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RESUMO

No modelo murino de infeccdo experimental por Yersinia enterocolitica, a resposta Th1
com macrofagos ativados é importante para recuperagdo e imunidade. A via utilizada
pelos macrofagos para metabolizar a arginina, pode influenciar a resposta inflamatodria
de diferentes maneiras. Macréfagos de camundongos C57BL/6 utilizam a arginina
preferencialmente pela via 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), o que caracteriza um
perfil M1 (via destrutiva), enquanto que macréfagos de camundongos BALB/c fazem
preferencialmente a via arginase, o que caracteriza um perfil M2 (via construtiva). O
objetivo deste estudo foi verificar a influéncia da infeccdo por Y. enterocolitica na
modulacdo de macrofagos M1 e M2 em camundongos suscetiveis (BALB/c) e
resistentes (C57BL/6). Camundongos de ambas as linhagens foram infectados com Y.
enterocolitica O:8 WA 2707. Células do lavado peritoneal e células esplénicas foram
retiradas no 1°, 3° e 5° dia pos-infeccdo. Em cultura de macrofagos foi verificada a
atividade das enzimas iINOS e arginase, medidas por seus produtos NO/citrulina e
ornitina, respectivamente, e a produgcdo de TGFB-1. Em cultura de linfécitos foram
verificadas as respostas Th1 e Th2, avaliadas pela produgéo das citocinas IFN-y e IL-4.
No 1° e 3° dia ap6s infecgdo com Y. enterocolitica, os macrofagos de camundongos
C57BL/6 aumentaram a producdo de NO/citrulina e ndo produziram TGFB-1; enquanto
que os macréfagos de BALB/c aumentaram a producao de ornitina e de TGFB-1. Os
linfécitos de C57BL/6 aumentaram a produgdo de IFN-y e ndo produziram IL-4,
enquanto que os BALB/c apresentaram um aumento mais discreto nos niveis de IFN-y e
produziram IL-4 no 5° dia pods-infecgcdo. Assim, na fase inicial, a infeccao por Y.
enterocolitica estimulou em camundongos C57BL/6, preferencialmente, a modulagéo de
macréfagos M1 e linfocitos Th1; em camundongos BALB/c, preferencialmente a
modulagdo de macréfagos M2 e linfécitos Th2. Nos BALB/c, esta infeccdo também
pode levar a modulagdo de macrofagos M1, porém mais tardiamente (5° dia). A
populagdo predominante de macrofagos (M1 ou M2) nos primeiros dias da infecgao
parece ser importante na determinagcdo da suscetibilidade ou resisténcia a Y.

enterocolitica. Palavras chaves: macrofagos, iINOS, arginase, Yersinia enterocolitica.



ABSTRACT

In experimental murine Yersinia enterocolitica infection, Th1 response with activated
macrophages is important for recovery and immunity. The pathway macrophages utilize
to metabolize arginine can alter the outcome of inflammatory in different ways.
Macrophages from C57BL/6 mice preferentially use the arginine by inducible nitric oxide
synthase (iNOS) pathway, characterizing M1 profile (constructive via), while
macrophages of BALB/c mice preferentially make the arginase pathway, characterizing
M2 profile (destructive via). The objective of this study was to verify the modulation of Y.
enterocolitica infection in M1 and M2 macrophage modulation in susceptible (BALB/c)
and resistant (C57BL/6) mice. Both strains of mice were infected with Y. enterocolitica
0:8 WA 2707. Peritoneal macrophages and spleen cells were obtained on days 1, 3
and 5 post infection. We verified the INOS and the arginase activities in macrophage
cultures, measured by their NO/citruline and ornithine products, respectively. The TGF
B-1 production was also measured in supernatants of macrophage cultures. The Th1
and Th2 responses were evaluated in supernatants of lymphocyte cultures, by IFNy and
IL-4 production. In the 1% and 3" day after infection with Y. enterocolitica, macrophages
from C57BL/6 mice increased their NO/citruline production and they didn't produce TGF
B-1 ; while macrophages from BALB/c mice increased their ornithine and TGF (-1
production. The lymphocytes from C57BL/6 mice increased their IFNy production and
didn't produce IL-4, while BALB/c showed a discreet increase in the IFNy levels and
produced IL-4 in the 5™ day post-infection. Our results suggest that in the early phase of
infection (1. and 3. day), Y. enterocolitica preferentially stimulated in C57BL/6 mice
M1 macrophage and Th1 lymphocyte modulation and in BALB/c mice, M2 macrophage
and Th2 lymphocyte modulation. This infection also stimulated in BALB/c mice M1
macrophage modulation, however long after infection (5". day). The M1 or M2
predominant macrophage population at the 1% and 3 day of infection seems to be

important in determining Y. enterocolitica susceptibility or resistance.

Key words: macrophages, iNOS, arginase, Yersinia enterocolitica.
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1. INTRODUGAO

O pioneiro no estudo da imunidade celular foi Elie Metchnikoff (1883), ao
observar que certas células sanguineas (leucdcitos) eram capazes de englobar e
destruir materiais estranhos como bactérias, trabalho que foi a base da teoria da
imunidade celular (1892), hipotese que gerou muita oposicao, particularmente dos
cientistas que preconizavam serem apenas os fluidos corporais e substancias soluveis
do sangue (anticorpos) capazes de destruir microrganismos invasores (teoria da
imunidade humoral). Embora a teoria humoral tenha prevalecido durante os 50 anos
seguintes, na década de 1940 cientistas comegaram a reexaminar o papel das células
na defesa contra infeccbes. A teoria de Metchnikoff foi retomada quando aspectos de
ambas as escolas (celular e humoral) se integraram para a compreensao moderna da
imunidade (SILVERSTEIN, 1989).

Durante varias décadas os macréfagos foram considerados células secundarias
do sistema imunolégico (SILVERSTEIN, 1989) e, consequentemente, muito pouco
estudados quando comparados aos linfécitos. Embora os imunologistas celulares das
décadas de 60 e 70 ja reconhecessem que a ativagdo de macrofagos era fundamental
para a resisténcia as infecgbes por patogenos intracelulares (MACKANES, 1971), esta
ativacdo era considerada totalmente dependente de células T e, portanto, os
macrofagos tinham fungéo acessoéria no processo.

Na filogenia, os linfécitos desenvolveram especificidade no reconhecimento de
estruturas (HOFFMAN et al., 1999). A idéia de linfocentricidade do sistema imune é

reforcada pelo fato de que roedores e humanos deficientes em linfocitos, sucumbem
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rapidamente as infecgdes. Nas décadas de 80 e de 90, desenvolveu-se o paradigma no
qual linfécitos T controlam o tipo de resposta imune, pelo perfil de citocinas que
secretam (MOSMANN e COFFMAN, 1989; O GARRA e MURPHY, 1994). As
respostas imunes caracterizadas pela producao de IFN-y por linfécitos T, que causam
ativacdo de macrofagos, sdo chamadas Th1. As respostas imunes associadas com a
producao de IL-4, IL-5 e IL-10 por linfécitos T, que inibem a ativagcdo de macrofagos e
estimulam a producao de anticorpos, sdo chamadas Th2. A infeccdo experimental de
camundongos C57BL/6 e BALB/c por Leishmania major € um modelo tipico de
respostas Th1 e Th2 (HSIEH et al.,, 1995). Na leishmaniose experimental células T
CD4" de camundongos C57BL/6 (resistentes) expressam altos niveis de RNAm do
inteferon-y (IFN-y) e o RNAm da interleucina-4 (IL-4) é indetectavel, enquanto que
células T CD4" de camundongos BALB/c (suscetiveis) expressam niveis elevados de
RNAm da IL-4, e muito pouco RNAm do IFN-y (HEINZEL et al., 1989; HEINZEL et al.,
1991). Portanto, o IFN-y, produzido por células Th1, controla a leishmaniose, pois ativa
macrofagos para produgao de 6xido nitrico (NO), matando o parasita, enquanto que a
IL-4, produzida por células Th2, leva a progressdao da doenga, pois suprime 0s
mecanismos microbicidas dos macrofagos (HEINZEL et al., 1991). Varios estudos
mostraram que macrofagos de linhagens de camundongos com perfil Th1 sdo mais
facilmente ativados para produgdo de NO do que os macrofagos de linhagens com
perfil Th2 (LIEW et al., 1991; STENGER et al., 1994; DILEEPAN et al., 1995).
Chakkalath e Titus (1994) sugeriram que a capacidade de gerar respostas Th1 ou Th2

nao depende exclusivamente de linfocitos T e que os macrofagos podem determinar o
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tipo de resposta, em estudo onde macrofagos infectados com Leishmania major,
mostraram capacidade aumentada de estimular preferencialmente resposta Th2.

Estudos relacionados com a regulagéo da diferenciagéo de linfécitos Th1 e Th2
publicados em 1999 relataram que células dendriticas tém potencial para regular a
diferenciacéo de linfécitos T em fendtipos predominantes Th1 e Th2 (KALINSKI et al.,
1999; MALDONATO-LOPES et al., 1999; PULENDRAN et al., 1999; RISSOAN et al,
1999). A diferenca na produgdo precoce de interleucina-12 (IL-12) por células
dendriticas pode influenciar a resisténcia ou suscetibilidade de camundongos C56BL/6
e BALB/c a Listeria monocytogenes (LIU et al., 2000). Sendo os macréfagos
precursores das células dendriticas, estes também podem influenciar a resposta de
linfécitos (BANCHEREAU e STEINMAN, 1998).

O estudo de Mills et al. (2000) forneceu evidéncias que reforcam os postulados
de que macréfagos de linhagens de camundongos com perfil Th1 e Th2, por eles
denominados M1 ou M2, influenciam de formas diferentes as respostas adaptativas
posteriores (Th1, Th2). Os macréfagos M1 apresentam uma resposta caracterizada
pela produgédo predominante de 6xido nitrico em resposta ao lipopolissacarideo (LPS)
ou IFN-y exdgeno, enquanto que macréfagos M2 produzem preferencialmente o fator
transformador de crescimento B1 (TGF-B1). Macrofagos M1 e M2 podem nao
representar apenas diferentes estados de ativacdo celular, mas sim células
expressando diferentes programas metabdlicos.

Os macréfagos sao ceélulas essenciais na defesa do hospedeiro,

desempenhando varios papéis além de efetor microbicida (NATHAN e HIBBS, 1991),
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atuando como célula apresentadora de antigeno (UNANUE, 1984), no reparo de tecidos
(LEIBOVICH e ROSS, 1975) e na angiogénese (FOLKMAN e KLAGSBRURN, 1987).

As moléculas microbianas ativam os macrofagos, que possuem receptores para
varios componentes bacterianos comuns, como os receptores semelhantes a Toll (TLRs
- Toll-like receptors). Os TLRs sao receptores ancestrais que conferem especificidade
ao sistema imune inato, pelo reconhecimento de padrbées moleculares comuns
associados aos patogenos (Pathogen-associated molecular patterns - PAMPS)
(MEDZHITOV e JANEWAY, 1997). TLR4 tem funcéo de receptor de lipopolissacarideo
(LPS), um componente integral da membrana externa das bactérias Gram-negativas
(TAKEUCHI et al, 1999). TLR2 é especializado no reconhecimento de lipoproteinas de
diversas espécies bacterianas (ALIPRANTIS et. al., 1999). TLR6, juntamente com
TLR2, reconhece zimosan e peptideoglicano (OZISKY et al., 2000; TAKEUCHI et al,
2001). TLR9 e TLRS reconhecem DNA bacteriano (HEMMI et al., 2000) e flagelina
(HAYASHI et al., 2001), respectivamente.

A presenca de bactérias Gram-negativas € detectada por TLR-4 pela sua
associagao com a proteina de membrana CD14, a qual € um receptor para o LPS
ligado a sua proteina ligadora de LPS (LPS binding protein - LBP) (TAKEUCHI et al.,
1999). Diferentes TLRs, assim como diferentes combinagbes de TLRs podem ser
utilizadas pelas células do sistema imune para reconhecer a grande variedade de
PAMPs encontrada nos patégenos (AKIRA et al., 2001). TLR4 reconhece o LPS de
Yersinia, porém outros PAMPs associados a Yersinia podem contribuir para a resposta
de sinalizagao do TLR-4 dos macrofagos a bactéria. Outros receptores, além do TLR-4
podem estar envolvidos na estimulagdo da resposta a Yersinia e isto € sugestivo de

uma hierarquia nos receptores de verificacdo de padrao (Pattern recognition receptors -
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PRRs) do sistema imune para o reconhecimento de patégenos Gram-negativos,
entretanto, sdo necessarios novos estudos para identificar PRRs adicionais e as
complexas relagdes entre as subfamilias de PRRs (ZANG e BLISKA, 2003).

No inicio de uma infecgdo, macréfagos e células dendriticas sao ativados via
TLRs e outros receptores envolvidos no reconhecimento de patéogenos e/ou seus
produtos. Esta ativacéo induz a producgao de citocinas pro-inflamatérias, inclusive fator
de necrose tumoral-a. (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-12 (IL-12), que iniciam
uma série de eventos, promovendo a prote¢cado contra infecgbes (imunidade inata) e
levando a imunidade adaptativa. A resposta inflamatéria € eventualmente abolida por
citocinas antiinflamatérias, especialmente a interleucina-10 (IL-10). Estes mecanismos
reguladores promovem a homeostasia e proporcionam tolerancia ao choque séptico
(revisto por BRUBAKER, 2003).

Os macréfagos podem ser ativados tanto para a defesa como para o reparo
tecidual (ALBINA et al., 1990). Quando utilizam a arginina pela via 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS), produzindo NO e citrulina (via destrutiva), estdo empenhados na
defesa (ADAMS e HAMILTON, 1984; NATHAN e HIBBS, 1991), enquanto que quando
utilizam a arginina, via arginase, produzindo ornitina e uréia (via construtiva), estao
envolvidos na cicatrizagdo de feridas (WILLIAMS-ASHMAN e CANELLAKIS, 1979;
NATHAN e HIBBS, 1991; WU e MORRIS, 1998). A via utilizada pelos macréfagos para
metabolizar a arginina pode influenciar a resposta inflamatéria de diferentes maneiras

(MILLS et al., 2000).
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Figura 1 — Vias metabdlicas da arginina e propriedades funcionais de macrofagos M1 e
M2. Macréfagos polarizam e adquirem diferentes propriedades funcionais em resposta a
sinais do ambiente. Macrofagos estimulados por IFN-y e LPS sao polarizados a M1,
potencializando suas propriedades citotoxicas e anti-tumorais, enquanto que macréfagos
M2 (induzidos por IL-4 e IL-13, imunocomplexos e agonista de TLR/IL-1R ou IL-10) estédo
relacionados com a morte de parasitas, imunossupressdo e remodelamento tecidual.
Abreviagodes: IFN- y interferon-y, LPS lipopolissacarideo, TNF fator de necrose tumoral, IL
interleucina, IC imunocomplexos, TLR receptor semelhante a Toll, TGF-p fator
transformador do crescimento-B, RNI reativos intermediarios do nitrogénio, ROI reativos

intermediarios do oxigénio, LTH1 linfocitos Th1, LTH2 linfocitos Th2. Adaptado de
Mantovani et al. (2004).
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Macréfagos ativados para a defesa (macrofagos inflamatoérios) podem ser
caracterizados pelo aumento das fungbes microbicida e citotoxica, que estao
diretamente relacionadas com as vias metabdlicas que envolvem as enzimas NADPH-
oxidase/mieloperoxidase (MPO), NO-sintase (NOS) e indolamina-desidrogenase (IDO).
O primeiro produto formado pela acdo da NADPH-oxidase é o superoxido, a partir do
qual se forma peroxido de hidrogénio, que por agado da MPO, origina acido hipocloroso,
o qual reage com aminas formando cloraminas, ou com o peroxido de hidrogénio,
formando oxigénio singlete. Ha ainda a possibilidade da formacao de radicais hidroxilas
pela reagdo de Haber-Weiss. A NO-sintase do macréfago ativado (iNOS), converte a L-
arginina em oxigénio e N-hidroxil-L-arginina, que posteriormente resulta em citrulina e
NO (NATHAN e SHILOH, 2000; BOGDAN, 2001).

Trés genes que codificam a NO sintase sdao expressos como enzimas em
mamiferos (MICHEL et al., 1996): NOS1 (nNOS ou ncNOS, clonada de neurbnios),
NOS2 (iNOS, clonada de macréfagos) e NOS3 (cNOS ou ccNOS, clonada de células
endoteliais). Geralmente a expressdo de NOS1 e NOS3 é constitutiva e estas
desempenham fungbes fisioldogicas em hospedeiros saudaveis, enquanto que a
expressao de NOS2 (iNOS) é induzida durante inflamacao e infecgdo (MACMICKING et
al., 1997).

As trés vias metabdlicas (NADPH-oxidase/MPO, iNOS e IDO) interagem,
gerando moléculas altamente téxicas para microrganismos (NATHAN e SHILOH, 2000).
A IDO, que também ¢ induzida por IFN-y ou LPS, catabolisa o triptofano em quineurina

e outros compostos biologicamente ativos. O efeito antimicrobiano da IDO tem sido
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atribuido a deplegcao de triptofano, que seria essencial para proliferagcdo de
microrganismos intracelulares (MELLOR e MUNN, 1999).

Uma das consequéncias da ativagao de macrofagos é a imunossupressao, pois
durante a ativacdo dos macrofagos, séao formados NO e mondxido de carbono (CO),
que possuem propriedades imunossupressoras (LEE e CHAU, 2002). Além destas
moléculas, também é induzida a expressao da IDO, que tem a capacidade de inibir as
células T, especialmente células T auto-reativas. Munn et al. (1998) demonstraram que
a expressao de IDO na placenta é responsavel pela auséncia de rejeicao do feto semi-
alogénico pelas células T maternas. Em altas concentragées, NO pode inibir
praticamente todas as células do sistema imune (células T e B, macréfagos, células
dendriticas, neutrdfilos, eosindfilos e mastdcitos) via indugao de apoptose ou inibigao de
fatores de transcrigdo, citocinas, proteina quinases, expressdo de moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (Major histocompatibility complex - MHC) e
também da migracdo de células ao tecido inflamado, por inibicgdo das moléculas de
adesao ao endotélio (BOGDAN, 2001; SCHINDLER e BOGDAN, 2001).

A via metabdlica da hemeoxigenase-1 (HO-1), que também é conhecida como
proteina do choque térmico (hsp-92), converte hemoglobina em biliverdina, ferro e
monoxido de carbono (CO). O CO é um potente agente antiinflamatério, pois inibe a
producao de citocinas pro-inflamatérias e NOS2 induzida por LPS (LEE e CHAU, 2002).

Macréfagos ativados para o reparo tecidual utilizam preferencialmente uma via
alternativa no metabolismo da arginina, catalisada pela enzima arginase, que leva a
formacao de ornitina e uréia. Isto faz sentido para um processo construtivo como a
cicatrizacao de feridas, pois 0 excesso de NO inibe a replicagao celular e a cicatrizacao,

enquanto que a ornitina pode promover tais processos por ser um precursor das
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poliaminas e do colageno (NATHAN e HIBBIS, 1991; WU e MORRIS, 1998). A ornitina
também atua como precursor da prolina na cicatrizagdo de feridas (ALBINA et al.,
1993). Anfibios e mamiferos expressam duas isoformas de arginase, arginase | e
arginase |l (revisto por JENKINSON et al., 1996). A arginase | € uma enzima induzivel,
mas que € expressa exclusivamente no figado, e atua na forma trimérica (KANYO et al.,
1996). A arginase Il é uma enzima mitocondrial, amplamente distribuida nos tecidos,
principalmente nos rins, glandulas mamarias, prostata, intestino delgado e cérebro. A
arginase induzivel nos macréfagos murinos € a isoforma I. A isofroma extra-hepatica,
arginase ll, é constitutivamente expressa em macréfagos (MUNDER et al., 1999).

Yersinia enterocolitica € uma bactéria Gram-negativa, patogénica para
humanos, causando enterite e linfadenite mesentérica (CORNELIS et al., 1987,
HEESEMANN et al., 1993). Em individuos imunocomprometidos, podem ocorrer
infeccdes sistémicas, incluindo microabscessos e lesbes granulomatosas no figado e
baco (BOUZA et al., 1980). Alguns pacientes podem desenvolver poliartrite, tireoidite e
doenca de Reiter apds infecgdes por Y. enterocolitica (BOTTONE, 1977). A artrite
reativa pode se desenvolver entre uma a trés semanas apos a infecgao, variando de
uma artralgia leve a poliartrite severa, que geralmente regride dentro de poucas
semanas ou meses. Um subgrupo desses pacientes (10%) desenvolve uma artrite
inflamatadria crénica (LEIRISALO-REPO e SUORANTA, 1988).

O modelo murino de yersiniose estabelecido por Carter (CARTER e COLLINS,
1974) é o mais conveniente e mais amplamente utilizado para investigar a interagao
deste microrganismo com o hospedeiro, pois a infeccdo em camundongos € muito
semelhante a dos humanos (CARTER, 1975). No modelo murino de infec¢ao foi

demonstrado que Y. enterocolitica é capturada por células M, localizadas dentro do
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epitélio associado ao foliculo das placas de Peyer (HANSKI et al., 1989; AUTENRIETH
et al.,, 1996). Subsequentemente, a bactéria coloniza as placas de Peyer e pode
eventualmente se disseminar via linfatica, e pela corrente sanguinea para os linfonodos,
figado, pulmbes e bacgo. Andlises histolégicas e imunohistolégicas sugerem que os
mecanismos inatos do hospedeiro, incluindo leucdcitos polimorfonucleares e
macrofagos estdo envolvidos no controle da Y. enterocolitica nas placas de Peyer
(AUTENRIETH et al.,, 1996). A resolugédo da infeccdo envolve ainda células
exterminadoras naturais (NK - Natural killer) e a ativagcdo de respostas imunes
adaptativas, incluindo células T CD4" e CD8" (AUTENRIETH et al., 1992; AUTENRIETH
et al., 1993b; BOHN e AUTENRIETH, 1996).

A resposta protetora do hospedeiro a yersiniose € mediada por varias citocinas
pro-inflamatorias. Foi demonstrado pela administracdo de anticorpos neutralizantes in
vivo e pela infeccdo de camundongos deficientes em citocinas, que fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), IL-12, IL-18 e IFN-y sdo essenciais para resolugéo da infeccao
por Yersinia, sugerindo que os macréfagos ativados por citocinas sdo provavelmente
os efetores finais no controle do patégeno (BOHN e AUTENRIETH, 1996; BOHN et al.,
1998a; BOHN et al., 1998b).

Diferentes tipos de células reguladoras tém sido descritas incluindo células T
CD4" CD25" (Treg), células Th3 produtoras de TGF-B, células Tr1 produtoras de IL-10
e células T CD8" CD28" (MALOY e POWRIE, 2001). Diferentes citocinas podem
regular negativamente tanto a resposta imune normal quanto as respostas auto-
imunes. TGF-B, IL-10 e IL-4, produzidas por células Th3 sdo consideradas moléculas

inibitérias (LETTERIO e ROBERTS, 1998). TGF-B e IL-10 inibem tanto respostas
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mediadas por células Th1 quanto por Th2 in vivo. IL-4 parece regular negativamente
varias doengas auto-imunes mediadas por células Th1, enquanto, IFN-y, parece inibir
as respostas mediadas por células Th2 (MALOY et al, 2003). Entretanto, o papel
imunorregulatério de TGF-B ainda nao esta totalmente esclarecido. TGF-f pode
contribuir tanto para formagao do foco inflamatério como para resolugdo da reagao
inflamatoria aguda e restauragdao da homeostasia (LETTERIO e ROBERTS, 1998). Ha
dados contraditérios relatados sobre a influéncia de TGF-Bf nas respostas Th1,
indicando que esta citocina pode estimular (FARGEAS et al., 1992; NAGELKERKEN
et al., 1993) ou regular negativamente o desenvolvimento de células Th1 (HOHEN et
al., 1995). Mondcitos/macrofagos secretam TGF-3, que pode regular varias de suas
atividades, ativando e desativando a expressao de citocinas, receptores, moléculas de
adesao e também de pequenas moléculas efetoras como reativos intermediarios do
oxigénio e 6xido nitrico (BOGDAN e NATHAN, 1993).

A imunidade inata, mediada por fagoécitos e componentes do complemento,
representa a primeira linha de defesa contra muitos tipos de microrganismos invasores.
Cepas virulentas de Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis replicam-se dentro de
tecidos reticuloendoteliais e sdo predominantemente extracelulares, embora algumas
bactérias possam ser englobadas por fagocitos profissionais e persistir dentro dessas
células (HANSKI et al., 1989).

Estudos in vivo em modelo murino, forneceram evidéncias do papel da
fagocitose na patogénese da infecgao por Yersinia (HANSKI et al., 1991; AUTENRIETH
et al., 1996). A evasdo da acao microbicida dos fagocitos é um passo critico na infecgao

por Y. enterocolitica. A estratégia usada por Y. enterocolitica para neutralizar as
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defesas do hospedeiro é bastante complexa. A interagdo de Y. enterocolitica com
macrofagos € caracterizada por interferéncia na fagocitose, na geragdo do burst
oxidativo e na produgado de TNF-a, culminando com apoptose (RUCKDESCHEL et al.,
1997b).

A replicagao da Y. enterocolitica nos tecidos linféides depende da presenca de
um plasmideo de viruléncia de 70 kb (pYV), que codifica proteinas denominadas Yops
(Yersinia outer proteins) (STRALEY et al, 1993). As Yops tém papel central na
viruléncia, permitindo a bactéria evadir da fagocitose, e consequentemente da morte
por neutréfilos e macréfagos (HARTLAND, 1998). As Yops sao produzidas por Y.
enterocolitica in vivo em resposta ao contato com células do hospedeiro (SORY e
CORNELIS, 1994). Apés a ligacao da bactéria com a superficie da célula do
hospedeiro, pelo menos seis Yops (YopH, YopE, YopO, YopM, YopT e YopP) séo
translocadas dentro da célula. As proteinas Yops sao exportadas pelo sistema de
secrecao de proteinas tipo lll, codificado pelo plasmideo de viruléncia (CORNELIS e
WOLF-WATZ, 1997).

A YopH é uma proteina tirosina fosfatase (GUAN e DIXON, 1990), que produz
desfosforilacdo das proteinas das células do hospedeiro. Essa proteina subverte o
processo normal de transdugdo de sinais nas células eucariotas (ANDERSON et al.,
1996, BLISKA et al.,, 1992). A principal contribuicdo de YopH na patogénese de
Yersinia € a resisténcia a sua captura por fagocitos (fungdo antiinvasina). Quando a
bactéria esta opsonizada por anticorpo, YopH também inibe a fagocitose mediada por
receptores Fc e o burst oxidativo de macroéfagos, sugerindo que também pode interferir

na via de transducgao de sinais mediada por receptor Fc (FALLMAN et al., 1995).
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YopE é uma proteina de 25 kDa que induz citotoxicidade em células epiteliais e
macrofagos. Essa proteina penetra nas células do hospedeiro e causa ruptura na
estrutura dos microfilamentos de actina (ROSQVIST et al., 1991). YopH e YopE juntas
sado responsaveis pela inibicdo da fagocitose e pela supressao do burst oxidativo de
fagdcitos profissionais (ROSQVIST et al., 1990; BLISKA e BLACK, 1995; FALLMAN et
al., 1995; RUCKEDESCHEL et al., 1996).

YopO (YpkA) é capaz de autofosforilar, mas seu substrato em células
eucariotas ainda nao foi encontrado. Quando estudada na auséncia de YopH e YopE
esta enzima induz um efeito citotoxico em células HelLa. YopO, assim como YopH e
YopE, pode interferir com vias de transducéo de sinais da célula do hospedeiro, em
nivel de fosforilagdo (HAKANSSON et al., 1996).

YopM é uma proteina de 41 kDa que inibe in vitro a agregacao de plaquetas
induzida por trombina (LEUNG et al, 1990). Mutantes YopM tém viruléncia atenuada
para camundongos, possivelmente porque YopM interfere na capacidade de produzir
uma resposta inflamatéria (MULDER et al., 1989).

YopT causa ruptura da estrutura de microfilamentos de actina (IRIARTE e
CORNELIS, 1998). YopP em células eucariotas inibe a sinalizacdo via fator nuclear
kinase B (nuclear factor kinase B - NF-kB), resultando na inibicdo da producdo de
citocinas e/ou apoptose (RUCKDESCHEL et al., 2001).

Outro fator de viruléncia codificado por plasmideo é a YadA, uma adesina que
medeia a aderéncia a células epiteliais, proteinas da matriz extracelular, bem como a
resisténcia as defensinas, fagocitose e lise pelo complemento (EL TAHIR e SKURNIK,
2001). Sing et al. (2002) demonstraram que uma proteina nado lipidica de Yersinia

associada a viruléncia é capaz de induzir a producdo de IL-10, através da via de
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sinalizacdo TLR2/CD14, causando supressao de TNF-a e provavelmente possibilitando
a evasao do sistema imune do hospedeiro.

Ha controvérsias a respeito da capacidade de Y. enterocolitica de replicar-se
dentro de macrofagos, entretanto varios relatos na literatura forneceram evidéncias
desta possibilidade. Une (1977) mostrou que uma cepa virulenta de Y. enterocolitica,
portadora do plasmideade viruléncia (P") sorogrupos 3 e 9, foi capaz de sobreviver e
replicar-se em macrofagos peritoneais de coelho, enquanto que cepas nao patogénicas
de outros sorogrupos foram eliminadas nestas células. Estudos posteriores mostraram
que cepas P O:8 e 0:9 de Y. enterocolitica replicam-se em macrdfagos murinos
(TABRIZI e ROBINS-BROWNE, 1992; PUJOL e BLISKA, 2005).

Quando os macréfagos sado expostos ao IFN-y, tornam-se ativados e
apresentam um aumento da atividade bactericida contra microrganismos intracelulares.
Grant e cols. (1999) mostraram que Y. enterocolitica ndo é capaz de sobreviver em
macrofagos ativados por IFN-y. Pujol e Bliska (2005) adicionaram IFN-y em macrofagos
murinos 20 minutos apds terem fagocitado a bactéria e verificaram que Y. pestis e Y.
pseudotuberculosis continuaram a se replicar, enquanto que Y. enterocolitica foi morta
nestas ceélulas.

A resisténcia a Y. enterocolitica difere entre as linhagens de camundongos
(HANCOCK et al., 1986). Certas linhagens de camundongos (BALB/c, C3H/HeN,
BALB/b, DBA/2, Swiss e SWR) sao altamente suscetiveis a infeccédo por Y.
enterocolitica, enquanto que outras, como C57BL/6 e B10D2, sao resistentes
(AUTENRIETH et al., 1994; HANCOCK et al., 1986). A resisténcia de camundongos

C57BL/6 a Y. enterocolitica parece ser multigénica, com pelo menos dois genes
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autossdmicos dominantes envolvidos. Além dos genes do MHC, outros genes sao
importantes na resisténcia (HANCOCK et al., 1988).

O balanco entre as respostas Th1/Th2 parece estar envolvido na recuperacao e
imunidade a Yersinia. Linhagens de camundongos relativamente resistentes a infecgéo
por Y. enterocolitica fazem uma resposta tipicamente Th1. Nestes animais, o IFN-y tem
papel fundamental na eliminacdo da infeccdo, sugerindo que macréfagos ativados
contribuem para a recuperagcdo (AUTENRIETH et al.,, 1994; BOHN et al., 1994).
Camundongos suscetiveis a Y. enterocolitica fazem resposta tipicamente Th2,
produzindo pouco IFN-y e altos niveis de IL-4 comparados com camundongos
resistentes (AUTENRIETH et al., 1994; BOHN et al., 1994; BOHN e AUTENRIETH,
1996). Adicionalmente, HANDLEY et al. (2004) sugeriram que camundongos BALB/c
possuem uma resposta demorada na ativagao de células T, correlacionada com o baixo
nivel de citocinas Th1, resultando em maior suscetibilidade, comparada com aquela
apresentada por camundongos C57BL/6.

Entretanto, ha caréncia de estudos envolvendo as respostas de macrofagos M1
e M2 na infecgao por Y. enterocolitica. Tendo em vista a importancia da resposta Th1
na recuperagao da infecgao por Y. enterocolitica, que os macrofagos podem influenciar
esta resposta, e que o modelo de infecgdo em camundongos por este microrganismo
pode contribuir para esclarecer o funcionamento da resposta imune em infecgdes por
outros patégenos Gram-negativos; interessamos-nos em estudar a infecgao por Y.
enterocolitica em camundongos suscetiveis (BALB/c) e resistentes (C56BL/6),

enfocando a modulag&o de macréfagos M1 e M2.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Estudar a influéncia da infecgdo por Y. enterocolitica na modulagao de

macrofagos M1 e M2 em camundongos suscetiveis (BALB/c) e resistentes (C56BL/6).

2.2 Objetivos Especificos:

2.2.1 Em macréfagos coletados de cavidades peritoneais de camundongos
suscetiveis (BALB/c) e resistentes (C57BL/6), infectados ou ndo com Y. enterocolitica e
estimulados in vitro com LPS (de E. coli) ou com HKY (Heat-Killed Yersinia), verificar:

- A atividade da iINOS e da arginase, medida por seus produtos NO, citrulina e
ornitina, respectivamente;

- A produgao de TGFp-1;

- A atividade fagocitica.

2.2.2 Em linfécitos coletados de bagos de camundongos suscetiveis (BALB/c) e
resistentes (C57BL/6), infectados ou nao com Y. enterocolitica e estimulados in vitro
com Con A (Concanavalina A) ou com HKY, verificar as respostas Th1 e Th2, medidas

pela produgéo das citocinas IFN-y e IL-4.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais utilizados nos experimentos

Foram utilizadas fémeas de camundongos C57BL/6 e BALB/c de origem SPF
(specific pathogen free), com idade entre 6 e 8 semanas.

Os animais foram adquiridos do Centro Multinstitucional de Investigacdes
Biologicas da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB - UNICAMP) e do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Sao Paulo (ICB - USP). Apds serem
retirados das condigdes originais (SPF), os animais foram transportados em micro-
isoladores e alojados no Biotério do Departamento de Ciéncias Biologicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP — Campus Araraquara) e mantidos em
isoladores, com acesso a ragdo e agua estéreis, durante todo o periodo de
experimentacdo. A serragem e a agua foram esterilizadas em autoclave a 120°C por

15 minutos antes de serem utilizadas e foram trocadas diariamente.

3.2 Amostra Bacteriana utilizada na infeccdo experimental dos animais e no

preparo do antigeno de Yersinia

Yersinia enterocolitica WA-2707, portadora do plasmideo de viruléncia, biotipo
2, sorotipo O:8, lisotipo X;. A amostra foi gentilmente fornecida pela Prof®. Dr?. Deise
Pasetto Falcao, responsavel pelo laboratério de Referéncia em Yersinia da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP. A amostra foi estocada a -70° C, em TSB

(tripitic soy broth) e glicerol. Antes da utilizacdo da amostra bacteriana para a infecgéo
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experimental dos animais, a presenga do plasmideo de viruléncia foi confirmada através

da técnica de Birboim modificada por Lee Ryley (BIRBOIM e DOLY, 1979).

3.2.1 Reativagdo da amostra de Y. enterocolitica
Antes de ser utilizada, a amostra foi reativada através de passagem em
camundongo.
Uma algada do estoque foi inoculada em TSB, incubada a 25° C, por 24 horas e
a seguir plagueada em meio BAB (blood agar base), incubada a 25° C, por 48 horas,
para crescimento de colénias e preparo de uma diluicdo em salina fisiologica estéril
(NaCL 0,85%), cuja densidade otica foi ajustada a 0,36 com auxilio de uma
espectrfotdmetro (Du Life Science UV/Vis Spectofotomer — BECKMAN), em
comprimento de onda de 550 nm. Estando padronizado que este valor de densidade
dtica é suficiente para promover um crescimento bacteriano de 10" UFC/mL, foi
preparada a partir desta suspensao, a dose para inoculagao (2x 108 células/animal), por

via intravenosa.

3.2.2 Preparo do antigeno de Yersinia HKY (Heat-killed Yersinia)

Uma algada retirada do estoque da amostra bacteriana foi inoculada em TSB e
incubada a 25° C, por 24 horas. As bactérias foram mortas pelo calor, através de
incubagao a 60° C por uma hora. O sedimento bacteriano foi entdo coletado por
centrifugacdo, (Centrifuga Beckman Avanti '™ 30); lavado duas vezes com salina
tamponada fosfato (PBS - phosphate-buffered saline) pH 7,2 e as bactérias

ressuspendidas em PBS. Esta suspensao bacteriana foi congelada e posteriormente
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liofilizada, de modo que nesta forma possibilitasse o0 uso na concentragao adequada de

10 ug de liofilizado/mL (peso/volume).

3.2.3 Preparo do inoculo bacteriano

O inéculo bacteriano para infecgdo dos animais, foi preparado utilizando-se o
crescimento bacteriano obtido no meio de cultura BAB, resultante do plaqueamento do
baco. A partir deste, foi preparada uma diluigdo em salina fisiolégica correspondente a
10" UFC/mL, conforme descrito no item 3.2.1 e a partir desta, as suspensées
adequadas para inoculagdo. Uma suspensdo de 10* UFC/mL foi utilizada para
plagueamento em meio de cultura BAB (0,1 mL), a fim de se proceder a posterior

contagem do numero de col6nias e confirmagao da dose utilizada no inéculo.

3.3 Infecgdo experimental dos animais

Lotes de cinco animais por grupo de experimento foram infectados com a
amostra de Y. enterocolitica sorotipo O: 8 WA 2707, 2 x 10* células/mL para C57BL/6
(DLso parenteral) e 5 x 10 células/mL para BALB/c (DLs, parenteral) (AUNTENRIETH
et al., 1993a), mantendo-se sempre o0 mesmo numero de animais nao infectados para
controle. A inoculacdo foi feita por via intravenosa (i.v.), injetando-se 0,2 mL da
suspensdo na veia da cauda. Os grupos de animais infectados e controles foram
sacrificados no primeiro, terceiro e quinto dia pos-infec¢ao, os lavados peritoneais e os
bacos foram coletados em condicoes assépticas e as respectivas suspensodes celulares

de macrofagos e de linfocitos, preparadas como descrito a seguir.
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3.4 Obtencéo e cultura das células do lavado peritoneal de camundongos

C57BL/6 e BALB/c infectados ou ndo com Y. enterocolitica

Camundongos infectados e controles foram previamente inoculados com 3 mL
de meio de Tioglicolato (Difco) 3%, pela via intraperitoneal, com a finalidade de
estimular os macrofagos desta cavidade. Apds 3 dias de estimulo, os animais foram
sacrificados em camara de CO, e em seguida tiveram a cavidade peritoneal exposta. As
células peritoneais foram coletadas por meio de injegdo de 5 mL de PBS pH 7,2 estéril,
gelado, e massagem peritoneal. Estas células foram dispensadas em tubo cbnico
estéril, que permaneceu em banho de gelo. As células foram entdo lavadas duas a trés
vezes, atraves de centrifugacdo a 358g (Centrifuga Fanem Excelsa Il 206MP), durante
5 minutos em PBS estéril, e a seguir ressuspendidas em 1 mL de RPMI-1640
suplementado, para contagem em camara de Neubauer.

O RPMI-1640 utilizado durante todo esse processo continha 1100uM de
arginina e foi suplementado com 12,5 mM HEPES, 2 g/L de bicarbonato de sédio, 2 mM
L-glutamina, 100 pg/ml de estreptomicina, 100 Ul/mL de penicillina, 5 x 10° M de 2-
mercaptoetanol (2-ME) e 10% de soro fetal bovino (FBS - Fetal bovine serum, Cultilab).

Ap0s a contagem, a diluicdo da suspensao foi ajustada a 5 x 10° células/mL e
esta foi distribuida em placas descartaveis de 48 cavidades. As placas contendo as
diluicdes adequadas de células (500 ulL/cavidade) foram incubadas durante uma hora
em estufa a 37° C, contendo 95% de umidade e 5% de CO,, para aderéncia das
células. As células ndo aderentes foram removidas por inversdo da placa e as

aderentes foram cultivadas por 48 horas, nas mesmas condi¢gdes de temperatura,
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tensdo de CO, e umidade, na presencga de 10 ug/mL de LPS (Escherichia coli O: 111
B4 - Sigma), ou 10 pug de HKY (Heat-killed Yersinia) liofilizado/mL, ou mesmo na
presenca de RPMI 1640 suplementado.

Apos 48 horas de incubagao, os sobrenadantes foram coletados para posterior
determinagédo de oxido nitrico (NO), produgcdo de aminoacidos (ornitina e citrulina) e

producao de citocina (TGF-p1).

3.5 Dosagem de Oxido nitrico em macréfagos peritoneais de camundongos

C57BL/6 e BALB/c infectados ou ndo com Y. enterocolitica

A dosagem de NO foi realizada em sobrenadantes das culturas de macréfagos,
apos incubagao conforme descrito no item 3.4.

A avaliagao foi feita medindo-se a concentragédo de nitrito acumulado (produto
estavel da degradagdo do oxido nitrico), através da reagdo de diazotagdo, com
reagente de Griess (sulfanilamida 1%, naftilenodiamina dihidrocloro 0,1% em 5% de
acido fosférico), conforme o método de Green et al. (1982). Os testes foram feitos em

duplicata e os valores expressos em umol de NO,/ 2,5 x 106 células.

3.6 Analise de citrulina e ornitina em macréfagos peritoneais de camundongos

C57BL/6 e BALB/c infectados ou ndo com Y. enterocolitica

Os aminoacidos (ornitina e citrulina) foram dosados no departamento de

Bioguimica e Tecnologia Quimica do Instituto de Quimica de Araraquara — UNESP.



37

As amostras para anadlise de aminoacidos (sobrenadantes das culturas de
macrofagos), foram desproteinizadas pela adicdo de igual volume de Seraprep
(Pikering Labs, Montain View, CA), seguida de repouso a 4° C por 10 minutos. As
proteinas desnaturadas foram entdo removidas por centrifugagcéo, 14.000 g por 5
minutos (MILLS et al., 1992). Apds a etapa acima, 200 uL de amostra foram diluidos em
800 pL de tampéo citrato de sédio pH 2,2 e filtrado em unidade filtrante GV Millex -
Millipore antes de ser injetada no analisador automatico Shimadzu LC-10A/C-47A. As
analises de aminoacidos foram efetuadas pelo método da derivatizacao pods-coluna por
orto-phtalaldeido (OPA). O sistema é periodicamente calibrado com uma mistura
padrao de aminoacidos com concentragéo de 100 nmol/mL, obtendo-se um valor para o
tempo de saida de cada aminoacido e um fator de conversao entre a area de cada pico

e a concentracdo de aminoacidos da amostra.

3.7 Determinagdo de TGF-1 em macrofagos peritoneais de camundongos

C57BL/6 e BALB/c infectados ou ndo com Y. enterocolitica

A citocina (TGF-B1) foi dosada nos sobrenadantes das culturas de macréfagos,
apos ativagao das amostras pelo tratamento com HCI 1N e NAOH 1N, utilizando o Kit
comercial (BD Biosciences), cuja sensibilidade € de 4 pg/mL. O método empregado foi
enzimaimunoensaio de fase solida (Enzyme linked immunosorbent assay - ELISA),
utilizando anticorpo de captura, anticorpo de deteccdo, esptreptavidina/peroxidase e

tetrametilbenzidina/perdxido de hidrogénio (TMB/H,O2). A curva de calibragdo foi



38

preparada por meio de diluigdo seriada do padrao reconstituido de TGF-1

recombinante, fornecido pelo fabricante (diluicdes de 4000 pg/mL a 65,5 pg/mL)

3.8 Ensaio para analise da atividade fagocitica de macrofagos peritoneais de

camundongos C57BL/6 e BALB/c infectados ou nédo com Y. enterocolitica.

No ensaio para analise da atividade fagocitica foi utilizado o teste fluorimétrico

(RAGSDALE e GRASSO, 1989).

3.8.1 Preparo das leveduras

A amostra de Saccharomyces cerevisiae foi fornecida pela Prof®. Dr®. Maria
José Soares Mendes-Gianinni, responsavel pelo laboratério de Micologia da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP. Colbnias de leveduras produzidas em agar
Sabouraud (Difco) dextrose foram subcultivadas em caldo nutriente (Difco)
suplementado com 2% de glicose. As culturas foram mantidas em caldo nutriente, a 4°
C e repicadas mensalmente.

Para o ensaio da atividade fagocitica foi utilizado o crescimento obtido em caldo
nutriente, a 30° C, por 24-36 horas, sob agitagao (G4 Environmental Incubator Shaker).
As leveduras foram lavadas por trés vezes com PBS, mortas pelo calor por fervura
durante 60 minutos e lavadas mais duas vezes em PBS, por centrifugacdo. O

sedimento foi liofilizado e mantido a 4° C.
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3.8.2 Conjugagéo das leveduras com FITC (isotiocianato de fluoresceina)

O liofilizado de leveduras foi reconstituido em PBS e centrifugado. O sedimento
foi lavado uma vez com tampao carbonato-bicarbonato (CBS - Carbonate-bicarbonate
buffer) e ressuspendido em CBS, a 4 x 102 células/mL. Foi entdo acrescentado igual
volume de dimetilsulféxido (DMSO) contendo 100 ug de FITC (Sigma) e a mistura
permaneceu a temperatura ambiente por 30 minutos. A seguir, foi adicionado a
suspenséo igual volume de PBS e as leveduras foram lavadas por centrifugagdo. O
sedimento resultante foi ressuspendido em CBS contendo 4% de soro albumina bovina
(BSA - Bovine serum slbumine) a 4 x 10® células/mL e deixado & temperatura ambiente
por 15 minutos, para ligagdo do FITC ndo conjugado a BSA e a seguir foi centrifugado.
O sedimento foi ressuspendido novamente em CBS-BSA e centrifugado. Para remover
a BSA, foram realizadas duas lavagens por centrifugagdo, uma com PBS e outra com
DMEM (Dubelcco’s modification of Eagle’s medium) + 20% de FBS e ressuspendidas
no mesmo meio a 4 x 10 células/ mL. A suspensdo de leveduras conjugadas foi
armazenada a 4° C até o momento do uso (produto estavel por trés meses, sem perda

da fluorescéncia).

3.8.3 Atividade fagocitica de macréfagos

Células do lavado peritoneal foram obtidas em PBS, centrifugadas, lavadas
duas vezes com PBS por centrifugagcdo e ressupendidas em 1 mL de DMEM
suplementado com 10% FBS para contagem. A suspenséo celular foi ajustada a 5 x 10°

células/mL.
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O ensaio foi realizado dispensando-se 250 uL da suspenséo de macrofagos em
cada pogo da placa (duplicata). As placas foram incubadas por 1 h em estufa a 37° C,
contendo 95% de umidade e 5% de CO,, para aderéncia e as células ndo aderentes
foram removidas por inversdo da placa. O volume original de cada poco foi
restabelecido com o meio e foram acrescentados 250ulL/cavidade das leveduras
conjugadas com FITC (4 x 10’ células/mL). As placas foram incubadas por 15 minutos
nas mesmas condigdes de temperatura, tensdo de CO, e umidade. A fagocitose foi
interrompida colocando-se a placa a 0° C (gelo). O sobrenadante foi removido por
inversao da placa e acrescentou-se a seguir 350 ulL/cavidade do meio gelado (4° C) e o
sobrenadante foi removido por inversdo da placa. A lavagem foi repetida duas vezes.
Os macréfagos foram lisados adicionando-se 500 uL de Duodecil Sulfonato de Sdédio
(SDS) a 0,2% em CBS. Foram transferidos 100uL do lisado para uma placa branca e a
fluorescéncia foi medida em fluorimetro (760 Microplate Fluorometer Cambridge
Technology Inc.), excitagdo A = 482 nm, emissdo A = 550 nm. Os resultados foram

expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia (U.A.).

3.9 Obtencgéo de células esplénicas de camundongos C57BL/6 e BALB/c

Cinco camundongos dos grupos controles e 5 infectados (os mesmos utilizados
para produgdo do lavado peritoneal) foram sacrificados em camara de CO,. Os bacgos
foram retirados em condigbes assépticas e colocados em placas de Petri pequenas,
contendo 5 mL de BSS (Balanced salt solution), pH 7,2 gelado. A seguir, os bacos

foram macerados cuidadosamente para liberagdo das células. As suspensdes assim
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preparadas foram homogeneizadas varias vezes, utilizando-se seringa de 5 mL, com
agulha 25 x 18 mm e, apdés sedimentagdo dos grumos, os sobrenadantes foram
transferidos para tubos cénicos de poliestireno graduados e foram centrifugados a 358
g (Centrifuga Fanem Excelsa Il 206MP). Apods centrifugacdo, as células foram
ressuspendidas em meio BSS pH 7,2. Este processo foi repetido, as células foram
entdo ressuspendidas em 5 mL de cloreto de aménio 0,83% e 1 mL de FBS e deixadas
em repouso por 5 minutos, a fim de promover a lise das hemacias. Foi entéo realizada
nova centrifugagdo, e as ceélulas foram ressuspendidas em 5 mL de RPMI 1640
suplementado, como descrito para cultura de macrofagos, acrescido de 10% de FBS,
para se efetuar a terceira lavagem. Apds esta lavagem, as células foram
ressuspendidas novamente em RPMI suplementado (1 mL), para proceder a contagem

do numero de linfécitos viaveis dos bacos.

3.10 Viabilidade das células esplénicas de camundongos C57BL/6 e BALB/c

O numero de linfécitos vidveis no bago de cada camundongo foi avaliado
utilizando-se a técnica de exclusdo com Azul de Trypan. Foi preparada uma solugéo de
Azul de Trypan a 0,2% (w/v) em agua destilada e uma solucao de cloreto de sédio 0,75
M. No dia do uso foram misturadas quatro partes de Azul de Trypan 0,2% com uma
parte de salina 0,75 M. A um volume de 90 uL desta solugao, foi adicionado um volume
de 10 uL da suspensédo de células esplénicas, previamente diluidas a 1:10 em RPMI
1640 suplementado, resultando uma diluicdo final de 1:100, que foi utilizada para

preencher a camara de Neubauer e realizar a contagem dos linfécitos viaveis.
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3.11 Cultura de linfécitos de camundongos C57BL/6 e BALB/c infectados ou

nao com Y. enterocolitica

Conhecendo-se o numero de linfocitos viaveis nas respectivas suspensdes
celulares, foi adicionada quantidade suficiente de RPMI 1640 suplementado para
alcancar a diluicdo ideal de 2 x 10° células/mL. Nesta diluicio, os esplendcitos foram
cultivados por 24 ou 48 horas, em estufa a 37° C, contendo 95% de umidade e 5% de
COz,em 1 mL de RPMI 1640 suplementado, em placas de 48 cavidades, na presenca
de 10 pg de liofilizado/mL de HKY, ou 3 ug/mL de concanavalina A (Con A), ou somente
RPMI 1640 suplementado. Ao término do periodo de incubacdo de 24 horas para
dosagem de IL-4 e de 48 horas para dosagem de IFN-y, os sobrenadantes das culturas

foram coletados para determinagéo dos niveis das citocinas.

3.12 Determinagdo de IFN-y e IL-4 em linfécitos de camundongos C57BL/6 e

BALB/c infectados ou ndo com Y. enterocolitica

As citocinas (IFN-y e IL-4) foram dosadas nos sobrenadantes das culturas de
linfocitos, utilizando Kits comerciais (R & D System), com sensibilidade de 5 pg/mL.

O método empregado foi o enzimaimunoensaio de fase sélida — ELISA,
utilizando anticorpo de captura, anticorpo de deteccao, esptreptavidina/peroxidase e
tetrametilbenzidina/peréxido de hidrogénio (TMB/H,0,). As curvas de calibragdo foram

preparadas por meio de diluicbes seriadas dos padrdes reconstituidos de IL-4 e IFN-y
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recombinantes, fornecidos pelo fabricante (diluigdes de 1000 pg/mL a 15,60 pg/mL para

IL-4 e dilui¢des de 2000 pg/mL a 31,21 pg/mL para IFN-y)

3.13 Anélises estatisticas dos dados

Os dados obtidos como resultados dos experimentos foram representados
como médias + SD (desvio padrdo). As comparagdes entre as duas linhagens de
camundongos em cada dia do periodo de observagao da infecgao, foram realizadas
pelo teste t Student. A variagao entre os diferentes dias do periodo de observagao, na
mesma linhagem de camundongo foi realizada pelo teste One-way ANOVA. A
comparacgao entre controle e cada dia do periodo de observagdo com o controle foi
realizada pelo t Student, utilizando o software Microcal Origin 5.0. As diferengas foram

consideradas significativas em p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Variagao no peso do bago de camundongos C57BL/6 e BALB/c, infectados

com Y. enterocolica, durante o periodo de observagéo

As andlises pelo teste ANOVA mostraram que nos camundongos C57BL/6
infectados, houve diferenga significativa no peso do bago durante o periodo de
observacao, enquanto que nos camundongos BALB/c ndo (Tabela 1 e Figura 2).

Pelo teste t Student, verificamos que houve aumento significativo no peso do
baco dos camundongos C57BL/6 e BALB/c, no 3° e 5° dia pos-infecgdo, porém nos
C57BL/6 o aumento foi de 2,02 vezes no 3° dia e de 1,66 vezes no 5° dia, enquanto
que, nos BALB/c o aumento foi de 1,18 vezes em ambos os dias (Tabela 1 e Figura 2).

Adicionalmente, nos camundongos C57BL/6 infectados verificamos a presencga
de abscessos no baco de 100% dos animais; enquanto que nos BALB/c os abscessos

estavam presentes no bago de 60% dos animais, no 3° e 5° dia pds-infecgao.
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Tabela 1 - Peso do bago de camundongos C57BL/6 e BALB/c infectados com Y.

enterocolitica, em diferentes dias pds-infecgao.

Peso do bago (g)

Controle 1° Dia 3° Dia 5° Dia

Cs57BL/6  0,082+0,017 0,096 +0,005 0,166 +0,018* 0,136 + 0,039*

BALB/c 0,122 £ 0,004 0,136 +0,033 0,144 £0,018* 0,144 £ 0,015*

Os resultados correspondem a média dos valores de cinco camundongos em cada
grupo. Resultados reproduzidos em 2 experimentos. * p < 0,05 vs. controle durante a

cinética da infeccao (teste t Student). = p < 0,05 durante o periodo de observagao

(ANOVA).
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Figura 2 - Peso do bago de camundongos C57BL/6 (A) e BALB/c (B) infectados

com Y. enterocolitica, em diferentes dias pos-infecgdo. Os resultados
correspondem a média dos valores de cinco camundongos em cada grupo.
Resultados reproduzidos em 2 experimentos. * p < 0,05 vs. controle durante a

cinética da infeccao (teste t Student). p < 0,05 durante o periodo de observagao
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4.2 Dosagem de oxido nitrico em macrofagos peritoneais de camundongos

C57BL/6 e BALB/c infectados ou ndo com Y. enterocolitica.

Nos camundongos C57BL/6, a infecgdo por Y. enterocolitica levou a diferenga
significativa na produgdo de NO pelos macrofagos nao reestimulados e reestimulados
com LPS ou com HKY (teste ANOVA). Na analise pelo teste t Student, foi possivel
verificar que houve aumento significativo na produgdo de NO pelos macréfagos nao
reestimulados, no 1° e 5° dia; nos reestimulados com LPS, no 3° e 5° dia e nos
reestimulados com HKY, no 1° e 3° dia pés-infecgado. (Figura 3).

Nos camundongos BALB/c, a infeccdo levou a diferenga significativa na
producdo de NO pelos macréfagos nao reestimulados, reestimulados com LPS ou com
HKY (teste ANOVA). Na analise pelo teste t Student, houve diminui¢cdo significativa na
producao de N@elos macrofagos nao reestimulados, reestimulados com LPS ou com
HKY, no 1° dia pés-infecgdo. No 3° e 5° dia, houve aumento significativo na produgéo
de NO pelos macrofagos nao reestimulados e reestimulados com LPS, enquanto que
nos reestimulados com HKY, verificamos aumento significativo apenas no 5° dia (Figura
3).

Macréfagos de camundongos C57BL/6 controles (n&o infectados), estimulados
in vitro com LPS ou com HKY, produziram quantidade significativamente maior de NO
que os nao estimulados. Macréfagos de camundongos C57BL/6 infectados,
reestimulados com LPS ou com HKY, produziram quantidade significativamente maior
de NO que os nao reestimulados durante o periodo de observagao (1°, 3° e 5° dia pos-

infeccao) (Tabela2).
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Macréfagos de camundongos BALB/c controles estimulados in vitro com LPS
ou com HKY, produziram quantidade significativamente maior de NO que os nao
estimulados. Macroéfagos de camundongos BALB/c infectados, reestimulados com LPS,
produziram quantidade significativamente maior de NO que os nao estimulados no 1°,
3° e 5° dia pos-infeccdo, enquanto que os reestimulados com HKY, produziram
quantidade significativamente maior de NO que os nao reestimulados no 3° e 5° dia
pos-infeccao (Tabela2).

Na comparagcdo entre as duas linhagens de animais, os macrofagos de
camundongos C57BL/6 controles, estimulados in vitro com LPS, HKY ou sem estimulo,
produziram quantidade significativamente maior de NO que os macréfagos de
camundongos BALB/c durante o periodo de observagao (Tabela 2).

Nos camundongos infectados, a quantidade de NO produzida espontaneamente
(sem reestimulo) pelos macrofagos de C57BL/6 foi significativamente maior que a
produzida pelas células de BALB/c no 1°, 3° e 5° dia pds-infec¢do. A quantidade de NO
produzida pelos macréfagos de C57BL/6 infectados, reestimulados com LPS ou HKY foi
significativamente maior que a produzida pelas células de BALB/c, no 1° e 3° dia pos-

infeccao (Tabela2).
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Tabela 2 - Produgao de 6xido nitrico por camundongos C57BL/6 e BALB/c infectados

com Y. enterocolitica, em diferentes dias pos-infecgao.

Concentracdo de NO7 umol/2,5x 10° células

Controle 1° Dia 3° Dia 5° Dia
C57BL/6 RPMI 7,60 + 2,04* 11,92 + 0,89* 10,23 + 0,42* 32,93 + 5,25*
LPS 50,84 + 8,80* 65,26 + 5,57* 76,58 + 3,29* 72,05 £ 9,65

HKY 64,78 +4,71* 77,80 £ 3,78* 82,83 £ 5,56* 75,92 £ 13,54

BALB/c RPMI 0 3,42 £ 0,95 5,34 £1,09 11,80 = 2,64
LPS 10,62 £ 1,91 544 + 1,15 31,86 + 1,41 71,61 +£3,72
HKY 4598 +9,5 3,15+ 0,82 52,52 + 1,81 68,51 £ 10,75

LPS: lipopolissacaridio de E. coli, HKY: antigeno de Y. enterocolitica, RPMI: sem
estimulo. Os resultados correspondem a média dos valores de cinco camundongos em
cada grupo. Resultados reproduzidos em 3 experimentos. * p < 0,05 vs. BALB/ce p <

0,05 vs. RPMI (teste t Student).
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Figura 3 - Produgdo de NO por camundongos C57BL/6 (A) e BALB/c (B)
infectados com Y. enterocolitica, em diferentes dias pds-infecgdo. Os resultados
correspondem a média dos valores de cinco camundongos em cada grupo.
Resultados reproduzidos em 3 experimentos. * p < 0,05 vs. controle durante a
cinética da infeccdo (teste t Student). p < 0,05 durante o periodo de
observacao (teste ANOVA).
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4.3 Anélise de citrulina e ornitina em macréfagos peritoneais de camundongos

C57BL/6 e BALB/c infectados ou nhdo com Y. enterocolitica

4.3.1 Dosagem de citrulina

Em macréfagos de camundongos C57BL/6 infectados com Y. enterocolitica,
nao reestimulados, ndo houve diferenca significativa na produgao de citrulina, enquanto
que, nos reestimulados com LPS ou com HKY, houve diferenga significativa durante o
periodo de observacao (teste ANOVA). Na andlise pelo teste t Student, verificamos que
houve aumento significativo na produgao citrulina pelos macréfagos de camundongos
C57BL/6 infectados, reestimulados com LPS ou com HKY no 1° e 5° dia pés-infecgao,
enquanto que, nos macréfagos nao reestimulados observamos aumento significativo na
producao de citrulina apenas no 3° dia (Figura 4).

Nao houve diferenga significativa na produgédo de citrulina pelos macréfagos
nao reestimulados, de camundongos BALB/c infectados, tanto na analise pelo teste
ANOVA quanto pelo teste t Student, durante o periodo de observagdo. Quanto aos
macrofagos de camundongos BALB/c infectados, reestimulados com LPS e com HKY,
houve diferenga significativa na produgdo de citrulina (teste ANOVA). Na analise pelo
teste t Student, nos macrofagos de camundongos BALB/c infectados néo
reestimulados, ndo houve diferenga significativa na produgdo de citrulina e houve
diminui¢gdo na produgao pelos macréfagos reestimulados com LP®u com HKY, no 1°
dia pos-infecgdo. No 3° dia, houve aumento significativo na produgao de citrulina pelos
macroéfagos reestimulados com HKY e no 5° dia, pele macréfagos reestimulados com

LP3Figura 4).
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Macréfagos de camundongos C57BL/6 controles e infectados no 1° e 5° dia
pos-infecgdo, produziram quantidade de citrulina significativamente maior quando
estimulados in vitro com LPS ou com HKY comparado com os nao estimulados (Tabela
3).

Macrofagos de camundongos BALB/c controles e infectados no 3° e 5° dia pds-
infeccdo, produziram quantidade de citrulina significativamente maior quando
estimulados in vitro com LPS ou com HKY, comparado com os nao estimulados (Tabela
3).

Nao houve diferenga significativa na produgao de citrulina pelos macrofagos de
camundongos controles C57BL/6 e BALB/c, estimulados in vitro com LPS, HKY ou n&o
estimulados.

Nos camundongos infectados, nao houve diferenga significativa na quantidade
de citrulina produzida espontaneamente (sem reestimulo) pelos macrofagos de
C57BL/6 e de BALB/c no 1° e 5° dia pds-infecgao, porém no 3° dia a quantidade de
citrulina produzida pelas células de C57BL/6 foi significativamente maior. Nos
macrofagos de C57BL/6, reestimulados com HKY ou com LPS a quantidade de citrulina
produzida foi significativamente maior do que a produzida pelas células de BALB/c no

1° dia pos-infecgao (Tabela 3).
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Tabela 3 - Producgao de citrulina por macrofagos de camundongos C57BL/6 e BALB/c

infectados com Y. enterocolitica em diferentes dias pds-infecgao.

Concentragao de Citrulina (nM/mL)

Controle 1° Dia 3° Dia 5° Dia

C57BL/6 RPMI 317,8 +26,5 332,3+10,0 431,8 £48,9* 379,9 £ 48,8
LPS 391,7+252 6854+949* 3548+77,3 501,6 £ 77,5
HKY  435,7+29,9 690,8 +13,0* 460,6 +98,7 6254 +£71,8
BALB/c RPMI 321,4+33,6 318,8+38,9 300,0 £ 55,5 304 + 26,89
LPS 382,8+259 270,2+29,3 518,6 £ 94,7 627,2 £ 57,6

HKY  463,5+20,5 2953 + 58,6 572,0 £25,5 465,33 £43,01

LPS: lipopolissacaridio de E. coli, HKY: antigeno de Y. enterocolitica, RPMI: sem
estimulo. Os resultados correspondem a média dos valores de cinco camundongos em
cada grupo. Resultados reproduzidos em 3 experimentos. * p < 0,05 vs. BALB/ce p <

0,05 vs. RPMI (teste t Student).
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Figura 4 — Producéo de citrulina por macrofagos de camundongos C57BL/6 (A) e
BALB/c (B) infectados com Y. enterocolitica em diferentes dias pos-infecgdo. Os
resultados correspondem a média dos valores de cinco camundongos em cada grupo.
Resultados reproduzidos em 3 experimentos. * p < 0,05 vs. controle durante a cinética
da infecgdo (teste t Student). p < 0,05 durante o periodo de observacao (teste
ANOVA).
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4.3.2 Dosagem de ornitina

Nos camundongos C57BL/6, durante o periodo de observacéo da infecgéo por
Y. enterocolitica, houve diferenga significativa na produgdo de ornitina pelos
macréfagos néo reestimulados e reestimulados com HKY ou LPS (teste ANOVA). Na
analise pelo teste t Student, houve diminuigdo significativa na producédo de ornitina
pelos macrofagos de camundongos C57BL/6 reestimulados com HKY no 1° e 3° dia,
enquanto que, nos reestimulados com LPS houve diminuicdo no 3° dia pds-infecgao
(Figura 5).

Nos macrofagos de camundongos BALB/c, durante o periodo de observagao da
infeccao por Y. enterocolitica, houve diferenga significativa na produgdo de ornitina
pelos macréfagos nao reestimulados, reestimulados com HKY e ndo houve diferenca
significativa na produgao pelos macrofagos reestimulados com LPS (teste ANOVA). Na
analise pelo teste t Student, houve aumento significativo na produgdo de ornitina
apenas com o reestimulo HKY, no 1° dia e houve diminuicdo na produgdo pelos
macrofagos néo reestimulados, no 3° e 5° dia pos-infecgéo (Figura 5).

N&o houve diferenga significativa na produgao de ornitina pelos macrofagos de
camundongos C57BL/6 controles e infectados, estimulados in vitro com LPS ou com
HKY, comparado com os nao estimulados. Macréfagos de camundongos BALB/c
infectados, no 5° dia pés-infecgdo, produziram quantidade significativamente maior de
ornitina, reestimulados com LPS ou com HKY, comparado com os nao reestimulados
(Tabela 4).

Nao houve diferenga significativa na produgdo de ornitina pelos macréfagos
estimulados in vitro ou ndo, quando comparamos as duas linhagens de animais

controles (Tabela 4).
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Nos animais infectados, os macréofagos de camundongos BALB/c nao
reestimulados produziram quantidade de ornitina significativamente maior que os
macrofagos de C57BL/6, no 1° dia pos-infecgdo. Quando os macrofagos foram
estimulados in vitro com LPS ou HKY, os de camundongos BALB/c produziram
quantidade significativamente maior de ornitina que os de C57BL/6, no 1° e 3° dia pos-

infeccao (Tabela 4).

Tabela 4 - Producao de ornitina por macréfagos de camundongos BALB/c e C57BL/6,

em diferentes dias pds-infeccao.

Concentracéo de Ornitina (nM/mL)

Controle 1° Dia 3° Dia 5° Dia
C57BL/6 RPMI 1450,8 +291,4 999,0 £ 115,9* 767,3 + 57,6* 1758,7 £ 154,2
LPS  1354,0 +236,4 1268,3 +121,1* 883,0 £ 57,5* 1516,0 £ 52,0
HKY  1553,3+83,7 1188,0+141,2* 871,0+77,8* 1391,0 £ 293,4
BALB/c RPMI 1539,1+96,9 1484,7 +206,3 1097,3+91,3 830,0 £ 127,3
LPS  1419,3+226,6 1678,3+33,5 1288,0 £ 158,2 1578,3+170,5

HKY  1332,0 +230,1 1745,5 +55,3* 1047,2+£49,5 1480,7 £ 118,7

LPS: lipopolissacaridio de E. coli, HKY: antigeno de Y. enterocolitica, RPMI: sem
estimulo. Os resultados correspondem a média dos valores de cinco camundongos em
cada grupo. Resultados reproduzidos em 3 experimentos. * p < 0,05 vs. BALB/c. = p <

0,05 vs. RPMI (teste t Student).
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Figura 5 - Produgdo de ornitina por macréfagos de camundongos BALB/c e
C57BL/6, em diferentes dias pds-infecgdo. Os resultados correspondem a média
dos valores de cinco camundongos em cada grupo. Resultados reproduzidos em
3 experimentos. * p < 0,05 vs. controle durante a cinética da infec¢ao (teste t

Student). p < 0,05 durante o periodo de observagao (teste ANOVA).
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4.4 Determinagao de TGF-f1 em macrdofagos peritoneais de camundongos

C57BL/6 e BALB/c infectados ou ndo com Y. enterocolitica

Macréfagos de camundongos C57BL/6 controles e infectados com Y.

enterocolitica ndo produziram TGF-1 em quantidade detectavel (Tabela 5).

Nos camundongos BALB/c a infecgao por Y. enterocolitica levou a diferenga
significativa na producéo de TGF-B1 pelos macréfagos reestimulados com HKY, com
LPS ou sem reestimulo (teste ANOVA). Na analise pelo teste t Student, a infecgao por
Y. enterocolitica causou aumento significativo na produgcéo de TGF-1 no 1°, 3° e 5° dia,

pelos macréfagos de camundongos BALB/c ndo reestimulados e reestimulados com

LPS ou com HKY (Figura 6).

Macréfagos de camundongos BALB/c controles estimulados in vitro com LPS
ou com HKY, produziram quantidade de TGF-B1 significativamente maior que a dos
macrofagos ndo estimulados. Macréfagos de camundongos BALB/c infectados,
reestimulados com LPS, produziram quantidade de TGF-B1 significativamente maior

que a dos macréfagos nao reestimulados, no 3° dia pos-infeccéo (Tabela 5).
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Tabela 5 - Produgao de TGF-1 por macrofagos de camundongos BALB/c e C57BL/6,

infectados com Y. enterocolitica, em diferentes dias pds-infecgao.

Concentragao de TGF-1 (pg/mL)

Controle 1° Dia 3° Dia 5° Dia
C57BL/6 RPMI 0 0 0 0
LPS 0 0 0 0
HKY 0 0 0 0
BALB/c RPMI 0 1.331+ 185* 1.895+ 188+ 1.553+ 206+
LPS 346 + 90,4+ 1.534 + 116*  1.524 + 75* 1.762 + 20*
HKY 160 + 47,9+ 1.331 +125*%  1.879 +269*  1.818+ 201*

LPS: lipopolissacaridio de E. coli, HKY: antigeno de Y. enterocolitica, RPMI:

sem

estimulo. Os resultados correspondem a média dos valores de cinco camundongos em

cada grupo. Resultados reproduzidos em 3 experimentos. * p < 0,05 vs. BALB/c. = p <

0,05 vs. RPMI (teste t Student).
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Figura 6 — Producdo de TGF-B1 por macréfagos de camundongos BALB/c
infectados com Y. enterocolitica, em diferentes dias pds-infecgdo. Os resultados
correspondem a média dos valores de cinco camundongos em cada grupo.
Resultados reproduzidos em 3 experimentos. * p < 0,05 vs. controle durante a
cinética da infecgao (teste t Student). p < 0,05 durante o periodo de observagao
(teste ANOVA).
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45 Atividade fagocitica de macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 e

BALB/c infectados ou ndo com Y. enterocolitica

A infecgdo por Y. enterocolitica levou a diferenga significativa na atividade
fagocitica, tanto dos macréfagos de camundongos C57BL/6 quanto dos macrofagos de
camundongos BALB/c (teste ANOVA) (Tabela 6 e Figura 7). Na analise pelo teste t
Student, a infecgdo por Y. enterocolitica levou ao aumento significativo na atividade
fagocitica no 1°, 3° e 5° dia, tanto dos macrofagos de camundongos C57BL/6, quanto

dos macréfagos de camundongos BALB/c (Tabela 6 e Figura 7).

Macrofagos de camundongos C57BL/6 apresentaram atividade fagocitica
significativamente maior que a dos macréfagos de camundongos BALB/c controles ou

infectados com Y. enterocolitica no 3° e 5° dia pos-infecgao (Tabela 6).

Tabela 6 — Atividade fagocitica de macrofagos de camundongos C57BL/6 e BALB/c

infectados com Y. enterocolitica, em diferentes dias pds-infecgao.

Unidades Arbitrarias (U. A.) de Fluorescéncia

Controle 1° Dia 3° Dia 5° Dia

C57BL/6 4.314,3 +283,5* 9.171,8 £ 1357,1* 71.959,2 + 6946,5* 88.620,9 + 5429,9*

BALB/c 1.738,5+227,5 5.410,2+936,3 42.524,0+740,4 73.873,5 £ 9163,8

* p < 0,05 vs. BALB/c (teste t Student). Os resultados correspondem a média dos
valores de cinco camundongos em cada grupo. Resultados reproduzidos em 2

experimentos.
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Figura 7 — Atividade fagocitica de macrofagos de camundongos C57BL/6 (A) e
BALB/c (B) infectados com Y. enterocolitica, em diferentes dias pds-infecgao.
Os resultados correspondem a média dos valores de cinco camundongos em
cada grupo. Resultados reproduzidos em 2 experimentos. * p < 0,05 vs.
controle durante o periodo de observagao (teste t Student).  p < 0,05 durante

o periodo de observacgao (teste ANOVA).
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4.6 Determinagdo de IL-4 em linfécitos do bago de camundongos C57BL/6 e

BALB/c infectados ou ndo com Y. enterocolitica

Linfocitos de camundongos C57BL/6 controles e infectados com Y.
enterocolitica nao produziram IL-4 em quantidade detectavel, durante o periodo de
observacgao. Linfécitos de camundongos BALB/c produziram pequena quantidade de IL-

4 e somente no 5° dia pos-infecgéo (Tabela 7).

Tabela 7 - Producéo de IL-4 por linfécitos de camundongos BALB/c e C57BL/6 nfetados

com Y. enterocolitica em diferentes dias pos-infecgao.

Concentracédo de IL-4 (pg/mL)

Controle 1° Dia 3° Dia 5° Dia
C57BL/6 Con A 0 0 0 0
HKY 0 0 0 0
RPMI 0 0 0 0
BALB/c Con A 0 0 0 17,8 + 3,3*
HKY 0 0 0 8,7 +0,9%
RPMI 0 0 0 5,0 +0,3*

Con A: concanavalina, HKY: antigeno de Y. enterocolitica, RPMI: sem estimulo. Os
resultados correspondem a média dos valores de cinco camundongos em cada grupo.
Resultados reproduzidos em 3 experimentos. * p < 0,05 vs. C57BL/6 e p < 0,05 vs.

RPMI (teste tStudent ). A sensibilidade do teste era de 5 pg/mL.



64

4.7. Determinagéo de IFN-y em linfécitos do bago de camundongos C57BL/6 e

BALB/c infectados ou ndo com Y. enterocolitica

Nos camundongos C57BL/6, a infecgdo por Y. enterocolitica levou a diferenga
significativa na produgao de IFN-y, pelos linfécitos nao reestimulados e reestimulados
com Con A ou HKY, durante o periodo de observacao (teste ANOVA). Na analise pelo
teste t Sudent, houve aumento significativo na producédo de IFN-y, pelos linfocitos nédo
reestimulados, no 3° e 5° dia pos-infecgdo. Nos macrofagos reestimulados com Con A,
foi observado aumento na produgdo no 1°, 3° e 5° dia pds-infecgéo, enquanto que,
quando reestimulados com HKY, verificamos aumento no 3° e 5° dia (Figura 8).

Linfocitos de camundongos C57BL/6 controles e infectados, estimulados in vitro
com Con A ou com HKY, produziram quantidade significativamente maior de IFN-y, que
0os nao estimulados, em todos os dias do periodo de observacdo. Linfocitos de
camundongos C57BL/6 produziram quantidade significativamente maior de IFN-y
comparado com os linfocitos de BALB/c, no 1°, 3° e 5° dia pds-infec¢ao (Tabela 8).

Linfocitos de camundongos BALB/c controles e infectados com Y. enterocolitica,
nao estimulados in vitro, ndo produziram IFN-y em quantidade detectavel; os
estimulados in vitro com Con A produziram IFN-y no 1°, 3° e 5° dia pds-infecgao e os
estimulados in vitro com HKY fizeram-no apenas no 5° dia (Tabela 8). Durante o
periodo de observagao da infecgdo, houve diferenca significativa na producédo de IFN-y
pelos linfécitos de camundongos BALB/c reestimulados com Con A (teste ANOVA). Na
analise pelo teste t Student, houve aumento significativo na produgao de IFN-y pelos

linfocitos reestimulados com Con A, no 1°, 3° e 5° dia pds-infecgao (Figura 8).
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Linfécitos de camundongos BALB/c controles e infectados estimulados in vitro
com Con A, produziram quantidade significativamente maior de IFN-y que os nao
estimulados no 1°, 3° e 5° dia pds-infecgdo. As células estimuladas in vitro com HKY
produziram maior quantidade de IFN-y que as células nao estimuladas, apenas no 5°

dia pés-infecgao (Tabela 8).

Tabela 8 - Produgdo de IFN-y por linfécitos de camundongos C57BL/6 e BALB/c

infectados por Y. enterocolitica em diferentes dias pés-infecg¢ao.

Concentracao de IFN-y (pg/mL)

Controle 1° Dia 3° Dia 5° Dia

C57BL/6 Con A 944 +131,5*  2.480 + 276,7* 2.139 £ 506,6* 2.431+107,3*

HKY 394 £ 67,3* 450 + 154,5* 1.394 £ 191,2* 1.547 + 433,9*

RPMI 0 0 315 +42,3* 259 £ 13,1*
BALB/c Con A 67 £ 3,2 303 £94,9 363 +72,9 726 £ 46,1

HKY 0 0 0 259+8,4

RPMI 0 0 0 0

Con A: concanavalina, HKY: antigeno de Y. enterocolitica, RPMI: sem estimulo. Os
resultados correspondem a média dos valores de cinco camundongos em cada grupo.
Resultados reproduzidos em 3 experimentos. * p < 0,05 vs. C57BL/6 e p < 0,05 vs.

RPMI (teste tStudent ). A sensibilidade do teste era de 5 pg/mL.
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Figura 8 - Producao de IFN-y por linfocitos de camundongos C57BL/6 (A) e BALB/c
(B) infectados por Y. enterocolitica em diferentes dias pos-infeccdo. * p < 0,05 vs.
controle durante o periodo de observagao (teste t Student). p < 0,05 durante o

periodo de observacgao (teste ANOVA). A sensibilidade do teste era de 5 pg/mL.
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5. DISCUSSAO

Para verificar a influéncia da infecgdo por Y. enterocolitica na modulagao de
macréfagos M1 e M2, nds utilizamos o modelo animal de infecgdo intravenosa (i.v.) em
camundongos resistentes (C57BL/6) e suscetiveis (BALB/c).

A aplicagao i.v. de Y. enterocolitica O:8 WA 2707, portadora do plasmideo de
viruléncia (pYV), em camundongos C57BL/6 (2 x 10* células/mL) e BALB/c (5 x 10?
células/mL), causou infecgéo sistémica em poucos dias. No modelo murino de infec¢ao
por Y. enterocolitica tanto a via oral quanto a via i.v. de administragdo da bactéria
podem ser usadas para estudo dos mecanismos envolvidos na patogénese e na
resposta imune (HANDLY et al. 1994). Embora a via oral seja usualmente a rota natural
de infecgao por Y. enterocolitica, a via i.v. de administracdo da bactéria foi escolhida por
ser um modelo experimental bastante utilizado em nosso laboratério e em outros, com
resultados que se correlacionam a doenga em humanos, particularmente nas infecgdes
sistémicas em imunocomprometidos. As concentracdes bacterianas utilizadas nos
inoculos foram as DLsg parenterais determinadas por Auntenrieth et al. (1993a), para as

linhagens C57BL/6 (resistente) e BALB/c (suscetivel).

Os macréfagos podem ser ativados classicamente (para a defesa) ou
alternativamente (para o reparo tecidual). A principal via inflamatéria efetora dos
macrofagos é mediada pelo NO, molécula antimicrobiana crucial, geradapela iINOS
usando arginina como substrato (MACMICKING et al., 1997). A via alternativa do

metabolismo da arginina é catalizada pela arginase, que converte arginina em uréia e
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ornitina, a qual pode promover a replicagao celular/cicatrizagdo, por ser um precursor

das poliaminas e do colageno (WILLIAMS-ASHMAN e CANELLAKIS, 1979).

A via utilizada pelos macrofagos no metabolismo da arginina pode alterar a
resposta inflamatdria de diferentes maneiras. Macréfagos de camundongos de
linhagens resistentes (com perfil Th1) e de linhagens suscetiveis (com perfil Th2)
podem ativar, de formas opostas, o metabolismo da arginina em resposta ao mesmo

estimulo (MILLS et al., 2000).

Nos primeiros 5 dias da infeccdo por Y. enterocolitica, nos macréfagos de
camundongos C57BL/6 nao reestimulados, houve aumento na producdo de NO, os
niveis de citrulina permaneceram elevados ou aumentaram e os niveis de ornitina
aumentaram apenas no 5° dia. Nos macrofagos reestimulados com LPS ou HKY,
houve aumento nos niveis de NO, os niveis de citrulina permaneceram elevados ou

aumentaram e os niveis de ornitina se mantiveram ou diminuiram.

Nos macrofagos de camundongos BALB/c n&o reestimulados, houve aumento
na producédo de NO durante o periodo de observagao, porém os niveis foram inferiores
aos observados para os macréfagos de C57BL/6; os niveis de citrulina n&o alteraram,
porém foram inferiores aos observados para C57BL/6 e os niveis de ornitina diminuiram
no 3° e 5° dia pos-infecgao. Nos macréfagos estimulados com LPS ou HKY, houve
diminui¢do na quantidade de NO/citrulina produzida e os niveis ornitina se mantiveram

elevados ou aumentaram.

Nossos resultados para NO/citrulina e ornitina sdo semelhantes aos relatados

por Mills et al (2000), em estudo com animais nao infectados, onde verificaram que
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macrofagos de camundongos BALB/c aumentaram a produgdo de ornitina quando
estimulados com LPS e/ou IFN-y, enquanto que macréfagos de C57BL/6 diminuiram a

producao de ornitina em resposta ao LPS.

NO estudo de Pujol e Bliska (2005), os niveis de NO produzidos por
macrofagos infectados por Y. pestis e Y. pseudotuberculosis foram mais baixos do que
os de células infectadas por Y. enterocolitica, sugerindo que Y. pestis e Y.
pseudotuberculosis sdo capazes de interferir na ativagdo de macréfagos e produgéo de
NO. Em nosso estudo, os resultados mostraram que a infecgdo por Y. enterocolitica
pode interferir na produgdo de NO pelos macréfagos de diferentes maneiras. Em
camundongos BALB/c esta infeccdo leva a uma supressdo da produgdo de NO,

enquanto que em camundongos C57BL/6 leva a uma ativagao.

Quanto as vias utilizadas no metabolismo da arginina, verificamos também que
em camundongos nao infectados (controles) ndo houve diferenga significativa na
producao de citrulina e ornitina quando macrofagos de camundongos C57BL/6 e de
BALB/c foram comparados. Entretanto, a quantidade de NO produzida pelos
macrofagos de C57BL/6 controles estimulados in vitro com LPS, HKY ou néo
estimulados, foi maior do que a produzida pelos macréfagos de BALB/c. Esses
resultados sdo concordantes com relatos de varios estudos demonstrando que
macrofagos de camundongos de linhagens com perfil Th1 sdo mais facilmente ativados
para producao de NO do que os macrofagos de linhagens com perfil Th2 (DILEEPAN et
al., 1995; LIEW et al., 1991; STENGER et al., 1994).

No 1° dia pds-infecgdo os macrofagos de camundongos C57BL/6 infectados,

ndo reestimulados e reestimulados com LPS ou HKY, produziram maior ou igual
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quantidade de NO/citrulina e menor quantidade de ornitina comparada com os
macrofagos de BALB/c. Adicionalmente, no 3° dia pds-infecgdo, os macréfagos de
C57BL/6 produziram maior quantidade de NO e menor quantidade de ornitina
comparada com os de BALB/c. No 5° dia pés-infec¢ado ndo houve diferenca significativa
nas quantidades de NOf/citrulina e ornitina produzidas pelos macréfagos dos

camundongos das duas linhagens.

Heterogeneidade e plasticidade sédo caracteristicas tipicas de células da série
mondcitos/macréfagos. Em resposta a citocinas e a produtos microbianos, os fagdcitos
mononucleares expressam func¢des especializadas e polarizadas (GORDON, 2003;
MANTOVANI et al., 2004). Baseados na nomenclatura Th1 e Th2 muitos autores se
referem aos macréfagos polarizados como células M1 (classicamente ativados) e M2

(alternativamente ativados).

Ha muita controvérsia a respeito de quando os macréfagos M1 e M2 surgem
durante a diferenciagcédo e de até em que grau estas células podem trocar de fenotipos
(GORDON, 2003; STOUT e STUTTLES, 2004), porém estudos recentes com enfoques
genéticos comegaram a esclarecer os mecanismos que fundamentam a polarizagéo de
macrofagos (RAUH et al.,, 2005). Sly et al. (2004) demonstraram que SHIP (Src
homology 2-containing inositol 5-phosphatase), um potente regulador negativo da via
PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) em células hematopoiéticas, reprime citocinas proé-
inflamatdrias induzidas por LPS e a producdo de NO por macréfagos derivados de
medula 6ssea in vitro. Rauh et al. (2005) mostraram que macrofagos peritoneais
(PMJs) e macréfagos alveolares (AMZs) de camundongos SHIP” sdo M2-

+/+

programados, enquanto que as mesmas células de camundongos SHIP™" sdo M1-
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programados, sugerindo que SHIP atua como um importante regulador negativo na

inducédo do fenétipo M2.

Em nosso estudo, utilizando camundongos C57BL/6 e BALB/c infectados por Y.
enterocolitica, verificamos que na fase recente (1° e 3° dia pos-infecgao), os
macréfagos de C57BL/6 (M1) fizeram principalmente a via iNOS, produzindo elevada
quantidade de NO e pouca ornitina; enquanto que os macréfagos de BALB/c fizeram
preferencialmente a via arginase, produzindo pouco NO e elevada quantidade de
ornitina. Esta resposta era esperada, uma vez que a ativagdo dos macréfagos para a
via iINOS, com produgcdo de NO, é importante para controle desta infeccéo
(AUTENRIETH et al,, 1994 e de BOHN e al., 1994). Mills et al. (2000) haviam
demonstrado anteriormente que os macrofagos de C57BL/6 (M1) fazem principalmente
a via iINOS, enquanto que os macrofagos de BALB/c fazem preferencialmente a via

arginase, porém trabalhando com macroéfagos de animais nao infectados.

Diante desses resultados podemos concluir que a infecgéo por Y. enterocolitica
estimula nos primeiros dias (1° e 3° dia pds-infec¢ao) preferencialmente a modulagao
de macrofagos M1 nos camundongos C57BL/6 e a modulagédo de macrofagos M2 nos

camundongos BALB/c.

Adicionalmente, os macréfagos de C57BL/6 aumentaram a produgao de NO/
citrulina em relacdo aos animais controles a partir do 1° dia apds a infecgéo por Y.
enterocolitica, enquanto que nos macrofagos de BALB/c o aumento foi observado
apenas no 5° dia. Esses resultados estdo de acordo com relatos de Dileepan et al.

(1995), nos quais macrofagos de C57BL/6 respondem mais rapidamente na ativagao da
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via INOS do que os macréfagos de BALB/c. A resposta inflamatdria inicial para
erradicacdo de microrganismos invasores, de células tumorais e para a promogao de
respostas do tipo Th1 ocorre por meio dos macrofagos classicamente ativados (M1),
enquanto que a fase de resolugdo para remogao de restos celulares, angiogénese,
remodelamento de tecidos, cicatrizacdo de feridas e para a promogao de respostas tipo
Th2 ocorre por meio de macrofagos alternativamente ativados (M2), (GORDON, 2003;
MOSSER, 2003). Nossos resultados mostram que a populacdo predominante de
macrofagos (M1 ou M2) nos primeiros dias da infecgado (do 1° ao 3° dia) parece ser
importante na determinagao da suscetibilidade ou resisténcia a Y. enterocolitica.

Como no 5° dia pos-infecgdo, as quantidades de NO/citrulina produzidas pelos
macrofagos de ambas as linhagens foram semelhantes, demonstrando que
aparentemente estavam utilizando uma mesma via no metabolismo da arginina (via
iINOS); concluimos que nos camundongos BALB/c, a infecgdo por Y. enterocolitica,
também pode levar a modulagado de macréfagos M1, porém mais tardiamente que nos
C57BL/6. Podemos especular se a partir do 5° dia apos a infecgao por Y. enterocolitica
a modulagdo de macréfagos M1 e M2 ocorreria de forma semelhante nas duas
linhagens e até quando esse perfil M1 ou M2 se mantém, utilizando um periodo de
observagao mais longo. Em testes preliminares ao experimento, observamos que no 7°
e 10° dia pés-infecgao os perfis foram semelhantes ao do 5° dia (dados nao mostrados).

Conforme relatado anteriormente, macréfagos M1e M2 de camundongos
infectados com Y. enterocolitica sdo propensos a ativar a via INOS e via arginase,
respectivamente. Para verificar a base molecular dessa diferenca, medimos a producéo

de TGF-B1 pelos macréfagos M1 e M2. Em nosso estudo, macréfagos de camundongos
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C57BL/6 (M1) controles e infectados com Y. enterocolitica nao produziram TGF-31,
enquanto que os de BALB/c (M2) produziram quantidade elevada desta citocina. Em
estudo utilizando animais nao infectados, Mills et al. (2000) relataram que os
macrofagos M1 apresentaram uma resposta caracterizada pela produgao predominante
de NO em resposta ao LPS ou IFN-A exdégeno, enquanto que macrofagos M2
produziram preferencialmente TGF-1.

Quanto a produgao de TGF-B1, nos macrofagos de camundongos BALB/c a
infecgdo por Y. enterocolitica causou, ja no 1° dia, um aumento de 8,32 vezes (LPS) e
4,43 vezes (HKY) na quantidade de TGF-B1 produzida em relacdo a produgao por
macrofagos de animais controles. No 3° e 5° dia pés-infeccdo, os niveis de TGF-$1
produzidos por macréfagos de camundongos BALB/c mantiveram-se elevados. TGF-$3 é
uma citocina multifuncional envolvida na regulagdo das respostas inflamatorias
(LETTERIO e ROBERTS, 1998). Ha observagdoes de que a administracdo de altas
concentragdes de TGF-B1 recombinante limita a protecdo em camundongos infectados
com Y. enterocolitica (AUTENRIETH et al., 1996). O mais importante efeito do TGF3 em
macrofagos € sua capacidade de limitar a produgdo de reativos intermediarios do
oxigénio e do nitrogénio pelas células ativadas por LPS ou IFN-y (BOGDAN & NATHAN,
1993).

O aumento observado na producdo de TGF-B1 pelos macréfagos de
camundongos BALB/c no 1° dia pods-infecgao, esta coerente com a diminui¢do da
producao de NO/citrulina acima relatada, para a mesma linhagem neste dia. A falta de
producao, isto €, a ndo detec¢cado do TGF-B1 produzido pelos macrofagos de C57BL/6

esta coerente com a elevacdo e manutencao de niveis elevados de NO observados
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durante o periodo de observagao da infecgdo. TGF-1 regula negativamente a via iINOS
e regula positivamente a via arginase (VOLDOVOTZ et al., 1993; BOUTARD et al.,
1995). TGFpB regula iINOS em nivel transcricional e pds-transcricional, resultando em
regulacdo negativa do niveis de RNAm e supresséo da expressao e da atividade desta
enzima (LETTERIO e ROBERTS, 1998). Por outro lado, NO inibe a producédo de TGF-
1 (DIEFENBACH et al., 1998). Ha uma correlacao inversa entre a producao de NO e
de TGF-B1, assim as respostas M1 e M2 ocorrem em parte devido a regulagao
autocrina dos macrofagos (MILLS et al., 2000).

A fagocitose € importante no controle de infecgbes por Y. enterocolitica.
(HANSKI et al., 1991; AUTENRIETH et al., 1996). Em nosso estudo a infecgéo por Y.
enterocolitica levou a um aumento da atividade fagocitica tanto nos macréfagos de
camundongos C57BL/6 como nos macrofagos de camundongos BALB/c, porém os
macrofagos de camundongos C57BL/6 apresentaram atividade fagocitica maior que a
dos macrofagos de camundongos BALB/c, em todos os pontos da cinética de infecgao.
A maior atividade fagocitica dos macréfagos de camundongos C57BL/6 (M1), também
observada em animais controles, pode estar contribuindo para maior resisténcia desta
linhagem a infecg&o por Y. enterocolitica.

Em nosso estudo verificamos que no modelo murino de infecgcdo por Y.
enterocolitica o bago foi o principal 6rgao afetado, ocorrendo formacado de abscessos.
Nos camundongos C57BL/6 infectados, observamos aumento no peso do bago de 2,02
vezes no 3° dia e 1,66 vezes no 5° dia; enquanto que, nos camundongos BALB/c o
aumento foi de 1,18 vezes em ambos os dias. Além disso, no 3° e 5° dia pés-infecgao,

nos C57BL/6 foi constatada a presenga de abscessos no bago de 100% dos animais,
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enquanto que nos BALB/c, os abscessos ocorreram em 60% dos animais. Estudos
iniciados por Autenrieth et al. (AUTENRIETH et al., 1993a; AUTENRIETH et al., 1994),
seguidos pelos de Bohn et al. (BOHN et al.,, 1994; BOHN et al., 1996; BOHN et al.,
1998a) envolvendo varios mecanismos potenciais para explicar a maior resisténcia de
camundongos C57BL/6 em relagdo a dos BALB/c, no modelo de administragao i.v. de
Y. enterocolitica, demonstraram que os bagos dos camundongos C57BL/6 fazem uma
resposta inflamatoria mais pronunciada, caracterizada por esplenomegalia, remogéao
das bactérias e uma ativagéo mais rapida de células T CD4" e CD8", que contribui para
a maior resisténcia desta linhagem a infeccdo (AUTENRIETH et al., 1994).

Sabe-se que linfocitos T de diferentes linhagens de camundongos tém
tendéncia a produzir diferentes perfis de citocinas Th1 ou Th2 (HSIEH et al. 1995). Em
nosso estudo observamos que linfocitos de camundongos C57BL/6 nao infectados
produziram quantidade elevada de IFN-y e n&o produziram IL-4, enquanto que os
linfécitos de camundongos BALB/c nao infectados produziram pouco IFN-y e néao
produziram IL-4. Esses resultados sdo concordantes com relatos de Heinzel et al.
(HEINZEL et al., 1989; HEINZEL et al., 1991) nos quais células T CD4" de
camundongos C57BL/6 expressaram altos niveis de RNAm do IFN-y e o RNAm da IL-4
foi indetectavel. Sdo ainda parcialmente concordantes com dados de Mills et al. (2000),
onde linfocitos de camundongos néo infectados C57BL/6 produziram maior quantidade
de IFN-y do que os de BALB/c, enquanto que os de BALB/c produziram mais IL-4
comparados com os de C57BL6.

Quanto as citocinas Th1e Th2, ndo detectamos a producdo de IL-4 pelos

linfocitos de camundongos C57BL/6 controles ou infectados, enquanto que os linfécitos
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de BALB/c infectados produziram quantidade detectavel apenas no 5° dia pds-infecgao.
Esses resultados s&do parcialmente concordantes com os observados por Authenrieth e
al. (1994) que relataram auséncia de IL-4 ou IL-5 detectaveis em sobrenadantes de
culturas de linfocitos de camundongos BALB/c in vitro, nos primeiros dias (dias 1 a 7)
apos infecgao por Y. enterocolitica. Handley et al. (2004) relataram que os niveis de IL-
4 intracelular estavam abaixo do limite de detecgdo (20 pg/mL), nos tecidos de
camundongos BALB/c e C57BL/6, porém eles utilizaram a via oral de infecgdo. Outros
estudos, entretanto, relataram producao de IL-4 por linfocitos de camundongos BALB/c
infectados (BOHN et al., 1994; BOHN e AUTENRIETH, 1996; HEINZEL et al., 1989;
HEINZEL et al.,, 1991; MILLS et al., 2000). As principais fontes de IL-4 e IL-13 no
organismo, bem como os estimulos que levam a liberagao destas citocinas com funcgdes
cooperativas e nao redundantes, na polarizagao de células Th2, suscetibilidade a certas
doengas e protegcdo contra doencgas parasitarias, ainda nao estdo bem definidas
(GORDON, 2003). E possivel que a producdo de IL-4 extracelular pelos linfécitos da
maioria dos animais de nosso estudo esteja abaixo da sensibilidade do Kit utilizado (5
pg/mL) ou ainda que a citocina tenha sido produzida e posteriormente consumida pelas
células em multiplicacao.

Durante a infeccado os linfécitos de camundongos C57BL/6, estimulados por
Con A ou HKY, aumentaram significativamente a produg¢do de IFN-y. Os linfocitos de
camundongos BALB/c estimulados por Con A, também aumentaram a producéo de
IFN-y, porém o nivel alcangado no 5° dia pds-infecgao (726 pg/mL) foi menor do que o
observado para os animais C57BL/6 controles e infectados (944 pg/mL e 2.431 pg/mL

respectivamente).
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Linfoécitos de camundongos C57BL/6 infectados por Y. enterocolitica produziram
maior quantidade de IFN-y do que os de BALB/c e n&do produziram IL-4 durante o
periodo de observagdo. Assim, em nosso estudo, os linfécitos de camundongos
C57BL/6 produziram uma resposta tipicamente Th1. Autenrieth et al. (1994)
demonstraram que células T isoladas de camundongos C57BL/6 produziram
quantidade significativa de IFN-y apos estimulo com HKY, enquanto que células T de
camundongos BALB/c n&do o fizeram. A neutralizacdo in vivo de IFN-y abole a
resisténcia a Y. enterocolitica e leva a progressao fatal da doenca (AUTENRIETH e
HEESEMANN, 1992; AUTENRIETH et al., 1994). A inducéo precoce de uma resposta
celular Th1 especifica e a rapida produgdo de IFN-y altera o curso da infecgdo e se
mostrou essencial para a resolugdo da infeccdo. O IFN-y tem papel importante no
controle da infeccdo por Y. enterocolitica, sugerindo que os macréfagos ativados
contribuem para a recuperacédo (AUTHENRIETH, et al., 1994, BOHN et al., 1994).

Por outro lado, observamos que os linfocitos de camundongos BALB/c,
produziram uma resposta tipicamente Th2 com producao de IL-4 e pequena producéo
de IFN-y, que é ineficiente no combate ao microrganismo (AUTHENRIETH, et al., 1994,
BOHN e AUTHENRIETH, 1996). A IL-4 n&o é protetora na infecgao por Y. enterocolitica
em camundongos BALB/c; ja foi demonstrado que a administragcdo de anticorpos anti-
IL-4 antes da infecgdo por Y. enterocolitica, transforma camundongos BALB/c
suscetiveis em animais resistentes, enquanto que o mesmo tratamento nédo afeta de
maneira significativa os camundongos C57BL/6 Yersinia-resistentes (AUTHENRIETH,
et al., 1994). E possivel que a maior producéo de IL-4 nos camundongos BALB/c esteja

relacionada com sua suscetibilidade aumentada a Yersinia.
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Em nosso estudo verificamos que macréfagos de camundongos C57BL/6
produziram maior quantidade de NO/citrulina, menores quantidades de ornitina, nao
produziram TGF-B1 e apresentaram maior atividade fagocitica quando comparados aos
macrofagos de camundongos BALB/c. Os linfécitos dos C57BL/6 nao produziram IL-4 e
produziram maior quantidade de IFN-y, enquanto que os de BALB/c produziram IL-4 no
5° dia pés-infecgao e produziram menor quantidade de IFN-y.

De maneira geral, no 1° e 3° dia apos infeccdo com Y. enterocolitica, os
macrofagos de camundongos C57BL/6 reestimulados ou ndo, aumentaram a produgéo
de NO/citrulina, diminuiram a produgéo de ornitina e ndo produziram TGF-1; enquanto
que os macréfagos de camundongos BALB/c diminuiram a producéo de NO/citrulina,
aumentaram a produgdo de ornitina e de TGF-p1. Os linfocitos de C57BL/6
aumentaram a producao de IFN-y, alcangando niveis elevados ja no 1° dia, enquanto
que os de BALB/c apresentaram um aumento mais discreto, alcancando niveis bem
menores.

O tipo e a intensidade da resposta elaborada por uma linhagem de
camndongo sao provavelmente determinados pela tendéncia de seus macrofagos e
linfocitos as respostas Th1 ou Th2. Assim, pode ocorrer sinergismo (macrofagos M1 e
linfécitos Th1), levando a uma resposta predominantemente Th1; ou antagonismo
(macrofagos M1 e linfocitos Th2). Nossos resultados juntos mostraram que no 1° e 3°
dia, nos camundongos C57BL/6, a infecgdo por Y. enterocolitica promove
preferencialmente a modulagédo de macréfagos M1 e linfocitos Th1, enquanto que nos
camundongos BALB/c, promove preferencialmente a modulagdo de macréfagos M2 e

de linfécitos Th2. Portanto, a populagdo predominante de macréfagos nos primeiros



79

dias da infecgdo experimental de camundongos por Y. enterocolitica parece ser
importante na determinagao da resisténcia ou suscetibilidade da linhagem.

Esta muito bem estabelecido que os linfocitos T (Th1 e Th2) podem influenciar
as respostas imunes de formas opostas. Por outro lado, varios estudos forneceram
evidéncias de que macrofagos podem influenciar a resposta de linfocitos.

Nossos resultados proporcionaram importantes esclarecimentos sobre a
resposta inicial dos macréfagos na infeccdo experimental por Y. enterocolitica em
camundongos resistentes e suscetiveis, sugerindo que a modulagdo racional da
resposta imune contra esse microrganismo dependera em parte da capacidade de
estimular a via apropriada de metabolismo da arginina nos macroéfagos, isto €, estimular
a modulagao de macrofagos M1. Entretanto, sdo necessarios varios outros estudos com
finalidade de entender melhor o envolvimento dos macrofagos M1 e M2 na
determinagédo da resposta Th1 ou Th2 para futuramente explorar a possibilidade de

alterar o curso da resposta imune, tornando-a mais eficaz.



80

6. CONCLUSOES

1. A infeccdo por Y. enterocolitica estimula nos primeiros dias (1° e 3°),
preferencialmente, a modulagdo de macréfagos M1 nos camundongos C57BL/6 e a
modulac¢ao de macrofagos M2 nos camundongos BALB/c.

2. A infecgéo por Y. enterocolitica pode interferir de diferentes maneiras na
producdo de NO pelos macréfagos no 1° dia pés-infecgdo. Em camundongos BALB/c
esta infeccao leva a supressao da producdo de NO, enquanto que em camundongos
C57BL/6 leva a ativagao.

3. Nos camundongos BALB/c, a infeccédo por Y. enterocolitica também pode
levar @ modulagao de macrofagos M1, porém mais tardiamente que nos C57BL/6.

4. A infecgao por Y. enterocolitica, resulta em aumento na produgao de TGF-$1
pelos macréfagos de camundongos BALB/c.

5. Macrofagos M1 de camundongos C57BL/6 infectados com Y. enterocolitica
possuem atividade fagocitica maior que os macrofagos M2 de camundongos BALB/c.

6. A populacdo predominante de macréfagos (M1 ou M2) nos primeiros dias da
infeccdo (1° e 3° dia) parece ser importante na determinagdo da suscetibilidade ou
resisténcia a Y. enterocolitica.

7. A infeccado por Y. enterocolitica estimula nos primeiros dias (1° e 3°), nos
camundongos C57BL/6, preferencialmente a modulagdo de linfocitos Th1 e a

modulagao de linfocitos Th2, nos camundongos BALB/c.
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