonizando
preferencialmente as placas de Peyer. Cepas portadoras de plasmideo de viruléncia
(pYV) séo capazes de migrar das placas de Peyer para os linfonodos mesentéricos
atingindo o6rgdos como baco, figado e pulmdes, nos quais se multiplicam
extracelularmente levando a formacdo de abcessos e lesBes granulomatosas
(AUTENRIETH & FIRSCHING, 1996). De uma a trés semanas apos a infeccdo, os
pacientes podem desenvolver artrite reativa que varia de uma artralgia leve a
poliartrite severa e geralmente regride dentro de poucas semanas ou meses. Um
subgrupo destes pacientes (10%) desenvolve uma artrite inflamatdria crénica
(LEIRISALO-REPO & SUORANTA, 1988).

O modelo da yersiniose em camundongos, estabelecido por Carter (CARTER
& COLLINS, 1974), é ainda o mais conveniente e mais usado na investigacdo da
interacdo da Yersinia com o hospedeiro, sob condicbes proximas aquelas em
humanos.

Y. enterocolitica O:8 € letal para o camundongo e artritogénica para ratos
Lewis e SHR. A letalidade para camundongos esta intimamente associada com a
expressao de um sistema de transporte de ferro de alta afinidade, codificado por
cromossomo, que permite que o patégeno obtenha ferro para o seu crescimento em

meios deficientes de ferro (HEESEMANN & GAEDE, 1989).



A semelhanca de outros patdgenos intestinais, a persisténcia da Yersinia nos
tecidos das mucosas € considerada um importante fator para o desenvolvimento de
artrite poliarticular, ndo-supurativa (GRANFORS et al., 1989).

Entre as bactérias que causam artrite reativa, como a Salmonella, Shigella,
Campylobacter e Chlamydia, Yersinia € um dos agentes etiolégicos mais comuns
(VALTONEN et al., 1985). Esses microrganismos diferem em muitos aspectos, mas
existem caracteristicas comuns. Essas incluem a capacidade de causar infeccao
primaria no tecido mucoso, lipopolissacarideo como parte integrante da membrana
externa, artrite pos-infecciosa em associacdo com HLA-B27 e o tipo de envolvimento
articular (WUORELA & GRANFORS, 1998). Apesar das semelhancas na estrutura
destas bactérias, em especial no lipopolissacarideo de parede (NURMINEN et al.,
1983), a capacidade de causar esta sequela varia bastante (GRANFORS et al.,
1988). Infeccbes causadas pelos sorotipos O:3 e 0:9 de Y. enterocolitica séo
frequentemente complicadas com o desenvolvimento de artrite reativa, enquanto
infeccbes causadas pelo sorotipo O:8 raramente apresentam esta complicagao,
embora este sorotipo seja altamente virulento para humanos e animais.

O mecanismo pelo qual patégenos artritogénicos interagem com o sistema
imune humano para produzir sinovite inflamatéria ndo estd completamente
esclarecido. Entretanto, estudos indicam que a sinovite caracteristica dessas
doencas resulta, pelo menos em parte, da capacidade do patdégeno artritogénico
modular seletivamente a resposta imune do hospedeiro infectado (LAHESMAA et al.,
1994).

Um dos mecanismos imunomoduladores usados pelos patégenos
artritogénicos é a ativacao policlonal de linfocitos (LAHESMAA et al., 1994). LPS
bacteriano € encontrado no fluido sinovial e na membrana sinovial de pacientes com

artrite reativa induzida por Yersinia (GRANFORS et al., 1989), e estes pacientes



apresentam uma resposta forte e persistente de anticorpos para LPS. Este fato
potencialmente proporcionaria um estimulo mitogénico localizado para linfécitos B
nas articulacoes.

Anteriormente (MEDEIROS et al.,, 1995), nosso grupo demonstrou pela
primeira vez a ativacdo policlonal do repertorio de linfécitos B, provocada por uma
amostra de Y. enterocolitica 0O:3 inoculada por via intravenosa (i.v.) em
camundongos Swiss. Esta amostra de Y. enterocolitica O:3, foi isolada de fezes
diarréica humana e era portadora do plasmideo de viruléncia. Nao se observou a
ocorréncia de artrite nos animais estudados.

InfecgBes clinicas por Y. enterocolitica sdo seguidas pelo desenvolvimento de
auto-anticorpos, incluindo anticorpos dirigidos contra musculo liso, tecido conjuntivo,
epitélio tubular renal e a membrana basal das células epiteliais da tiredide
(GRIPENBERG et al., 1978; MONTPLAISIR et al., 1979; SHENKMAN & BOTTONE,
1981). A producdo destes auto-anticorpos pode resultar da ativacao policlonal de
linfécitos B; células B em repouso com receptores dirigidos contra estruturas
autologas seriam estimuladas como resultado da relacdo microrganismo-hospedeiro.

Nosso grupo verificou que existe uma associacao entre ativacao policlonal de
células B e a presenca de auto-anticorpos em camundongos infectados com Y.
enterocolitica O:3 (MEDEIROS et al., 1997). Assim o desenvolvimento de doengas
auto-imunes em pacientes infectados com Y. enterocolitica provavelmente pode ser
o resultado da ativacao policlonal de linfécitos B.

Em trabalho posterior realizado em nosso laboratério (SILVA et al., 2003) foi
estudada a capacidade ativadora policlonal de trés amostras de Y. enterocolitica
0:3, uma delas isolada de um paciente com artrite, outra isolada de um paciente
sem artrite e o0 par isogénico desta amostra, desprovido do plasmideo de viruléncia.

Os resultados obtidos ndo nos permitiram determinar se existe uma associacao



entre a capacidade artritogénica de Y. enterocolitica e ativagdo policlonal de
linfécitos B, uma vez que a amostra isolada do paciente sem artrite também induziu
esta ativacdo. Além disso, todas as amostras estudadas induziram a producéo de
auto-anticorpos. Ndo se pode esquecer que 0 risco destas complicacbes é
determinado em grande parte por fatores ligados ao hospedeiro, em particular pela
carga genética do paciente, idade e estado imunitario do mesmo.

As amostras de Y. enterocolitica que costumam causar artrite em humanos
com maior frequéncia sado aquelas do sorotipo O:3, as quais apresentam baixa
viruléncia para camundongos BALB/c (LDs;>10° CFU) e ndo s&o artritogénicas para
ratos, enquanto as amostras do sorotipo O:8, virulentas para camundongos
(LDsp<10® CFU), raramente descritas como sendo artritogénicas para humanos,
podem causar artrite em ratos Lewis (CARTER & COLLINS, 1974; MARTINEZ,
1983).

Os trabalhos realizados por Ramos e colaboradores (2001) e Medeiros e
colaboradores (2003) demonstraram que tanto camundongos infectados com a
amostra de Y. enterocolitica sorotipo O:8, virulenta para camundongos, quanto
agueles infectados com a amostra avirulenta, desprovida do plasmideo de viruléncia,
desenvolviam ativacdo policlonal de linfécitos B e produziam auto-anticorpos. O
modelo animal utilizado foi camundongo Swiss, de origem SPF, que é suscetivel a
infeccéo, infectado por via oral.

Até o momento, os trabalhos realizados por nosso grupo a respeito da
ativacdo policlonal provocada por Yersinia tém utilizado como modelo linhagens
suscetiveis de camundongos (Swiss e BALB/c) (MEDEIROS et al., 1995;
MEDEIROS et al., 1997; MEDEIROS et al., 2000; RAMOS et al., 2001; CRESPO et

al., 2002; MEDEIROS et al., 2003; SILVA et al., 2003). Ndo sabemos se linhagens



resistentes de camundongos, como a C57BL/6, também desenvolvem ativacédo
policlonal.

Células B responsivas sdo controladas por moléculas acessorias que ligam
receptores de antigeno as vias sinalizadoras inibitérias ou estimulatérias,
dependendo da natureza do antigeno e das circunstancias em que esse antigeno é
encontrado (CAZAC AND ROES, 2000; FEARON AND CARROL, 2000). Além
disso, a interacdo com células T auxiliares (Th) antigeno-especificas é importante
para a mobilizacdo de uma resposta eficiente de anticorpos, dirigida contra
antigenos protéicos, e o estabelecimento de células B de meméria (CAZAC AND
ROES, 2000).

Moléculas sinalizadoras secretadas estimulam ou inibem func@es efetoras de
populacdes distintas de leucdcitos e podem desempenhar uma fungdo central no
direcionamento e funcdo da resposta imune (SHER et al., 1992).

Embora as células T desempenhem uma funcéo importante na patogénese
da artrite reativa, 0 mecanismo exato pelo qual a resposta imune € iniciada ainda é
pouco esclarecido.

Os subgrupos 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 (secretoras de interleucina-4
[IL-4] e IL-5) s&o responsaveis pela inducéo da resposta humoral. Deste modo, as
respostas Thl sdo essenciais para a eliminacdo da bactéria, enquanto as Th2
estdo associadas com a suscetibilidade e disseminacéo da infeccéo (YIN et al.,
1997; HERMANN-MARHER & HOKLER, 1998).

Estes subgrupos também diferem significativamente em sua capacidade de

auxiliar a producédo de anticorpos por linfécitos B (MOSSMAN & COFFMAN, 1989).



Células Thl auxiliam os linfocitos B na producdo de anticorpos, favorecendo a
producdo do iso6tipo 1IgG2a. Pelo contrario, células Th2 proporcionam auxilio a
célula B para producado de anticorpos de varios isétipos, com um amplo espectro de
fungbes efetoras Fc-dependentes (LAHESMAA et al., 1994). Os resultados obtidos
no trabalho de Silva et al. (2003) mostraram que, com as trés amostras de Y.
enterocolitica testadas, embora tenha sido observado um aumento na producéo de
células secretoras de IgG2a, também foi observada a ativacdo de clones
secretores de outros isétipos de imunoglobulinas. O direcionamento para a
producdo destes isOtipos de imunoglobulina pode sugerir um padrdo Th2 de
resposta imune.

A resposta imune é mantida sob controle por um processo homeostético.
Dentre as células que podem ser responsaveis por essa regulacdo muita atengéo
tem-se voltado para as células T. O conceito de células T supressoras emergiu
quando foi demonstrado que a estimulacdo do sistema imune por antigenos T-
dependentes poderia dar origem a producdo de células T supressoras que
regulavam negativamente a diferenciacdo das células T auxiliares ou células
efetoras antigeno-especificas (CRISPIN et al., 2004).

E amplamente aceito que o desenvolvimento de doencas auto-imunes
envolve a quebra de mecanismos que controlam a tolerdncia das células T a
antigenos proprios (DELVES & ROITT, 2000). Células T auto-reativas sao
primariamente eliminadas no timo por selecdo negativa. Entretanto, algumas
células T auto-reativas podem escapar da selecdo timica e serem liberadas na
periferia. Durante 30 anos, estudos conduzidos em diferentes modelos
experimentais demonstraram a existéncia de um mecanismo de imunossupressao
no qual um subgrupo particular de células previne a ativacdo de células auto-

reativas (SHEVACH, 2000).



Uma resposta imune celular eficiente, necessaria para superar a infeccao por
Yersinia, € controlada por diferentes tipos celulares e suas respectivas citocinas
(AUTENRIETH et al., 1992; AUTENRIETH et al., 1994; BOHN et al., 1994; BOHN &
AUTENRIETH, 1996; BOHN et al., 1998; ZHAO et al., 2000). Foi demonstrado que
nos primeiros trés dias apoés infec¢ao por Y. enterocolitica, a resposta imune inata do
hospedeiro, particularmente envolvendo fagocitos Mac-1" e células NK, desempenha
uma funcdo importante, controlando o crescimento deste patégeno nos tecidos do
hospedeiro. Depois disso, uma resposta de célula T especifica € montada, com as
células Thl CD4" desempenhando uma funcéo protetora importante. Um balanco
entre as citocinas Thl e Th2 pode influenciar o curso da infeccdo por Yersinia,
principalmente na fase inicial da resposta imune do hospedeiro (ZHAO et al., 2000).

A resposta protetora do hospedeiro a yersiniose € mediada por varias
citocinas proé-inflamatérias. Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-12
(IL-12) e interferon-gama (IFN-y) sdo essenciais na resisténcia contra este
patdégeno, sugerindo que células T ativadas por macréfagos séo células efetoras
importantes na resposta protetora do hospedeiro a Yersinia (AUTENRIETH et al.,
1992, AUTENRIETH & HEESEMANN, 1992, BOHN & AUTENRIETH, 1996, BOHN
et al., 1998).

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

O préprio papel das células T CD4+ na eliminacdo da infeccdo por Yersinia,
embora crucial, parece ser ambiguo. Assim, células T CD4+ promovem eliminacao
de Y. enterocolitica em camundongos C57BL/6 (BOHN & AUTENRIETH, 1996),
mas promovem exacerbacéo da infeccdo em camundongos BALB/c. Deplecéo de
células NK ou células T CD8+ néao tiveram impacto na eliminacédo da infeccao por

Yersinia em camundongos BALB/c. Entretanto, tanto células T CD8+ quanto



células NK séo cruciais na eliminagdo de infec¢do por Yersinia em camundongos
BALB/c depletados de células T CD4+, sugerindo que células T CD4+ podem inibir
tanto células T CD8+ quanto células NK no que se refere a sua potencial
capacidade de eliminar Yersinia (BOHN et al., 1998).

Um outro mecanismo de controle da resposta autoimune é mediado por
células T regulatérias, as quais expandem a sua diversidade de acdo devido a
expressdo de varios marcadores fenotipicos ou pela producdo de citocinas. A
participacdo das citocinas tem sido demonstrada em muitos modelos “in vivo” de
autoimunidade, onde as células regulatérias participam, fornecendo evidéncias a
favor de uma funcdo para as citocinas na regulacdo imune. Diferentes citocinas
podem regular negativamente tanto a resposta imune normal quanto as respostas
autoimunes. TGF-$, IL-10 e IL-4 s&o consideradas moléculas inibitérias. TGF-f e IL-
10 inibem tanto respostas mediadas por células Thl quanto por Th2 “in vivo”. IL-4
parece regular negativamente varias doencas autoimunes mediadas por células Thi,
enquanto, IFN-y, parece inibir as respostas mediadas por células Th2 (MALOY et al,
2003).

Entretanto, o papel imunorregulatério de TGF-f3 ainda néo esté claro. Dados
contraditérios sobre as respostas Thl mediadas por TGF-f foram relatados,
indicando que esta citocina estimula (SWAIN et al., 1991; FARGEAS et al., 1992,
NAGELKERKEN et al., 1993) ou regula negativamente o desenvolvimento de
células Thl (WU et al., 1994; HOHEN et al., 1995).

Os dados a respeito do papel de TGF-B nas infeccbes também séo
contraditorios. TGF-B promove infeccdo em Leishmania braziliensis (BARRAL et
al., 1993) e Toxoplama gondii (HUNTER et al., 1995) em correlagdo com a
regulacdo negativa de IL-4 e IL-10 (BARRAL et al., 1993). Além disso, na infec¢éo

pelo T. gondii, TGF- B inibe os efeitos protetores da IL-12 em camundongos com



desordem de imunodeficiéncia combinada (HUNTER et al., 1995). 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
producéo de IL-4 e IL-10 (SPACCAPELO et al., 1995), regulando negativamente
IFN-y e TNF-a, e induzindo a producao de IL-6 (NAKANE et al., 1996).

Desta maneira, parece importante entender-se o balanco critico entre

citocinas pro-inflamatorias e regulatorias nas infec¢des por Yersinia.

Em nosso estudo realizamos a infeccdo experimental de camundongos
suscetiveis (BALB/c) e resistentes (C57BL/6), com uma amostra virulenta de Y.
enterocolitica O:8, portadora do plasmideo de viruléncia pYV (Y. enterocolitica WA-
2707), a fim de verificarmos o papel da ativacao policlonal nestas duas linhagens de
camundongos. Além disso, realizamos uma andlise comparativa do balanco entre
citocinas pro-inflamatorias e regulatérias produzidas in vivo por estes animais
durante a infecgcdo por Yersinia, com énfase no estudo do papel das citocinas

supressoras como IL-4, IL-10 e TGF-.
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[I- Objetivos

1. Verificar se ocorre ativacdo policlonal de linfocitos B em camundongos
resistentes (C57BL/6) e suscetiveis (BALB/c) a infeccéo por Y. enterocolitica O:8.
Caracterizar o padréao isotipico das imunoglobulinas.

2. Determinar o padrao de citocinas pro-inflamatérias e regulatérias (IFN-y, TNF-q,
IL-4, 1L-10, e TGF-B) e as subpopulacdes de linfocitos T envolvidas nesta
producdo, em camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados por Yersinia
enterocolitica O:8.

3. Verificar a presenca de anticorpos especificos anti-Yersinia no soro dos animais

infectados e controles.
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[ll- Material e Métodos
1- Animais de experimento:

Camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6, fémeas, “SPF”, com cerca
de 6 semanas de idade, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP —
CEMIB e Biotério de Camundongos Isogénicos ICB/USP-SP -. Os animais foram
mantidos em gaiolas, em um biotério controlado, sob pressdo positiva, com livre

acesso a agua e comida estéreis.

2- Amostra bacteriana:

Yersinia enterocolitica WA-2707, portadora de plasmideo de viruléncia, biotipo
2, sorotipo O:8, lisotipo X,

A amostra foi gentilmente fornecida pelo Laboratério de Referéncia em
Yersinia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP - Campus de
Araraquara — SP.

Antes da utilizacdo da amostra bacteriana para a infeccdo experimental dos
animais, a presenca do plasmideo de viruléncia foi confirmada através da técnica de

Birboim modificada por Lee Ryley (BIRBOIM & DOLY, 1979)

3- Infeccao experimental dos animais com a amostra bacteriana (MEDEIROS et
al., 1995).
3.1- Reativacdo da amostra de Yersinia e padronizacéo do inéculo:
Antes de ser utilizada, a bactéria foi reativada através de passagem em
camundongos. Para tal, dois camundongos foram inoculados por via intravenosa
com 0,2 mL de uma suspensao do microrganismo, contendo um valor estimado de

107 células/mL. Apds 24 horas, esses animais foram sacrificados. O bago foi retirado
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e entdo triturado com 1 mL de solucédo salina 0,85% estéril e o produto foi semeado
em meio de agar base sangue (BAB) e incubado a 25° C por 48 horas.

A partir deste crescimento preparou-se o indculo. O crescimento da placa de
agar base sangue (BAB), da amostra de Yersinia, foi ressuspenso em solu¢éo salina
estéril e padronizado em espectrofotdmetro de maneira a obter uma suspensao com
cerca de 4 a 6 x 10° CFU/mL (AUTENRIETH et al., 1994). Um volume de 0,1 mL da
diluicdo 10° da referida suspensdo foi plaqueado em BAB, sendo as placas
incubadas a 25°C por 48 horas. Apos esse periodo o numero de colbnias foi

contado, obtendo-se um valor médio de colbénias/placa.

3.2- Esquema de inoculagéo:

Grupos de animais suscetiveis (BALB/c) e resistentes (C57BL/6) foram
inoculados, por via intravenosa, com 0,2 mL da suspensédo bacteriana da amostra
contendo cerca de 1x10° e 1x10* células/mL, respectivamente. O mesmo nimero
de animais, nao inoculados, foi mantido como controle (AUTENRIETH et al., 1994).

Trés animais de cada grupo, BALB/c e C57BL/6, foram sacrificados,
submetidos a puncéo cardiaca e a remocao do baco no 3°, 7°, 14°, 21°e 28° dias

apos a infeccao.

4- Determinagcdo do numero de células esplénicas secretoras de
imunoglobulinas (inespecificas e especificas), através da técnica de

ELISPOT (CZERKINSKY et al, 1983).

4.1- Preparo do extrato bruto da amostra de Yersinia:
Os extratos brutos foram preparados através da desintegracdo de células

viaveis de Yersinia enterocolitica O:8 por sonicagdo (Sonicator ® - Ultrasonic



13

processor XL) ,10 picos de 1 minuto, 15 setting e centrifugacdo a 7.000 g, 4°C, por
10 minutos. O sobrenadante obtido teve a sua concentracdo protéica avaliada

atraves da dosagem pelo método de Lowry et al (1951).

4.2- Obtencéao das células esplénicas:

Os animais dos grupos controle e inoculado foram sacrificados no 3°, 7°, 14°,
21° e 28°dias apos a infeccdo experimental. O baco foi retirado e transferido para
uma placa de Petri pequena, contendo 5 mL de BSS, pH 7,2, gelado. A seguir, 0
baco foi macerado para a liberacdo das células esplénicas. A suspensao celular
obtida foi homogeneizada varias vezes, utilizando-se uma seringa de 3 mL com
agulha 25x8, e a seguir transferida para tubos conicos de polietileno, graduados,
sendo entdo centrifugada. Apos a centrifugacao, as células foram ressuspensas em
meio BSS, pH 7,2. Esse processo foi repetido 2 vezes. Antes da 32 lavagem as
células foram ressuspensas em 5mL de cloreto de aménio 0,83% suplementado com
soro fetal e foram deixadas em repouso por 5 minutos, a temperatura ambiente para
lise das hemacias. A suspensédo foi centrifugada novamente e, entdo, as células
foram ressuspensas em RPMI 1640 (Sigma) suplementado com soro fetal para se
efetuar a 32 lavagem. ApGs essa lavagem a suspensao celular foi filtrada em gaze

para retencao dos “debris” celulares.

4.3- Viabilidade das células esplénicas:

O numero de linfocitos viaveis no baco de cada camundongo foi avaliado
através da técnica de exclusdo com Azul Trypan (MISHELL & SHIIGI, 1980). A um
dado volume da solucdo de Azul Trypan 0,2% foi adicionado um volume da
suspensao de células esplénicas na diluicdo apropriada e os linfécitos viaveis foram

contados em Camara de Neubauer.
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4.4- Teste ELISPOT:

Placas de ELISA de fundo chato foram recobertas com soro anti-
imunoglobulinas totais de camundongo (Sigma) (para detec¢cdo do namero total de
células secretoras de imunoglobulinas) ou com extrato bruto da amostra bacteriana
(para deteccdo de células secretoras de imunoglobulinas antigeno-especificas),
diluidos em tampéo K,HPO.KH,PO, 0,05M, pH 8,0. As placas foram incubadas
"over-night" a 4° C. ApOs esse periodo as placas foram lavadas 3 vezes com
PBS/T, cinco minutos cada. ApoOs saturacdo das placas com PBS/T contendo 1%
de gelatina (2 horas — 37° C), as suspensfes celulares obtidas do baco dos
camundongos infectados e controles, diluidas em meio RPMI 1640, foram
adicionadas em concentracées apropriadas (10° e 10° para realizacdo do ELISPOT
inespecifico e 10° e 10’ para realizacéo do ELISPOT especifico). As placas foram
incubadas por 6 h a 37° C, em estufa contendo 5% de CO, e umidificacdo, e a
seguir as células foram lisadas com um pulso rapido de agua destilada contendo
0,05% de Tween 20. Apds esse tratamento foram adicionados soros biotinilados
(Southern Biotech) anti-lgG;, anti-IgG,,, anti-lgGy,, anti-lgGs, anti-igM  de
camundongo, diluidos a 1/1500 e anti-IgA de camundongo, diluido a 1/4000 em
PBS/T contendo 1% de gelatina. As placas foram incubadas "over-night" a 4°C.
Apés a incubacdo, foi realizada a lavagem das placas e adicionada uma solucdo de
fosfatase alcalina ligada a estreptavidina (GIBCO) diluida 1/2500 em PBS/T
contendo 1% de gelatina com nova incubacdo por 2 h a 37° C. Novamente as
placas foram lavadas e a seguir foi adicionado o substrato (5-bromo-4-cloro-3-
indolil fosfato — BCIP, a 1mg/mL em tampdo AMP-2-amino-2-metil-1-propanol,
SIGMA). Apo6s 3-4 horas de incubacédo a 37° C, as imunoglobulinas secretadas
foram visualizadas como pontos azulados, contadas e sua frequéncia determinada

em relagdo ao numero total de células adicionadas as cavidades da placa.
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5- Deteccdo de anticorpos especificos anti-Yersinia enterocolitica O:8,

através da técnica de ELISA (MEDEIROS et al, 1991).

5.1- Obtencéo dos soros:
Cada camundongo foi submetido a puncao cardiaca para obtencdo do soro.
O sangue coagulado foi mantido por 15 minutos em estufa a 37°C, centrifugado, e

0 sobrenadante estocado em “ependorff” a —20°C até o momento do uso.

5.2- Técnica de ELISA indireta:

O nivel de anticorpos especificos foi determinado nos soros dos animais
controles e infectados com a amostra de Y. enterocolitica WA-2707.

O extrato bruto da amostra bacteriana diluido em tampéo carbonato-
bicarbonato 0,06 M, pH 9,6, a uma concentracdo de 5 pug/mL, foi adsorvido em
placas de microtitulacdo de fundo chato (COSTAR), seguido de incubacdo a 4°C
durante 18 horas. Em seguida as placas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T), 5 minutos. Os soros dos animais infectados e
controles foram diluidos em PBS/T contendo 1% de soro albumina bovina
(PBS/T/BSA), a partir de 1/40 para deteccdo de anticorpos especificos anti-Yersinia
do isotipo IgM e IgA, e 1/320 para o isotipo IgG. Um volume de 100 uL foi
adicionado as cavidades da placa, e esta foi incubada a 37°C, durante 1 h. Apds
novas lavagens com PBS/T, foram adicionados 100 uL dos conjugados anti-lgG e
anti-lgM de camundongo diluidos 1/2000, e anti-IgA diluido a 1/4000, em
PBS/T/BSA, todos marcados com peroxidase (SIGMA), e a placa foi incubada 1 h.
Apés novas lavagens, foi adicionado 100 uL do substrato orto-fenilenodiamina
(OPD — SIGMA), em uma concentracdo de 10 mg diluidos em 25 mL de tampéo

citrato 0,1M, pH 5,0, contendo 10 uL de peréxido de hidrogénio. Apdés uma
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incubacdo de 15 minutos a temperatura ambiente, a reacdo foi bloqueada
acrescentando-se 100 uL de HCL 3N. A leitura das placas foi feita através da
medida de absorbancia em espectrofotémetro (Microplate Reader — Model 550 -
BIO-RAD), em um comprimento de onda de 492 nm.

Os soros de 3 animais nao-infectados foram utilizados para se determinar o
valor de “cut off”. A média das densidades opticas (DO) + 2 desvios padréo, para

cada isotipo de Ig, foi determinada e considerada como o “cut off”.

6 - Analise fenotipica dos linfocitos esplénicos, através da técnica de

CITOMETRIA DE FLUXO (MORITA et al, 1998).

6.1 - Obtencdo da suspensao celular de linfécitos.

Para obtencédo do nimero adequado de linfocitos viaveis, foi feito um pool de
células esplénicas, utilizando-se para tanto 3 animais de cada grupo, infectados e
controles. O bag¢o dos animais foi removido, macerado com cerca de 5 mL de PBS
estéril. Todo o volume foi transferido para tubos Falcon de 15 mL, sendo
adicionados mais 5 mL de PBS estéril. A suspenséo foi lavada 2 vezes, a 358 g por
5 min cada.

A suspensdo celular do baco dos animais infectados e controles foi
enriguecida para linfocitos através da remocéo das células aderentes. Para tanto a
suspensao celular foi cultivada em meio RPMI 1640 (Sigma) por 1 h a 37°C em
placas plasticas de poliestireno de 24 cavidades. As células ndo-aderentes foram
entdo coletadas e tratadas com 5mL de cloreto de aménio 0,83% suplementado
com soro fetal, deixadas em repouso por 5 minutos, a temperatura ambiente, para
lise das hemacias. ApOs essa etapa as células foram contadas em céamara de

Neubauer.
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As células espléncias foram ressuspensas em meio RPMI 1640 (SIGMA)
suplementado com 2mM L-glutamina, 10mM HEPES, 5 x 10 M 2-mercaptoetanol,
estreptomicina 10 pg/mL, penicilina (100 U/mL) e 10% de soro fetal bovino
inativado pelo calor, a uma concentracao final de 2 x 10° células/mL.

As células foram entdo bloqueadas com uma solugdo de Mouse FcBlock™
(BD PharMingen) e incubadas por 45 minutos a 4°C. Apés a incubacgédo as células

foram distribuidas nos tubos de FACS, num volume de 250 pL/tubo.

6.2 - Analise fenotipica dos linfocitos esplénicos.

Uma fragdo das células ndo-aderentes foi examinada por tripla coloragdo com
anticorpos monoclonais contra marcadores de superficie celular. As células foram
incubadas com concentragcbes saturantes de anticorpo monoclonal anti-CD3
conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC), anti-CD4 conjugado com
ficoeritrina (PE) e anti-CD8 conjugado com spectral red (SPRD) (Southern Biotech),
e seus respectivos is6tipos controles, incubadas no escuro, por 30 minutos a 4°C,
lavadas duas vezes com PBS contendo 1% de BSA, centrifugadas a 358 g por 10
minutos, e ressuspensas em 400 uL de PBS contendo 1% paraformaldeido, para
fixacdo, e estocadas no escuro a 4°C até o momento da analise.

A analise da expressdo dos marcadores de superficie foi realizada utilizando-
se um citbmetro de fluxo FACSort (Becton Dickinson). Os linfocitos foram
especificamente analisados por “gating” seletivo baseado nos parametros de
tamanho e granulosidade celulares. Imunoglobulinas isotipo-especificas marcadas
com os mesmos fluorocromos (BD PharMingen), que nédo se ligam aos linfécitos

murinos, foram utilizadas como controles.
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7- Detecgdo das citocinas intracelulares IL-4, IL-10, TNF-a, TGF-f e IFN-y
atraveés datécnica de CITOMETRIA DE FLUXO (MORITA et al., 1998).

Uma outra fracdo das células ndo-aderentes foi cultivada em placas de 24
cavidades (Costar), numa concentracdo de 2 x 10° células/mL em 10 mL de RPMI
1640 contendo 1% de BSA, suplementado com 2mM L-glutamina, 10mM HEPES, 5
x 10° M 2-mercaptoetanol, estreptomicina 10 pg/mL, penicilina (100 U/mL) e
estimuladas por 6 h a 37°C, em atmosfera imida contendo 5% de CO2, com uma
combinagéo de 25 ng/mL de forbol miristato acetato (PMA) e 1 ug/mL de ionomicina
(SIGMA). Ap6s 4 h de cultura, foi adicionada brefeldina A (SIGMA) a 10 ug/mL.
Seguiu-se nova incubacéo por um periodo de 2 h.

As células foram entdo coradas com concentracfes saturantes de anticorpos
monoclonais anti-CD3-FITC, anti-CD8-SPRD, e respectivos isétipos controles, e
incubadas por 30 minutos, a 4°C, no escuro. Apos lavagens com PBS, as células
foram fixadas com PBS contendo 1% de paraformaldeido. As células foram entéo
estocadas “overnight” a 4°C, no escuro.

Para a coloracdo das citocinas intracelulares, as células foram lavadas com PBS
e posteriormente acrescidas de 180 pL de solucdo de Cytofix/Cytoperm (BD) e
incubadas por 20 minutos, a 4°C, no escuro. A seguir, as células foram lavadas 2
vezes com uma solucdo de Perm Wash (BD), a 358 g, a 4° C, por 10 minutos,
ressuspendidas em 50 pL de Perm Wash e incubadas com varios anticorpos
monoclonais citocina-especificos e anticorpos monoclonais isétipo-controles
conjugados com PE, por 30 minutos, a temperatura ambiente. Os anticorpos
monoclonais citocina-especificos utilizados foram: anti-IL-10 (Caltag), a-IL-4 (R&D
System), a-TNF-a (Caltag), a-IFN-y (Caltag) e a-TGF- (BD Pharmingen). Apés 2
lavagens com PerWash (excec¢édo ao TGF-B, onde foi utilizado Perm Wash acrescido

de 4% de BSA), as células foram fixadas e estocadas a 4°C, no escuro até o
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momento da analise. Para o TGF-3, em virtude de utilizarmos uma ponte com um
anticorpo biotinilado conjugado a PE, foram repetidos os passos de permeabilizacao,
antes da fixacdo. Para analise, as células foram ressuspensas em 400 uL de PBS/
1% de paraformoldeido e analisadas por citometria de fluxo.

As citocinas produzidas pelos linfécitos T CD4+ foram analisadas indiretamente
através da separacdo e analise da populacédo de linfocitos CD3+ CD8-, visto que a

estimulagdo com forbol ésteres diminui a expresséo de CD4 (SOLBACH, 1982).

8- Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. Comparacao
entre o grupo de animais infectados e o grupo controle foi realizada através do
teste t-Student, utilizando-se o "software" Origin 4.1. Diferencas foram

consideradas significativas em p < 0,05.
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IV- Resultados
1. Determinacdo do numero de células esplénicas secretoras de

imunoglobulinas (totais e especificas).

Os resultados do numero total de linfcitos viaveis determinado no bacgo dos
animais BALB/c e C57BL/6, controles e infectados, encontram-se na Tabela 1.

Os resultados obtidos com as suspensodes celulares provenientes dos bacos
dos camundongos BALB/c, infectados com 1x10? células/mL, e dos bacos dos
animais do grupo controle (ndo-infectados), quanto ao numero de células
secretoras de Igs totais produzidas nos diferentes dias poés-infeccdo, avaliadas
através da técnica de ELISPOT, encontram-se nas Figuras la e 1b e Tabela 2. Os
resultados sao apresentados como a média de 3 animais infectados, em diferentes
dias pos-infeccdo. Os valores das médias aritméticas do namero de células
secretoras de Igs especificas sado apresentados na Tabela 3.

Analisando a Tabela 1, podemos observar, de um modo geral, um aumento
no numero de linfécitos vidveis nos animais infectados BALB/c e C57BL/6, quando
comparado aos animais controles. Comparando-se os animais infectados BALB/c e
C57BL/6, observamos um maior aumento na populacdo de linfocitos esplénicos
nos primeiros, ao longo de toda cinética da infecgdo, com um pico de produgéo
entre 0 21° e 28 ° dia p.i.

Analisando as Figuras la e 1b, podemos observar que os animais BALB/c
apresentaram um aumento no namero de células secretoras de Igs totais logo no
inicio da infec¢éo, a partir do 7° dia p.i.

Os maiores aumentos observados foram dos isétipos 1gG1l (27,2 vezes

aumentado em relacdo aos controles), no 28° dia p.i, I[gG2a (aumento de 12,2
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vezes em relagdo aos animais controles), no 14° dia p.i. e IgG3 (aumento de 13,3
vezes em relacdo aos animais controles), no 28° dia (Figura 1a).

O numero de células secretoras de Igs totais, do isétipo IgM, apresentou-se
elevado, em relacdo aos controles, durante todo o periodo avaliado, sendo que o
pico de secrecao de IgM ocorreu no 28° dia p.i. (aumento de 8 vezes em relagao
aos controles). O numero de células secretoras de Igs do is6tipo 1IgG2b apresentou-
se elevado a partir do 7° dia p.i., com pico de secrecéo no 21° dia (aumento de 5,4
vezes em relacdo aos controles). JA o isoOtipo IgA apresentou um aumento
significativo apenas no 7° e 21° dia p.i., com pico de secrecdo no 7° dia p.i. (4,3
vezes) (Figura 1b).

Na Tabela 3, podemos observar um aumento no numero de células
secretoras de Igs especificas ja a partir do 7° dia p.i. para todos os iso6tipos
testados. O maior aumento foi do isétipo IgM (219 células secretoras/baco x 10%),no
28° dia. Para os is6tipos IgG1 e IgG2a o pico de secrecdo ocorreu no 28° dia p.i. O
pico de secrecao de 1gG3 e IgA ocorreu no 14° dia p.i., enquanto que o de 1gG2b
ocorreu no 21° dia p.i.

Os resultados obtidos com as suspensfes celulares provenientes dos bacos
dos camundongos C57BL/6, infectados com 1x10* células/mL, e dos bacos dos
animais do grupo controle (ndo-infectados), quanto ao numero de células
secretoras de Igs totais produzidas nos diferentes dias pdés-infeccdo, avaliadas
atraves da técnica de ELISPOT, encontram-se nas Figuras la e 1b e Tabela 4. Os
resultados sdo apresentados como a média de 3 animais infectados, em diferentes
dias p.i. Os valores das médias aritméticas do numero de células secretoras de Igs

especificas sdo mostrados na Tabela 5.
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Na Figura la, podemos observar um aumento no numero de células
secretoras de Igs totais entre o 14° e 21° dias p.i. O maior aumento foi do isétipo
IgG2a (aumento de 7,8 vezes em relacdo aos animais controles), no 21° dia.

O numero de células secretoras de Igs totais do isétipo IgG1 apresentou-se
aumentado no 14° dia p.i (aumento de 6,2 vezes em relagdo aos controles). Para o
isétipo 1gG3 observou-se um aumento no 21° dia p.i (aumento de 5,3 vezes). O
is6tipo IgG2b apresentou-se elevado entre 0 14° e 28° dias p.i, com pico no 14° dia
(aumento de 6,5 vezes) (Figura 1a). O isétipo IgM apresentou um pico de secre¢cado
no 7° dia p.i (aumento de 5,1 vezes em relagcdo aos animais controles), enquanto o
isétipo IgA apresentou um pico de secrecdo no 21° dia p.i (aumento de 6,2 vezes
em relacdo aos controles) (Figura 1b).

Na Tabela 5, podemos observar que o niumero de células secretoras de Igs
especificas, para todos os isétipos testados, apresentou-se aumentado no 21° dia
p.i. O maior aumento foi do isétipo IgM (76 células secretoras/baco x 10?), no 21°
dia p.i.

Quando comparamos o0 numero de células secretoras de Igs inespecificas
dos animais da linhagem BALB/c e os C57BL/6 observamos que 0s animais
BALB/c apresentaram uma maior secrecdo dos isétipos 1gG1 (3,2 vezes), 1gG2a
(2,4 vezes), 1gG3 (1,7 vezes) e IgM (3,2 vezes), em relacdo aos C57BL/6. Os
animais C57BL/6 apresentaram, de uma maneira geral, um menor namero de
células secretoras de Igs totais em relacdo aos BALB/c, para todos 0s isotipos

testados.



Tabela 1 — Numero de linfécitos viaveis, no bagco dos animais BALB/c e C57BL/6
controles e infectados com Y. enterocolitica O:8, determinado por contagem em
Camara de Neubauer, pela técnica de exclusdo com Azul de Trypan. Os valores

apresentados representam a meédia aritmética e o desvio padrdo do numero de

linfécitos viaveis, obtidos por baco.

Numero de linfocitos viaveis/bago

BALBI/c C57BL/6
Dias p.i I C I C
3° 4,9 x 10%+1,4 4,4 x 10%40,3 3,4 x 10%+0,6 2,9x 10%+1,0
7° 5,4 x 10%+1,0 3,6 x 10%+0,5 4,6 x 10%+0,9 2,2 x 10%+0
14° 5,8 x 10°+0,8 3,1 x 10%+1,0 4,2 x 10°+0,8 3,1 x 10%+0,1
21° 12,8 x 10%+0,2  5,3x 10°+2,6 4,6 x 10°+1,8 3,7 x 10°+0,4
28° 10,5 x 10°+9,2 3,3 x 10%+0 3,8 x 10%+0,2 3,4 x 10°+0,8
I= Infectados

C= Controles



Tabela 2 — Numero total de células secretoras de imunoglobulinas (Igs), detectadas
no baco dos camundongos BALB/c controles e infectados, por via i.v., com a
amostra de Yersinia enterocolitica O:8 WA- 2707, através da técnica de ELISPOT.
Os valores apresentados representam a meédia aritmética e o desvio padrdo do
namero total de células secretoras de Igs, obtidos por baco.

Média e desvio padrdo do n° total de células secretoras de Igs /bago x

10°
Igs
Dias apos a infeccao
3° 7° 140 21° 28° C

IgG1 377+0* 763+0* 864+0* 1386+0* 2584+0* 95430
IgG2a 290+0* 401+123* 1037+55* 416+178 901+0* 85127
lgG2b 501+152 1342+0* 1108+254* 1613+0* 1564+0* 300+£86
19G3 126+67 732+0* 578+142* 307+113 799+0* 60+32

IgM 7441366 1879+0*  2203+214*  2451+0* 3485+0* 4374130

IgA 36510 781+0* 26116 38710 25510 182479

C= Controles (média+SD dos animais controles em diferentes dias p.i.)

* = p<0,05 em relagé&o ao grupo controle



Tabela 3 — Numero de células secretoras de imunoglobulinas especificas,
detectadas no baco dos camundongos BALB/c infectados, por via i.v., com a
amostra de Yersinia enterocolitica O:8 WA-2707, atraves da técnica de ELISPOT.
Os valores apresentados representam a média aritmética do namero de células
secretoras de Igs especificas, obtidos por bago.

Média do n° de células secretoras de Igs especificas/baco x 10°

Igs
Dias ap6s a infeccéao

3° 7° 140 21° 28° C
lgG1 5 30 84 83 181 0
lgG2a 5 14 48 39 65 0
lgG2b 2 16 57 122 65 0
lgG3 8 43 48 26 13 0
IgM 10 35 177 83 219 0
IgA 0 11 23 0 0 0

C= Controles (média dos animais controles em diferentes dias p.i.)
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Tabela 4 — Numero total de células secretoras de imunoglobulinas, detectadas no
baco dos camundongos C57BL/6 infectados e controles, por via i.v., com a amostra
de Yersinia enterocolitica O:8 WA-2707, através da técnica de ELISPOT. Os
valores apresentados representam a media aritmética e o desvio padrdo do numero
total de células secretoras de Igs, obtidos por baco.

Média e desvio padrdo do n° total de células secretoras de Igs

/baco x 102
Igs
Dias ap0s a infeccao
3° 7° 1490 21° 28° C
lgG1 22+17 96+48 792+0* 431+0* 198+0 128+136

lgG2a 56169 188+6* 438+263*  460+0* 389+0* 59452
lgG2b 13340 22611 734+0* 696+0* 493+0* 112+102
19G3 10640 235+183 138425 454+0* 13710 85165
IgM 391+0 1092+0*  368%179 838+0* 713+0* 213+180
IgA 2390 177+30 79125 620+0* 461+0* 100+£75

C= Controles (média+SD dos animais controles em diferentes dias p.i)

* = p<0,05 em relagé&o ao grupo controle
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Tabela 5 — Numero de células secretoras de imunoglobulinas especificas, no baco
dos animais C57BL/6 infectados, por via i.v., com a amostra de Yersinia
enterocolitica O:8 WA-2707, através da técnica de ELISPOT. Os valores
apresentados representam a meédia aritmética do numero de Igs especificas,
obtidos por baco.

M 2

édia do n° de células secretoras de Igs especificas/bago x 10

Igs
Dias ap0s a infeccéao

3° 7° 140 21° 28° C
lgG1 4 3 3 45 7 0
lgG2a 4 5 7 37 21 0
lgG2b 5 20 28 54 26 0
lgG3 7 8 6 31 19 0
IgM 73 47 37 76 48 0
IgA 2 5 3 12 6 0

C= Controles (média dos animais controles em diferentes dias p.i)
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Figura l1a — Numero total de células secretoras de imunoglobulinas dos isétipos
IgG1, 1gG2a, 1gG2b e IgG3, determinado no baco de camundongos BALB/c e
C57BL/6 controles e infectados com células viaveis de Y. enterocolitica O:8 WA-
2707, através da técnica de ELISPOT. Os valores representam a média de 3
animais. O simbolo * corresponde as diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05, N=3). C corresponde a média dos animais controles em diferentes dias p.i..

Os resultados representam os valores médios de dois experimentos independentes.



29

BALB/c C57BL/6
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Figura 1b — Numero total de células secretoras de imunoglobulinas dos isétipos IgM
e IgA, determinado no baco de camundongos BALB/c e C57BL/6 controles e
infectados com células viaveis de Y. enterocolitica O:8 WA-2707, atraves da técnica
de ELISPOT. Os valores representam a média de 3 animais. O simbolo *
corresponde as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05, N=3). C
corresponde a média dos animais controles em diferentes dias p.i. Os resultados

representam os valores médios de dois experimentos independentes.
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2. Deteccao de anticorpos especificos anti-Yersinia

A concentracdo de anticorpos anti-Yersinia, detectada no soro dos
camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados e controles, encontra-se na Figura 2.
Os valores das médias aritméticas e desvio padrao sdo apresentados na Tabela 6
e’.

Na Figura 2, podemos observar que 0s animais BALB/c apresentaram um
aumento na concentracdo de anticorpos seéricos anti-Yersinia, do isétipo 1gG, a
partir do 7° dia p.i., sendo que a partir do 14° dia, os niveis mantiveram-se
praticamente constantes. O is6tipo IgM apresentou-se aumentado a partir do 7° dia,
sendo que o pico de produc¢ao ocorreu no 14° dia p.i., decrescendo a seguir.

No soro dos animais C57BL/6, pudemos observar um aumento progressivo
na concentracdo de anticorpos especificos anti-Yersinia do is6tipo IgG, a partir do
14° dia p.i., com pico no 28° dia. Para o is6tipo IgM observou-se um aumento a
partir do 7° dia p.i., sendo que o pico de producao foi observado no 21° dia p.i.

Nas duas linhagens de camundongos ndo foi observada producdo de
anticorpos séricos do isotipo IgA.

Quando comparamos a reatividade do soro dos animais BALB/c e C57BL/6,
podemos observar uma maior secrecdo de anticorpos especificos anti-Yersinia na
linhagem BALB/c, sendo que para o isotipo IgG, diferencas significativas foram
observadas no 7°, 14°, 21° e 28° dias poés-infeccdo, com aumentos de 8,7 vezes,
3,7 vezes, 1,9 vezes e 1,1 vezes, respectivamente, em relacdo aos animais
C57BL/6. Para o is6tipo IgM diferencas significativas foram observadas no 7° e 14°
dias pos-infeccdo, com elevacdes de 2,9 e 3,8 vezes em relacdo aos animais

C57BL/6.
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Tabela 6 — Deteccao de anticorpos especificos anti-Yersinia no soro dos animais
da linhagem BALB/c controles e infectados por via iv. com a amostra
Y.enterocolitica O:8 WA- 2707. Os soros foram diluidos a 1/320 para IgG e 1/40
para IgM. Os valores descritos na tabela representam a densidade 6ética (D.O.)

medida a 492 nm.

Média e desvio padréao da D.O.

g
Dias ap6s a infecgao
30 7° 140 21° 28° Cut-off
IgG 0,068+0,04* 0,295+0* 1,621+0,05* 1,653+0,004* 1,661+0,006* 0,043
| 0,087+0,006 0,588+0,151* 0,715+0,040* 0,53340,247* 0,429+234* 0,105
g

*p<0,05 em relacdo ao grupo controle

Tabela 7 — Deteccéo de anticorpos especificos anti-Yersinia no soro dos animais
da linhagem C57BL/6 controles e infectados com a amostra Y.enterocolitica O:8
WA- 2707. Os soros foram diluidos a 1/320 para IgG e 1/40 para IgM. Os valores

descritos na tabela representam a densidade 6tica (D.O.) medida a 492 nm.

Média e desvio padréo da D.O.

g
Dias ap6s ainfeccéo
3° 7° 140 21° 28° Cut-off
IgG 0,037+0,004*  0,034+0,012 0,442+0,129* 0,847+0,106* 1,574+0,006* 0,028
IgM 0,023+0,008 0,205+0,186* 0,186+0,021* 0,266+0,104* 0,175+0,013* 0,046

*p<0,05 em relacdo ao grupo controle
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Figura 2 — Deteccdo dos niveis de anticorpos anti-Yersinia nos soros dos
camundongos BALB/c, controles e infectados com Y. enterocolitica O:8 WA-2707,
em diferentes dias apos infeccdo. Os soros foram diluidos a 1/320 para IgG e 1/40
para IgM. O simbolo * corresponde as diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05, N=3) entre os animais BALB/c e C57BL/6. As linhas pontilhadas
correspondem ao valor do cut-off (cut-off IgG Balb/c=0.043 e cut-off IgG
C57BL/6=0,028; cut-off IgM BALB/c = 0.105; cut-off IgM C57BL/6 = 0.046). Os

resultados representam os valores médios de dois experimentos independentes.
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3- Andlise fenotipica dos linfocitos esplénicos dos animais controles e
infectados com Yersinia

Os estudos imunofenotipicos das células T foram realizados utilizando-se um
pool de células obtidos a partir de uma suspensdo de linfécitos esplénicos dos
animais BALB/c e C57BL/6 controles e infectados por via i.v. com Y. enterocolitica
0:8 WA-2707. A proporcao de células CD3+, CD4+ e CD8+ detectada por citometria
de fluxo, esta apresentada na Tabela 8 e Figuras 3 e 4, que representam os valores
de um experimento representativo, sendo os valores expressos em % de células.

Nos animais BALB/c, observou-se um predominio da populagédo de linfocitos T
CD4+ durante todo o curso da infeccdo. Em praticamente todos os dias p.i. as
porcentagens de linfécitos T CD4+ e T CD8+ dos animais infectados ficou abaixo
dos valores observados nos animais controles. A maior populacdo de linfécitos T
CD4+ foi verificada no 14° dia pés-infeccéo (28,2+17,1%). Na populacéo de linfécitos
esplénicos T CD8+ dos animais infectados, a maior proporcdo de linfécitos
marcados também ocorreu no 14° dia da cinética de infeccéo (14,8+9,6%).

Nos animais C57BL/6, observou-se um predominio da populacéo de linfocitos T
CD4+ durante praticamente toda a cinética de infeccdo, com excec¢ao do 7° dia p.i. A
maior proporgdo de linfécitos T CD4+ foi observada no 14° dia p.i. (24,7+13,1%),
com aumento em relacdo aos controles de 1,3 vezes. Com relacdo a populacdo de
linfécitos T CD8+, observou-se um aumento no numero de linfocitos viaveis no 21°

p.i. (18,8+0%), com aumento em relacédo ao controle de 1,06 vezes.
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Figura 3— Proporcéao de linfécitos T CD4+ obtidos do bago de camundongos BALB/c
e C57BL/6 controles e infectados por via i.v. com Y.enterocolitica O:8 WA-2707. Os
valores representam a porcentagem de células esplénicas fenotipadas, a partir de
um pool de células, num total de 10.000 eventos. Os anticorpos monoclonais

especificos estavam conjugados aos fluorocromos: FITC e PE.
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Figura 4 — Proporcdo de linfocitos T CD8+ obtidos do baco de camundongos
BALB/c e C57BL/6 controles e infectados por via i.v. com Y.enterocolitica O:8-WA
2707. Os valores representam a porcentagem de células esplénicas fenotipadas,
num total de 10.000 eventos, a partir de um pool de células. Os anticorpos

monoclonais especificos estavam conjugados aos fluorocromos: FITC E SPRD.
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4- Detecgdo das citocinas intracelulares IL-4, IL-10, TNF-a, TGF-f e IFN-y
através datécnica de Citometria de fluxo

A producdo de citocinas intracelulares pelos linfocitos T estimulados com
IONO+PMA+BF, dos camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados e controles, esta
apresentada nas Tabelas 9 e 10.

Quanto a producédo de citocinas intracelulares regulatérias e pro-inflamatorias
nos camundongos BALB/c, foi possivel observar que, para a maioria das citocinas
pesquisadas, 0 pico de producdo ocorreu ao redor do 14° dia poés-infeccao, tanto
com relacdo as produzidas pela populacdo T CD4+, quanto pela populacdo T CD8+.

Para IL-4, observou-se um aumento em relagdo aos animais controles a partir
do 7° dia p.i., permanecendo elevada nos dias subsequentes, com excec¢éo do 21°
dia. Observou-se um pico de producdo no 14° dia poés-infeccdo na populagdo T
CD4+, sendo o aumento em relacdo aos controles de 6,7 vezes, com percentual de
12,44%. O pico de producéo de IL-4 para linfocitos T CD8+ também foi no 14° dia,
com elevacao de 2,3 vezes em relacdo aos controles e percentual de 13,21%.

A citocina IL-10 apresentou-se elevada em relacédo aos controles entre 0 7° e
28° dia p.i., observando-se um pico de producéao no 14° dia, com aumento de 4,6
vezes em relacdo aos controles, na populacdo de linfécitos T CD4+ e 1,8 vezes na
populacdo de linfécitos esplénicos T CD8+ e percentuais de 22,92% e 18,1%,
respectivamente.

Para a citocina TNF-a, observou-se uma elevagcédo em relagdo aos controles a
partir do 3° dia, com declinio entre o 7° e 14° dia p.i.. Analisando as células
estimuladas, observou-se que 0 maior aumento ocorreu no 21° dia p.i., para a
populacdo T CD4+, com elevacédo de 4,6 vezes em relacdo aos controles (percentual
de 23,85%), e no 7° dia p.i., para a populacéo de linfécitos T CD8+, com valores de

1,7 vezes maiores que nos animais controles e percentual de 21,54%.
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Para a citocina IFN-y, observou-se um aumento, tanto na populacdo de
linfécitos T CD4+ e T CD8+ no 7° dia p.i., em relacdo aos animais controles, de 6,8
vezes e 1,9 vezes, respectivamente. Os percentuais encontrados na gate foram de
20,06% e 21,07%. Em praticamente todos os dias da cinética, com excecédo do 7° e
28° dias de infecgao, observou-se uma diminuicdo na produgéo desta citocina pelos
animais infectados em relacédo aos animais controles.

A citocina regulatoria TGF-B, foi detectada no 7°, 14° e 28° dias p.i.,, sendo
que o pico de producdo ocorreu no 28° dia, nas duas populacbes de linfocitos
esplénicos, onde se observou uma elevacgao de 18,5 vezes na populacdo T CD4+ e,
29,8 vezes na populacdo T CD8+, com percentuais de 18,47% e 29,8%.

Analisando a produgéo de citocinas intracelulares, pelos linfocitos estimulados
com IONO+PMA+BF, nos camundongos C57BL/6, observou-se que, 0s niveis da
citocina intracelular IL-4 estavam aumentados em relacdo aos controles no 7° e 28°
dias p.i., sendo que o pico de producdo na populacdo T CD4+ ocorreu no 7° dia,
com elevacgéo de 1,2 vezes em relacdo aos controles, com percentuais de 5,25%.
Na populagcdo TCD8+ o pico de produgédo ocorreu no 14° dia p.i., com aumento de
17,3 vezes em relacdo aos controles, com percentuais de 6,74%.

Para a citocina intracelular IL-10, observou-se um aumento em relacdo aos
controles, nas populagdes de linfocitos T CD4+ e TCD8+, no 14° dia p.i., com
elevacdo de 1,7 vezes e 4,6 vezes, respectivamente, com percentuais de células de
10,32% e 9,11%.

Para a citocina intracelular TNF- a, observou-se um aumento no 21° dia p.i.
para a populacdo T CD4+ e no 7° dia para a populacdo T CD8+. A elevacdo em
relacdo aos controles foi de 127 vezes para TCD4+ e 2,6 vezes para TCD8+, com

percentuais de 24,22% e de 15,33%, respectivamente.
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A citocina intracelular IFN-y, apresentou-se elevada em relacdo aos controles
no 14° dia p.i. em ambas as populacdes de linfocitos T, com aumento de 2 vezes em
relacdo aos controles na populagcdo T CD4+ e 1,7 na populacdo T CD8+, com
percentuais de 9,75% e 9,67%, respectivamente.

Para os animais C57BL/6 ndo houve producdo de TGF-f na populagdo de
células estimuladas com PMA+IONO+BF.

Comparando-se o perfil de producdo de citocinas regulatérias e pro-
inflamatdrias entre as duas linhagens de camundongos, BALB/c e C57BL/6, pode-se
observar que nos camundongos BALB/c, para IL-4, ocorreu uma elevacdo na
porcentagem de células produtoras ja a partir do 7° dia p.i., seguindo-se elevada no
14° e 28° dias p.i., enquanto que nos animais C57BL/6 o aumento significativo na
porcentagem de células produtoras desta citocina ocorreu no 7° e 28° dias p.i. IL-10
apresentou-se mais elevada na linhagem BALB/c, no 14° dia p.i., na populacédo de
linfécitos T CD4+ e T CD8+. A citocina pro-inflamatoria TNF-a apresentou-se mais
elevada na linhagem BALB/c quando comparada a linhagem C57BL/6 no 14° dia p.i.,
sendo que nos demais dias da cinética de infeccdo observou-se uma maior
producao desta citocina nos animais C57BL/6. IFN-y apresentou-se mais elevado na
linhagem C57BL/6 em relacdo a linhagem BALB/c, no 14° dia na populacao T CD4+.
No entanto, essa citocina apresentou-se mais elevada na linhagem BALB/c em
relacdo a C57BL/6, entre o 3° e 21° dia, na populacdo TCD8+. Essa citocina
permaneceu elevada até o 28° dia nos animais C57BL/6. A citocina regulatoria TGF-
B foi detectada apenas nos camundongos BALB/c, mostrando-se elevada ja a partir

do 7° dia p.i., com pico no 28° dia, em ambas as popula¢des de linfécitos T.

Um resumo dos maiores aumentos observados na producdo das citocinas

intracelulares 1L-4, IL-10, TNF-q, IFN-a e TGF-B, nos animais infectados em relagao
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aos animais controles, ao longo da cinética de infeccdo, estd apresentado nas

Figuras 5, 6, 7 e 8.
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Figura 5 — Proporcéo de citocinas intracelulares IL-4, IL-10, TNF-q, IFN-a e TGF-(3,
detectadas na populacdo de linfécitos esplénicos T CD4+ dos animais BALB/c
controles e infectados com Y. enterocolitica O:8. Os gréaficos representam o0s
maiores aumentos observados nos animais infectados, em relacdo aos animais

controles, nos diferentes dias da cinética de infeccgéo.
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Figura 6 — Proporcéo de citocinas intracelulares IL-4, IL-10, TNF-a, IFN-a e TGF-(3,

detectadas na populacdo de linfécitos esplénicos T CD8+ dos animais BALB/c

controles e infectados com Y. enterocolitica O:8. Os graficos representam o0s

maiores aumentos observados nos animais infectados, em relacdo aos animais

controles, nos diferentes dias da cinética de infec¢ao.
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Figura 7 — Proporcdo de citocinas intracelulares IL-4, IL-10, TNF-a e IFN-q,
detectadas na populacdo de linfocitos esplénicos T CD4+ dos animais C57BL/6
controles e infectados com Y. enterocolitica O:8. Os graficos representam o0s
maiores aumentos observados nos animais infectados, em relagdo aos animais

controles, nos diferentes dias da cinética de infeccao.
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Figura 8 — Proporcdo de citocinas intracelulares IL-4, IL-10, TNF-a e IFN-q,
detectadas na populacdo de linfocitos esplénicos T CD8+ dos animais C57BL/6
controles e infectados com Y. enterocolitica O:8. Os gréaficos representam o0s

maiores aumentos observados nos animais infectados, em relagdo aos animais

controles, nos diferentes dias da cinética de infeccgéo.
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5- Ocorréncia de alteragdes patologicas

Foram observadas lesGes granulomatosas no baco, figado e pulmdes, nas
duas linhagens estudadas, a partir do 14° dia apés a infeccdo. As lesdes se
apresentaram como infiltrados de células polimorfonucleares, mostrando um aspecto
purulento, principalmente no baco. O baco e o figado destes animais se
apresentaram aumentados em tamanho, chegando a dimenséo de 5 a 6 vezes o
tamanho do 6rgao quando comparados aos animais controles.

Os camundongos BALB/c e C57BL/6 comecaram a morrer ao redor do 14°
dia. Os camundongos BALB/c apresentaram-se mais comprometidos pela infeccao,
deixando de se alimentar e progredindo rapidamente para Obito. Os animais
C57BL/6, apesar de bastante comprometidos, mantiveram uma alimentacdo mais
regular e aqueles animais que nao foram a Obito mostraram-se recuperados nos

demais dias da infeccéo.
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V- Discussao

Uma vez conhecendo a versatilidade da Yersinia em burlar o sistema imune
do hospedeiro e a importancia das citocinas pro-inflamatérias na protecdo as
yersinioses (BOHN & AUTENRIETH, 1996), decidiu-se realizar este trabalho cujo
principal objetivo foi verificar a ocorréncia de ativacao policlonal de linfocitos B,
comparar o padrao isotipico de imunoglobulinas produzidas durante a infeccdo com
Y. enterocolitica O:8 em linhagens de camundongos suscetiveis (BALB/c) e
resistentes (C57BL/6), bem como analisar o padrdo de secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias e regulatorias pelas populacées T CD4+ e CD8+.

A suscetibilidade de camundongos BALB/c a Yersinia pode ser causada,
parcialmente, por um recrutamento tardio de células efetoras essenciais como o0s
macrofagos. Essas células ativadas por linfécitos T, constituem um importante
componente da resposta imune do hospedeiro na infeccdo primaria por Yersinia
(AUTENRIETH & HEESEMANN, 1992).

A escolha da dose de inoculacdo a ser utilizada neste trabalho foi feita
baseando-se nos trabalhos de Autenrieth et al (1994), no qual foi determinado que
a DL50 da infeccdo por via I.V. com Y. enterocolitica O:8 seria de 2x10 para os
animais C57BL/6 (resistentes) e 5x10% para os camundongos BALB/c (suscetiveis).

Verifica-se que a infec¢do experimental de camundongos por Y. enterocolitica
se assemelha a yersiniose em humanos, mas ndo provoca artrite como sequela.
Carter et al, em 1973, trabalhando com Y. enterocolitica O:8 (WA), isolada de um
caso de septicemia humana, verificaram que a mesma era bastante patogénica para
camundongos, quando inoculada por via intravenosa. Carter & Collins, em 1974,
utilizando essa mesma cepa por via intravenosa, reproduziram pela primeira vez em

camundongos uma infeccdo semelhante aquela observada em humanos, onde se
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desenvolve uma infeccdo sistémica piogénica, envolvendo principalmente baco,
figado e pulméo.

Os trabalhos realizados utilizando camundongos como modelo experimental
de infeccdo por Yersinia, relatavam, até entdo, que embora 0s animais se
tornassem infectados pela bactéria, ndo apresentavam sinais clinicos de artrite. O
anico relato de que Y. enterocolitica O:3 é experimentalmente artritogénica para
camundongos data de 1990, quando Toyos et al demonstraram que artrite poderia
ser induzida em camundongos pré-tratados com desferrioxamine e inoculados por
via oral, a via de infeccdo mais frequente em humanos. O padrdo de doencas nas
articulacdes era semelhante aquele da artrite humana associada com este
patégeno (TOYOS et al, 1990, 1992).

Os resultados apresentados por Autenrieth et al (1992) indicam que Y.
enterocolitica poderia ser mais uma candidata a demonstrar que linfocitos T
especificos desenvolvem um importante papel durante a infeccdo e podem ser
necessarios para a eliminacao da bactéria localizada extracelularmente.

Geralmente € aceito que patdgenos extracelulares sao primariamente
eliminados por polimorfonucleares leucdcitos e dessa forma causam uma resposta
inflamatoéria piogénica. Ao contrario, patdgenos intracelulares facultativos sé&o
eliminados por macrofagos ativados por linfécitos T especificos. Inameras
evidéncias comprovam que Yersinia enterocolitica se comporta como um patégeno
intracelular facultativo, principalmente nos estagios iniciais da infeccgéo,
sobrevivendo e replicando dentro de macréfagos murinos (AUTENRIETH et al.,
1993; PUJOL & BLISKA, 2005). Isso também evidencia que Yersinia intracelular
pode subverter as fungbes antimicrobinas normais dos macrofagos (PUJOL &

BLISKA, 2005).
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A capacidade de Yersinia proliferar em macrofagos, contribuindo para o
retardo no estabelecimento de uma resposta imune especifica, bem como o fato do
macréfago servir de veiculo de transporte a partir do sitio inicial da infeccdo até os
tecidos linfaticos pode auxiliar e contribuir para o desenvolvimento da artrite reativa
(PUJOL & BLISKA, 2005).

Estudos em individuos que desenvolveram artrite reativa apés yersinioses ou
salmoneloses mostraram a presenca de antigenos derivados do agente causador
nas articulacdes, mesmo anos apods a infeccdo original, e a resposta persistente de
anticorpos contra o0 agente causador sugere que O microrganismo ou Seus
componentes ndo sdo eficientemente eliminados nestes individuos, ou eles
provavelmente persistam em algum lugar do organismo por um longo periodo de
tempo (GRANFORS et al, 1998). Russmann et al (1996) observaram que Y.
enterocolitica pode usar polimorfonucleares fagociticos para se locomover através
da monocamada endotelial; dessa forma, consegue entrar na corrente sanguinea e
alcancar os tecidos sinoviais ou érgaos alvos onde induz seqtielas tipicas.

Com base nos resultados da ativacdo policlonal de linfocitos B por noés
obtidos, foi possivel constatar que ambas as linhagens de camundongos BALB/c
(suscetiveis) e C57BL/6 (resistentes), infectadas com a amostra de Y. enterocolitica
0:8 WA-2707, apresentaram ativacdo policlonal de linfécitos B. A linhagem
suscetivel mostrou um maior aumento no numero de células secretoras de
imunoglobulinas totais dos isétipos IgG1l, IgG2a e 1gG3, enquanto a linhagem
resistente apresentou um maior aumento no isotipo IgG2a.

Os camundongos BALB/c apresentaram uma elevacdo significativa dos
isétipos 1gGa, 1gG3 e IgM no 28° dia, IgG2b e IgA no 21° e 7° dia p.i. e dos isétipos

IgG2a 14° dia p.i., respectivamente.
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Nos camundongos C57BL/6 a producdo de células secretoras de
imunoglobulinas totais do isotipo IgG2a elevou-se significativamente a partir do 7°
dia p.i e teve pico no 21° dia. IgG1 e IgG2b apresentaram picos de secre¢ao no 14°
dia, o is6tipo 1IgG3 apresentou-se elevado no 21° dia, ja o isétipo IgA apresentou-se
aumentado no 21 ° dia p.i.

Quanto a producéo de células secretoras de Igs especificas, observou-se um
ligeiro aumento em todos os isétipos testados, mas IgM foi o isétipo com maior
aumento tanto nos animais BALB/c, quanto nos animais C57BL/6, com a diferenca
de que para os ultimos 0 aumento ocorreu no inicio da cinética de infeccéo (7° dia
p.i.).

Em trabalho anterior, realizado em nosso laboratério, Ramos et al. (2005),
trabalhando com a mesma cepa bacteriana, porém utilizando camundongos SWISS,
“SPF”, como modelos experimentais, observaram que a maior ativacdo de células
secretoras de Igs totais foi do isétipo IgM, com pico entre o 28° e 42° dias p.i.

Analisando os anticorpos especificos anti-Yersinia, foi possivel observar uma
maior producao de anticorpos IgG e IgM, no soro dos animais infectados BALBI/c,
guando comparados aos animais infectados C57BL/6, ja a partir do 7 © dia p.i. Neste
periodo podemos observar que para o isétipo IgG, no 7°, 14°, 21° e 28° dias poés-
infeccdo, os aumentos em relacdo aos animais C57BL/6, foram de 8,7 vezes, 3,7
vezes, 1,9 vezes e 1,1 vezes, respectivamente. Para o isétipo IgM diferencas
significativas foram observadas no 7° e 14° dias pos-infec¢do, com elevacgdes de 2,9
e 3,8 vezes em relacdo aos animais C57BL/6. Com base nestes dados, observamos
gue para o isétipo IgG, os animais BALB/c formularam uma resposta efetiva de
anticorpos especificos anti-Yersinia logo no inicio da infeccdo, mantendo-a
constante até o final da cinética de infec¢cdo. J& os animais C57BL/6 montaram uma

resposta mais tardia, no 28° dia. Isso pode sugerir uma menor producdo de
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anticorpos especificos anti-Yersinia ou uma maior utilizacdo dos anticorpos
produzidos e secretados pelos linfécitos B. Para IgM, observa-se que as duas
linhagens apresentaram um perfil semelhante de secrecdo de anticorpos pelas
células B, sendo que a producao pelos camundongos BALB/c foi sempre superior a
dos C57BL/6.

Através da andlise da resposta imune humoral, avaliada através das técnicas
de ELISPOT e ELISA, foi possivel verificar que nossos dados estdo de acordo com
agueles obtidos por Autenrieth et al. (1994). Esses autores analisaram a resposta
imune de camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados por via i.v com Y,
enterocolitica O:8, e observaram que a producdo de anticorpos Yersinia especificos,
incluindo I1gGl e IgG2a, foram comparaveis em ambas as linhagens de
camundongos. Somente no 21° dia foi observado um pico de producéo de anticorpos
especificos do is6tipo IgG2b no soro dos camundongos C57BL/6. No nosso trabalho
0 is6tipo 1gG2b apresentou-se elevado ja a partir do 14° dia p.i. nos camundongos
C57BL/6. O pico de producdo de IgG2a ocorreu logo no inicio da cinética de
infeccdo nos animais BALB/c (14° dia), enquanto que na linhagem C57BL/6, o pico
de produgé&o ocorreu no 28° dia .

Embora os niveis de citocinas no soro sejam um bom indicador da resposta
sistémica, eles podem nédo representar acuradamente o nivel de citocinas no
microambiente, como por exemplo, no tecido esplénico (DUBE et al. 2004). Em vista
disso, optamos por determinar o perfil de citocinas Thl e Th2 a partir de um
homogenado obtido do baco de 3 animais, do qual, posteriormente, isolamos 0s
linfocitos esplénicos.

Na tentativa de melhorar a detecgcdo das citocinas intracelulares, durante a
cultura dos esplendcitos utilizamos a brefeldina A, apés 4 h de cultura, devido ao seu

efeito inibitério na secrecdo de proteinas, o que permite um acumulo das citocinas
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no complexo de Golgi , produzindo um aumento do sinal que podera ser detectado
pelo citdmetro de fluxo (MORITA et al., 1998)

Os camundongos BALB/c infectados com Y. enterocolitica O:8 WA-2707,
apresentaram uma resposta de citocinas de perfil Th2, com predominio de citocinas
como IL-4 e IL-10 no 14° dia pos-infeccdo. No entanto, parece ter ocorrido uma
inversdo no perfil de citocinas no 21° dia pds-infeccdo com a elevacao da citocina
Thl TNF-a. Nestes animais observou-se ainda a regulacdo das citocinas proé-
inflamatorias pelo TGF-B, o qual apresentou-se elevado no inicio da infeccéo entre o
7° e 14° dias, com pico no 28° dia. A presenca de altos niveis das citocinas
regulatérias IL-10 e TGF- B, provavelmente, justifica a maior suscetibilidade dos
animais BALB/c a infecgéo por Yersinia.

Os animais C57BL/6 apresentaram um predominio de citocinas do tipo Thl,
como TNF-a e IFN-y, no 7°, 14° e 21° dias ap6s a infeccdo, em ambas as
populacbes de linfocitos T CD4+ e CD8+. Ocorreu uma elevagdo no perfil de
citocinas Th2 entre o 7° e 14° dias pdOs-infec¢do, o que poderia justificar os is6tipos
observados durante a ativacdo policlonal nestes animais. IL-10 apresentou-se
elevada nos camundongos C57BL/6 no 14° dia p.i. Apds o 14° dia, observou-se uma
gueda na producdo desta citocina o que pode estar relacionado a uma maior
estimulacdo na producdo da citocina antagonista IFN-y induzida por Yersinia. Um
fato importante foi a auséncia de produgcdo da citocina TGF-, mostrando que a
resposta imune da linhagem C57BL/6 ndo é influenciada por esta citocina
regulatoria.

Os resultados obtidos através da técnica de citometria sugerem que 0sS
animais BALB/c revelaram uma tendéncia a manutencdo de um padrdo Th2, embora
durante a cinética de infec¢do citocinas Thl também estiveram elevadas. Esse

padrdo seria responsavel pela inducdo de uma resposta imune humoral. Se
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pensarmos que a bactéria Y. enterocolitica pode se comportar como um patégeno
intracelular facultativo (AUTENRIETH et al.,, 1993), essa resposta humoral seria
ineficiente para a erradicagdo e controle da infeccdo, tornando os animais mais
suscetiveis.

Os animais C57BL/6, por outro lado, exibiram um padrdo de secrecdo de
citocinas voltadas para um perfil Thl durante a cinética de infec¢do, no entanto, da
mesma forma que nos animais BALB/c, houve picos de secrecéo de citocinas Th2,
mas de menor intensidade. Essa tendéncia levaria a elaboracdo de uma resposta
celular mais efetiva contra o patdgeno e consequentemente a eliminacdo da
bactéria, tornando os animais resistentes a infeccao.

Yin et al. (1997) teorizaram que o desenvolvimento da artrite reativa pode
resultar do fracasso em montar uma resposta Th1l efetiva contra o patdgeno no inicio
da infeccdo. Esses autores encontraram no fluido sinovial e na membrana sinovial
de pacientes com artrite reativa, um padrado Th2 de citocinas.

Estudos anteriores mostraram que camundongos C57BL/6 sdo resistentes
contra Y. enterocolitica enquanto camundongos BALB/c sdo suscetiveis
(HANCOCK et al., 1986). Camundongos BALB/c sdo maus produtores de IFN-y,
enquanto camundongos C57BL/6 sé&o bons produtores dessa citocina (BOHN &
AUTENRIETH, 1996). Administracdo 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 promocdo da
suscetibilidade de camundongos BALB/c a Yersinia. Pelo contrario, nos
camundongos C57BL/6, resistentes a infeccdo, a administracdo de IFN-y e
anticorpos anti-IL.-4 n&o afeta significativamente a yersiniose (BOHN &
AUTENRIETH, 1996). As duas linhagens de camundongos, resistentes e

suscetiveis, apresentam diferentes respostas a administracdo de IL-12. O
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tratamento dos camundongos resistentes com IL-12 aumentou o0 ndamero de
bactérias no baco e causou efeitos toxicos no figado (AUTENRIETH et al., 1994,
BOHN & AUTENRIETH, 1996). Além disso, foi demonstrado que o0s niveis
elevados de IFN-y, predominantemente dependentes de IL-12, produzidos por
células T CD4+ e células NK de camundongos C57BL/6 correlacionam-se com
resisténcia contra Yersinia, comparados com os camundongos BALB/c. 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).

A toxicidade de IL-12 é possivelmente mediada por TNF-a e IFN-y
(ORANGE et al., 1994; GATELY, 1994; OZMEN et al. 1994). Por outro lado, os
efeitos toxicos da IL-12 também poderiam ser explicados pela presenca de maiores
concentracbes de IL-10 nos camundongos BALB/c do que nos C57BL/6. IL-10 é
induzida por IL-12 e aquela, por sua vez, inibe a producao assim como os efeitos
mediados pela IL-12 (MORRIS et al., 1994). IL-10 parece agir antagonisticamente a
IL-12 durante yersiniose em camundongos BALB/c. Assim, a adicdo de IL-10 as
culturas de esplendcitos diminui, enquanto anticorpos anti-IL.-10 aumentam, a
producdo de IFN-y induzida por Yersinia. Esta relacdo n&o foi encontrada em
camundongos C57BL/6 e possivelmente reflita a baixa resposta de IFN-y, mais do
gue uma producdo excessiva de citocinas antagonistas tais como IL-10 em
camundongos BALB/c (BOHN & AUTENRIETH, 1996). Os autores demonstraram
gue, ao menos ao nivel de expressao de mRNA, camundongos C57BL/6 produzem
mais IL-10 do que os BALB/c (BOHN et al., 1994). Além disso, possivelmente
outras citocinas antagonistas, como por exemplo, TGF-f ou IL-4, possam ser
responsabilizadas pelos diferentes efeitos da IL-12 em camundongos BALB/c e

C57BL/6 (BRUNDA, 1994; SCHMITT et al., 1994; HUNTER et al., 1995).
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Yin et al. (1997) verificaram que células mononucleares do fluido sinovial de
pacientes com artrite reativa provocada por Y. enterocolitica, Clamydia trachomatis
ou Salmonella enteritidis, frente a estimulacgdo com a bactéria especifica,
secretavam baixas quantidades de IFN-y e TNF-a, mas altas quantidades de IL-10.
Essa citocina era responsavel pela supressdo de IFN-y e TNF-a. A adicdo de
anticorpos neutralizantes anti-IL-12 as culturas de mondcitos, abolia completamente
os efeitos da IL-10, sugerindo que a inibicdo das citocinas Thl pela IL-10 seria
mediada através de supressdo da sintese de IL-12. IL-12 exégena aumentava
claramente a secrecdo de TNF-a e IFN-y .

Outros trabalhos evidenciaram variacdes na suscetibilidade de camundongos
a infeccdo por Yersinia, e esta suscetibilidade parece ser dependente da producao
de IFN-y (AUTENRIETH et al, 1994; HANCOCK et al, 1986).

Autenrieth et al. (1994) verificaram que em camundongos BALB/c, suscetiveis
a infeccdo por Y. enterocolitica, niveis detectaveis de IFN-y s6 podiam ser
encontrados apos o 21° dia de infeccdo. Esses autores propuseram que a
suscetibilidade destes camundongos a Yersinia poderia ser devida a uma fraca e
demorada resposta de células T Yersinia-especificas, quando comparada com
aquela observada em camundongos resistentes.

Foi bem demonstrado que o TNF-a e o IFN-y sdo importantes mediadores da
resposta inflamatéria do hospedeiro a infeccdo com microrganismos intracelulares
facultativos como Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium e Y.
enterocolitica. Ambas citocinas sdo produzidas endogenamente na fase primaria da
infeccdo com esses patégenos (AUTENRIETH & HEESEMANN, 1992). Essas
citocinas séo cruciais em limitar a severidade da infeccao por Yersinia, sendo que a

inibicdo dessas, consequentemente, aumenta a habilidade da Yersinia em se
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multiplicar no hospedeiro (AUTENRIETH & HEESEMANN, 1992; NAKAJIMA &
BRUBAKE, 1993).

Particularmente em infecgbes com bactéria intracelular facultativa, um
tratamento com anticorpo anti-TNF-a ndo apenas prejudicou a formacdo de
granulomas, uma marca registrada da imunidade mediada por células, mas tambéem
permitiu uma proliferacdo massiva do organismo infectante (KINDLER et al., 1989;
MIELKE et al., 1992). Isto sugere que a habilidade de inibir TNF- a é vantajosa para
0 patégeno.

Foi demonstrado que um sinergismo entre TNF-a e IL-2 € essencial para
desencadear toxicidade induzida por IL-12. Do mesmo modo, a administracdo de
IL-12 produziu niveis elevados de TNF-a em células esplénicas estimuladas com
antigeno de Yersinia (“heat killed Yersinia”, HKY) de camundongos C57BL/6
infectados com a bactéria (GATELY et al., 1994; ORANGE et al., 1994; OZMEN et
al., 1994; ORANGE et al., 1995).

Dessa forma, uma vez que, TNF-a e IFN-y agem conjuntamente como
importantes mediadores da resposta inflamatoria, torna-se claro que a “simples”
interferéncia no processo de fagocitose da bactéria altera toda a resposta
dependente dessas citocinas.

Em véarios modelos de infeccdo, foi demonstrado que TGF-B neutraliza a
resisténcia mediada por IL-12. TGF-B € uma molécula imunorreguladora a qual
inibe ativacdo de macréfagos (NELSON et al., 1991; POWRIE, 1995) e a geragéo e
atividades citoliticas de células T citotdxicas, células NK e células K ativadas por
citocinas (KEHRL et al., 1986; ROOK et al., 1986; RANGES et al., 1987). O efeito
imunossupressor do TGF- parece ser causado por inibicdo da producao de IFN-y,
TNF-q, IL-1, IL-2 e IL-12 (ESPEVIK et al., 1987; RANGES et al., 1987; HUNTER et

al., 1995). TGF-B exerce um papel importante na progressao de infec¢cdes por
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Mycobacteria avium (DENIS & GHADIRIAN, 1991), Leishmania amazonensis
(BARRAL et al, 1993), L. braziliensis (BARRAL NETTO et al, 1992; BARRAL et al,
1993), Trypanosoma cruzi (SILVA et al., 1991) e Toxoplasma gondii (HUNTER et
al., 1995). Por outro lado, TGF-3 exerce um papel benéfico na resisténcia adquirida
contra infecgcbes por Candida albicans (SPACCAPELO et al, 1995) e L.
monocytogenes (NAKANE et al., 1996).

Em infecgBes por Leishmania, a deplecdo de célula T CD4+ aumentou a
expressao tissular de iINOS em camundongos BALB/c suscetiveis para um nivel
comparavel ao dos camundongos resistentes C57BL/6 (STENGER et al., 1994).
Além disso, foi sugerido que uma relativa falta de INOS em camundongos
suscetiveis poderia ser devida a uma maior expressdao de TGF-B nos tecidos dos
camundongos suscetiveis em relacéo aos resistentes (STENGER et al., 1994).

Na infecgao experimental por Yersinia, a administragdo de TGF-3 aumentou
a resisténcia contra a bactéria em camundongos resistentes, mas nao teve impacto
no curso da infeccdo em camundongos BALB/c. A administracdo de IL-12 mais
TGF-B tornou os camundongos C57BL/6 mais resistentes a infeccédo pela Yersinia
e aboliu os efeitos toxicos da IL-12 (BOHN et al., 1998).

As citocinas inibitérias IL-10 e TGF-f sao importantes na homeostase da
resposta imune. Trabalhos realizados por Kihn et al. (1993) e Shull et al. (1992),
mostraram que camundongos deficientes em IL-10 desenvolveram enterocolite,
que foi mediada por células Thl, e camundongos deficientes em TGF-B
desenvolveram uma doenca inflamatéria multifocal com manifesta¢cées autoimunes,
incluindo a producéo de autoanticorpos.

Estudos “in vitro” demonstraram que TGF-B1 pode inibir a proliferacdo de
células B, secrecdo de anticorpos e expressao de moléculas de superficie,

incluindo receptores de antigeno. Isso também estimula a expressdo de MHC



59

classe Il e induz a diferenciacdo dos linfécitos em células secretoras de IgA
(LETTERIO & ROBERTS, 1998).

Segundo Bohn et al (1998), o TGF-f3 teve um efeito oposto a IL-12 através
de uma regulacdo negativa moderada da producdo de TNF-a, sugerindo que em
camundongos resistentes, os quais induzem uma forte resposta Thl, deve haver
um déficit nos mecanismos imunorreguladores negativos. Portanto, especula-se
gue tanto a toxicidade induzida por IL-12, mediada por TNF-a, quanto a protecao
induzida por IL-12, mediada por IFN-y, possam ser balanceadas por TGF-B, o que
parece ser critico para se obter uma Gtima resposta imune contra Yersinia.

De modo geral, nos animais BALB/c e C57BL/6, infectados e controles,
observamos uma prevaléncia da populagéo de linfocitos secretores T CD4+. Esse é
um outro fator que pode contribuir para explicar a maior suscetibilidade dos
camundongos BALB/c a infeccdo, uma vez que essa populagcdo promove a
eliminacdo de Y. enterocolitica em camundongos C57BL/6 e exacerba a infecgao em
camundongos BALB/c (BOHN & AUTENRIETH, 1996).

Resultado semelhante, quanto a prevaléncia de células CD4+, foi observado
por Autenrieth e colaboradores (1992). Neste trabalho 95% das células viaveis de
camundongos C57BL/6 eram L3T4+ (CD4+) e apenas 5% eram Lyt2+ (CD8+).

Durante a cinética de infeccdo observamos o aparecimento de granulomas e
abcessos purulentos no baco, figado e pulmdes, bem como a morte dos animais ao
redor do 14° e 21° dia apos a infec¢do, tanto nos animais BALB/c quanto nos C57
BL/6. Macroscopicamente, em particular o bagco, mostrou varios granulomas e
abcessos e seu tamanho aumentou cerca de 5 a 6 vezes em relacdo aos animais
controles, tanto na linhagem BALB/c quanto na C57BL/6.

Esses resultados estdo em conformidade com os trabalhos existentes na

literatura (AUTENRIETH et al., 1993; HANDLEY et al., 2004). Nestes trabalhos os
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autores verificaram que, apO0s a inoculacdo intravenosa dos animais com Y.
enterocolitica observou-se um aumento do nimero de bactérias no baco, figado e
pulmdes na fase inicial da infeccdo (1 a 7 dias), estando estes 6rgdos bastante
comprometidos pela infeccdo. Na fase tardia, os camundongos BALB/c
apresentaram um maior envolvimento dos pulmdes e morreram entre o 10° e 14°
dias p.i. em consequéncia dos abcessos pulmonares, enquanto os camundongos
C57BL/6 foram capazes de se recuperar da infecgcdo, mostrando que a eliminagao
da bactéria pode ser critica para a sobrevivéncia. O trabalho de Autenrieth et al.
(1993) revelou ainda a presenca macica das populacdes celulares de macrofagos
Mac-1, linfécitos T CD4+ e CD8+, no entanto o influxo das respectivas populacdes
celulares foi consideravelmente diferente nas duas linhagens. Durante a fase inicial
da infeccao, células T CD4+ predominaram dentro das lesdes granulomatosas dos
BALB/c, enquanto macrofagos Mac-1, mondcitos e granuldcitos eram mais
freqUentes nas lesdes dos animais C57BL/6, 0s quais apresentaram um acumulo de
linfécitos T CD8+ ao redor do 3° dia p.i. Poucos linfocitos T CD8+ foram detectados
nas lesbes dos camundongos BALBI/c.

Nossos resultados demonstraram que Y. enterocolitica WA-2707 foi capaz de
promover a ativacao policlonal de linfocitos B, com predominio dos isotipos 1gG2a e
IgG3 na linhagem suscetivel e IgG2a na linhagem resistente a infeccdo, o que
condiz com o diferente perfil de citocinas regulatérias e pro-inflamatérias observado
nestas linhagens de camundongos. O perfil montado pelos animais resistentes e
suscetiveis parece ter uma funcéo crucial no estabelecimento do curso da infeccao.
Nos animais BALB/c, o perfil Th2, definido pelo predominio das citocinas IL-4, IL-10
e TGF-B, citocinas estas antagonistas, contribuiu para que a infeccdo se tornasse
persistente, promovendo assim a exacerbacédo da infeccdo. O aumento de IL-10

observado nesta linhagem de camundongos favoreceu a inibicdo de uma resposta
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Thl, o que provavelmente diminuiu a acdo do IFN-y produzido por macréfagos
ativados, células efetoras importantes na resposta protetora do hospedeiro a
bactéria. Nos camundongos C57BL/6 estabeleceu-se um perfil Thl a partir do 7° dia
p.i., com predominio de TNF-a e IFN-y, 0s quais parecem inibir as respostas Th2,
além de favorecer a ativacao de células T CD4+.

A producdo de TGF-B, considerada uma molécula inibitéria, por parte dos
animais suscetiveis e a auséncia de producdo nos animais resistentes, € um outro
importante fator de regulacdo da resposta imune do hospedeiro. A acdo desta
citocina na yersiniose experimental murina parece estar relacionada a
suscetibilidade e exacerbacdo da infeccdo nos animais BALB/c, por inibir as
respostas protetoras do perfil Thl de secrecdo de citocinas, além de inibir outros
mecanismos importantes de defesa do hospedeiro infectado, como a ativacdo de
células citotoxicas.

Apesar dos nossos resultados mostrarem uma tendéncia a montagem de um
padrdo de citocinas Thl nos animais C57BL/6 e um padrdo de citocinas Th2 nos

animais BALB/c, nao foi possivel estabelecer claramente essa polarizacao.
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VI - Conclusdes

1- A infeccdo experimental das linhagens BALB/c e C57BL/6 com Yersinia
enterocolitica O:8 WA-2707 foi capaz de induzir a ativagéo policlonal de linfocitos B.
2- Os camundongos BALB/c desenvolvem uma resposta imune celular com uma
maior producéo de citocinas inibitérias como IL-4, IL-10 e TGF-(3.

3- Os camundongos C57BL/6 desenvolvem uma reposta imune celular com uma
maior producéo de citocinas pro-inflamatorias, TNF-a e IFN-y.

4- As citocinas IL-10 e TGF-B parecem favorecer a progressao da infec¢cdo por
Yersinia nos animais BALB/c.

5- N&o foi possivel estabelecer claramente uma polarizacao Thl ou Th2 nos animais

infectados BALB/c e C57BL/6.
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