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Resumo

A linfadenite caseosa, é uma doenca cronica infecciosa de pequenos ruminantes, caprinos e ovinos, causadora de
grandes perdas econdmicas, caracterizada pela formag&o de granulomas subcutaneosz e em 6rgaos internos cujo agente
etiolégico é Corynebacterium pseudotuberculosis, bacilo Gram-positivo, patégeno intracelular facultativo de fagocitos,
relacionados filogeneticamente com Mycobacterium tuberculosis. Este trabalho teve como objetivo avaliar “in vitro”
os fen6tipos das subpopulacdes de células da linhagem leucocitaria do sangue periférico de caprinos experimentalmente
infectados com as linhagens T1 e VD57 de Corynebacterium pseudotuberculosis, sendo as células estimuladas com
antigenos secretados/excretados da linhagem T1 utilizando como ferramenta a técnica de citometria de fluxo. A
expressdo de células CD4 é maior nos animais infectados com a linhagem VD57 sob os dois estimulos antigénicos TPP
e MQD. A expressdo de células com marcacdo para CD8 é maior no grupo de animais infectados com a linhagem T1
para os dois estimulos com 0 aumento da expressdo ao longo do tempo. Para 0 marcador CD21 houve maior expressao
no grupo de animais infectados com a linhagem T1, entretanto no grupo de animais infectados com a linhagem VD57
ocorreu expressao significativa aos 60 dias de infec¢do. N&do houve diferenca no indice de proliferagao de células TCRyS
sob o estimulo dos dois antigenos no grupo infectado com T1, enquanto que no grupo infectado com a linhagem VD57
o0 antigeno TPP teve maior indice de proliferagdo aos 60 dias de infecgdo. Pode-se observar que houve diferengas
expressdo do fendtipo celular em células do sangue periférico dos animais infectados com as linhagens T1 e VD57 e
estimulados com os antigenos secretados TPP e MQD, entretanto o antigeno TPP mostrou-se maior indutor de
proliferacédo celular. Ambas as linhagens demonstraram indices significativos na proliferacdo de células.
Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis; Caprinos; Ovinos; Citometria de fluxo.

Abstract

Caseous lymphadenitis is a chronic infectious disease of small ruminants, goats and sheep, causing great economic
losses, characterized by the formation of subcutaneous granulomas and in internal organs whose etiologic agent is
Corynebacterium pseudotuberculosis, Gram-positive bacillus, and facultative intracellular pathogen of phagocytes. ,
phylogenetically related to Mycobacterium tuberculosis. This study aimed to evaluate "in vitro" the phenotypes of
subpopulations of cells of the peripheral blood leukocyte lineage of goats experimentally infected with the T1 and VD57
strains of Corynebacterium pseudotuberculosis, being the cells stimulated with secreted/excreted antigens of the T1
strain using as tool the flow cytometry technique. The expression of CD4 cells is higher in animals infected with the
VD57 lineage under both TPP and MQD antigenic stimuli. The expression of CD8-labeled cells is higher in the group
of animals infected with the T1 lineage for both stimuli with increasing expression over time. For the CD21 marker
there was greater expression in the group of animals infected with the T1 lineage, however in the group of animals
infected with the VD57 lineage there was significant expression at 60 days of infection. There was no difference in the
proliferation index of TCRyd cells under the stimulus of the two antigens in the group infected with T1, while in the
group infected with the VD57 lineage; the TPP antigen had a higher proliferation index at 60 days of infection. It can
be observed that there were differences in the expression of the cell phenotype in peripheral blood cells of the animals
infected with the T1 and VD57 strains and stimulated with the TPP and MQD secreted antigens; however, the TPP
antigen proved to be the greatest inducer of cell proliferation. Both strains demonstrated significant indices in cell
proliferation.

Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis; Goats; Sheep; Flow cytometry.

Resumen

La linfadenitis caseosa es una enfermedad infecciosa cronica de los pequefios rumiantes, caprinos y ovinos, que provoca
grandes pérdidas econémicas, caracterizada por la formacién de granulomas subcutaneos y en 6rganos internos cuyo
agente etiolégico es Corynebacterium pseudotuberculosis, bacilo gram-positivo, patdgeno intracelular facultativo de
fagocitos. relacionado filogenéticamente con Mycobacterium tuberculosis. Este estudio tuvo como objetivo evaluar "in
vitro" los fenotipos de subpoblaciones de células del linaje de leucocitos de sangre periférica de cabras
experimentalmente infectadas con las cepas T1 y VD57 de Corynebacterium pseudotuberculosis, siendo las células
estimuladas con antigenos secretados/excretados de la cepa T1 utilizando como herramienta la técnica de citometria de
flujo. La expresion de células CD4 es mayor en animales infectados con el linaje VD57 bajo estimulos antigénicos tanto
TPP como MQD. La expresién de células marcadas con CD8 es mayor en el grupo de animales infectados con el linaje
T1 para ambos estimulos con expresion creciente en el tiempo. Para el marcador CD21 hubo mayor expresion en el
grupo de animales infectados con el linaje T1, sin embargo, en el grupo de animales infectados con el linaje VD57 hubo
expresion significativa a los 60 dias de la infeccion. No hubo diferencia en el indice de proliferacion de las células
TCRYy3 bajo el estimulo de los dos antigenos en el grupo infectado con T1, mientras que en el grupo infectado con el
linaje VD57, el antigeno TPP tuvo un mayor indice de proliferacion a los 60 dias de infeccion. Se puede observar que
hubo diferencias en la expresién del fenotipo celular en células de sangre periférica de los animales infectados con las
cepas T1y VD57 y estimulados con los antigenos secretados TPP y MQD, sin embargo, el antigeno TPP demostro ser
el mayor inductor de proliferacidn celular. Ambas cepas demostraron indices significativos en la proliferacion celular.
Palabras clave: Corynebacterium pseudotuberculosis; Cabras; Oveja; Citometria de flujo.
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1. Introducéo

A linfadenite caseosa, que é uma doenca cronica infecciosa de pequenos ruminantes, caprinos e ovinos, causadora de
grandes perdas econdémicas, caracterizada pela formacdo de material purulento oriundos dos abscessos subcutaneos e 6rgados
internos (Batey, 1986b; Walker et al, 1991), cujo agente etioldgico é Corynebacterium pseudotuberculosis, bacilo Gram-
positivo, patégeno intracelular facultativo de fagocitos (Sampaio et al., 2019; Yaacob et al., 2021).

A imunidade contra C. pseudotuberculosis é similar a observada por microrganismos intracelulares como
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis (Flynn, 1993; Pascual et al, 1995; Guaraldi et al., 2013) que acontece via
ativacdo de linfécitos T auxiliares (CD4*) pelos macrofagos e células dendriticas, mais especificamente pelo perfil Thl; estas
sdo responsaveis pela resposta imune especifica, induzindo principalmente a secrec¢éo de citocinas como INF-y e IL-12 , essas
caracteristicas vao conferir a resisténcia adaptativa em infecgdes causadas por bactérias intracelulares facultativas e lisar células
infectadas (Kaufmann, 1993; Abbas, 2005; Vaz et al, 2007). Em caprinos e ovinos a resposta imune contra C. pseudotuberculosis
envolve mecanismos da resposta imune inata e da resposta adaptativa (Joly, 1965a; Pépin et al, 1997; Vale, 2003).

Estudo feito em camundongos fazendo o tratamento de células TCD4* com anticorpos monoclonais anti-CD4, tanto na
infeccdo primaria quanto na infeccdo secundéria por C. pseudotuberculosis apresentou aumento significantemente da
mortalidade dos camundongos e da proliferacdo bacteriana, em contrapartida, houve a reducéo da produgéo de TNF-o e IFN-y.
Dados como este sugerem que as células TCD4* estdo envolvidas na resisténcia do hospedeiro a infecgdo por C.
pseudotuberculosis pela secrecéo de IFN-y (Lan et al., 1998; Lan et al., 1999; Reboucas et al., 2011). Ainda neste mesmo estudo,
apenas na infeccdo primaria as células T CD8* de camundongos, submetidas ao mesmo tratamento com anticorpos monoclonais
anti-CD8, mostraram um papel importante na imunidade protetora contra a infeccdo por C. pseudotuberculosis. Este estudo
sugere que ambas as populacdes de linfocitos sdo importantes na resposta imune contra C. pseudotuberculosis (Lan et al., 1999).

Walker et al. (1991) em estudo que relata a descricdo do granuloma decorrente da infec¢do por C. pseudotuberculosis,
sugere que devido a localizagdo das células B, externamente a camada que apresentou linfocitos T CD4, CD8 e Tyd, essas podem
produzir anticorpos neutralizantes contra a potente exotoxina fosfolipase D, lipideo de parede citotoxico, e outros produtos do
C. pseudotuberculosis.

Embora o C. pseudotuberculosis possua diversas fragfes proteicas obtidas de antigenos somaticos secretados e
excretados, estas fracOes proteicas ndo sdo bem caracterizadas até o momento, a bioinformética tem auxiliado os estudos
antigénicos apontando alvos para novos trabalhos (Raynal et al., 2018). Devido a similaridade filogenética entre M. tuberculosis
e C. pseudotuberculosis, acredita-se que essas proteinas sejam importantes para o desenvolvimento da resposta imuno protetora
do hospedeiro com a producdo de citocinas pré-inflamatorias correspondem a proteinas secretadas e excretadas de baixo peso
molécula, como a ESAT-6 e CFP-10 (Lim et al, 2004; Guo et al, 2010).

Dentre as diversas técnicas usadas na avaliagdo da resposta imune, a citometria de fluxo tem sido bem-sucedida para
avaliar a resposta imune mediada por célula para diversos estudos com patégenos do género Mycobacterium (Seder et al., 2008;
Platt et al, 2006). A citometria de fluxo é uma técnica de alta sensibilidade que ndo demanda tratamentos especiais nas amostras
ou isolamento do alvo (Andrade et al., 2022). Ainda assim, ndo ha relatos sobre a resposta imune de subpopulacdes de células
T e de célula B a C. pseudotuberculosis com o uso da citometria de fluxo. O objetivo do presente estudo foi avaliar o fenétipo
leucocitario de caprinos infectados com as linhagens, selvagens (VD57) e atenuada (T1), de C. pseudotuberculosis utilizando-

se antigenos secretados/excretados da linhagem T1, com o intuito de melhorar o entendimento na relagdo parasito hospedeiro.
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2. Metodologia
Linhagens Bacterianas

Foram utilizadas para este estudo duas linhagens de Corynebacterium pseudotuberculosis, a linhagem codificada como
T1 — naturalmente atenuada e a linhagem selvagem catalogada como VD57, provenientes da cole¢do do Laboratorio de
Microbiologia do ICS/UFBA. Ambas as linhagens foram identificadas pelo kit API coryne (BioMérieux AS, Marcy-1’Etoile,
Franca).

Cultivo Bacteriano
As linhagens T1 e VD57 de Corynebacterium pseudotuberculosis, foram semeadas em caldo BHI e cultivadas em estufa

a 37°, em presenca de 5% de CO; por 72h.

Antigeno obtido pela técnica de separacdo em trés fases (TPP)
A linhagem T1 de Corynebacterium pseudotuberculosis, foi semeada em meio BHI a 37°C por 72 h. A suspenséo
bacteriana foi lavada, centrifugada a 8000 rpm por 15 minutos e filtragdo do sobrenadante a vacuo em membrana Millipore 0,45

pum. O fracionamento do sobrenadante em trés fases, seguiu o protocolo descrito por Paule e colaboradores, 2004.

Antigeno MQD
A producdo do antigeno foi realizada de acordo com a metodologia estabelecida e descrita por Moura Costa e

colaboradores, 1999.

Dosagem de Proteinas
A concentragdo de proteina das amostras (antigeno TPP e antigeno MQD) foram quantificadas pelo kit de dosagem de

proteinas da Bio-Rad (método modificado de Lowry et al, 1952).

Animais

Neste estudo foram utilizados 12 caprinos de raca ndo definida, entre 06 meses e 01 anos de vida, obtidos da Fazenda
Experimental de Salinas com agua e comida ad libidun. Foram distribuidos em trés grupos de quatro animais: Grupo 1 —controle:
foi inoculado 1ml de tampéo salina fosfato; Grupo 2 - imunizado com 2x10°% UFC de Corynebacterium pseudotuberculosis da
linhagem T1; e 0 Grupo 3 - imunizado com 2x10° UFC de Corynebacterium pseudotuberculosis da linhagem VD57, sendo todos
estes com sorologia negativa para linfadenite caseosa. Em todos os grupos a inoculacdo foi subcutdnea. Sendo estes
acompanhados mensalmente por um periodo de 03 meses, e foi realizado o reforgo vacinal aos 60 dias. A Comisso de Etica no

Uso de Animais do Instituto de Ciéncias da Saide (CEUA-ICS) aprovou o uso dos animais através do protocolo 051/2013.

Coleta de Sangue
O sangue dos animais foi coletado num volume de 5mL, por puncdo venosa na veia jugular com tubo tipo Vacutainer
estéril (BD-SP) com EDTA.

Cultura de Sangue Total
O sangue total dos animais foi cultivado em placas de 24 pogos (1mL/poco). A concentragdo dos antigenos secretados

de Corynebacterium pseudotuberculosis foi de 40ug/mL para o TPP e de 20ug/mL para o0 MQD. O sangue total foi incubado

4
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em estufa de 5% de CO- a 37°C por 48h. Apo6s incubacdo o contetido foi coletado, realizada a contagem de leucdcitos totais e

citometria de fluxo. Foi utilizado o mitdgeno Pokeweed (PWM) na concentragdo 5ug/mL como controle positivo do teste.

Citometria de Fluxo

Ap0s o cultivo do sangue total, uma amostra de cada poco com diferentes estimulos (mitdgenos e antigenos) foi avaliada
por citometria de fluxo para mensurar os marcadores de antigenos de superficie de linfdcitos, utilizando anticorpos monoclonais,
primarios, especificos para caprinos (CD4-17D1-1gG1; CD8a-CACT80C-1gG1, CD21-like (B-B7), TcR1-N6, VMRD, Inc.,
Pullman, WA, USA), diluidos a 1:50. Em uma breve descricdo da metodologia adotada, as células foram lavadass 2 vezes em
Tampdo Salina Fosfato. Em seguida, 100uL de células foram incubadas com o anticorpo primario, diluido a 1:50, por 15 min.
Depois, foi adicionado o anticorpo secundario, (anti-mouse 1gG1, Rockland, Glibertsville, Pennsylvania, USA) fluoresceina
isotiocianato (FITC) diluido a 1:1000. As amostras foram incubadas por 15 min, ao abrigo da luz. Apés a incubacéo as células
vermelhas de todas as amostras foram lisadas, adicionando-se de tampdo de lise (FACS Lysing Solution, Becton Dickinson),
diluido 1:10, em seguida as amostras foram incubadas por 30 min ao abrigo da luz. Em seguida foram centrifugadas duas vezes
com Tampado Salina Fosfato, o sobrenadante foi retirado e o volume foi ressuspenso em 200uL de formalina (3% tamponada em
PBS). Finalmente, as células foram lavadas 2 vezes em Tampao Salina Fosfato, o volume foi ressuspenso para 500uL de Tampao
Salina Fosfato antes de serem mensuradas utilizando um citdmetro de fluxo (Becton Dickinson, San Jose, CA). Os dados foram

coletados em 10.000 eventos e analisados usando o software Cellquest.

Anélise Estatistica
A analise foi feita pelos testes ndo paramétricos de Kruskall-wallis e Mann-Whitney, com corre¢do de Bonferroni. Os

resultados foram expressos como médias e as diferencas com p<0,05 foram consideradas estatisticamente significantes.

3. Resultados

O grupo infectado com a cepa atenuada (T1), e estimulado com os antigenos TPP e MQD apresentou uma maior
proliferacdo de células CD4* no tempo de 90 dias, quando comparado com o grupo controle, e com o tempo de 15 (p<0,05),
como demonstrado na figura 01. Ao contrério do grupo infectado com a linhagem atenuada T1, no grupo infectado com a
linhagem selvagem VD57, os antigenos TPP e MQD induziram uma maior proliferacéo de células CD4* nos tempos 15, 30 e 90
dias, quando comparados com o grupo controle (p<0,05) e 15 dias quando comparado com os demais tempos (p<0,05).
Analisando-se os dois grupos de infeccGes pode-se observar que somente aos 15 dias o grupo infectado com a linhagem VD57
apresenta diferenca estatisticamente significante quando comparado ao mesmo tempo de infeccdo com a linhagem T1 (Figura
1).
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Figura 1: Percentagem de células CD4* de caprinos infectados com as linhagens T1 (atenuada) e VD57 (selvagem), e grupo
controle, apds serem estimulados pelos antigenos secretados/excretados (TPP e MQD) da linhagem atenuada T1 de

Corynebacterium pseudotuberculosis em cultura de sangue total por 48h. Dados apresentados expressam as médias. P<0,05 (*).
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Fonte: Autores.

A Figura 2 demonstra que no grupo infectado com a linhagem atenuada (T1) e estimulados com os antigenos secretados
TPP e MQD, ocorreu proliferacdo celular em todos os tempos com diferenca estatisticamente significante (p<0,05) em relacéo
ao controle, entretanto houve maior estimulo aos 90 dias ap6s a infecgdo com o antigeno TPP com diferenca estatisticamente
significante quando comparados a 15 e 30 dias para os dois estimulos (p<0,05).

No grupo infectado com a linhagem selvagem VD57, ocorreu proliferagdo celular em todos os tempos quando as células
foram estimuladas com os dois antigenos TPP e MQD, com diferenga estatisticamente significante quando comparados ao

controle (p<0,05), no entanto, ndo ocorreu diferenca estatisticamente significante entre os tempos e antigenos (Figura 2).

Figura 2: Percentagem de células CD8* de caprinos infectados com as linhagens T1 (atenuada) e VD57 (selvagem), e grupo
controle, apo6s serem estimuladas pelos antigenos secretados/excretados (TPP e MQD) da linhagem atenuada T1 de

Corynebacterium pseudotuberculosis em cultura de sangue total por 48h. Dados apresentados expressam as médias. p<0,05 (*).
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Fonte: Autores.
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A comparagdo entre os dois grupos de infeccdo demonstra diferenca estatisticamente significante com antigeno TPP
aos 90 dias, na infeccdo da linhagem T1, em relagdo aos tempos e antigenos na infeccdo com a linhagem VD57.

No grupo infectado com a linhagem T1, aos 15, 30 e 90 dias pés-infeccéo, a porcentagem de células CD21* é elevada,
sob o estimulo do antigeno TPP, comparada com o grupo controle, havendo uma diferenca estatisticamente significante (p<0,05),
(figura 03). Em relacéo ao estimulo do antigeno MQD, néo ocorreu diferenca significante entre este grupo e o controle (p<0,05).

No grupo infectado com a linhagem selvagem (VD57), pode-se observar que os antigenos TPP e MQD estimularam a
proliferacdo de células CD21* com 90 dias de infeccdo com diferenca estatisticamente significante (p<0,05), quando comparados
com os demais tempos, com o grupo controle. Contudo, neste tempo a proliferagéo das células CD21* foi maior sob estimulo do

antigeno TPP do que o observado para o antigeno MQD (p<0,05), como demonstrado na Figura 3.

Figura 3: Percentagem de células CD21* de caprinos infectados com as linhagens T1 (atenuada) e VD57 (selvagem), e grupo
controle, ap6s serem estimuladas pelos antigenos secretados/excretados (TPP e MQD) da linhagem atenuada T1 de

Corynebacterium pseudotuberculosis em cultura de sangue total por 48h. Dados apresentados expressam as médias. p<0,05 (*).
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Fonte: Autores.

A comparacéo entre os dois tipos de infecgdo indica que existe diferenca estatisticamente significante (p<0,05), para o
antigeno TPP nos tempos 15 e 30 dias na infeccdo com a linhagem T1 quando comparado ao estimulo induzido com os dois

antigenos na infeccdo com a linhagem VD57.
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Figura 4: Percentagem de células TCRyd* Percentagem de células CD21* de caprinos infectados com as linhagens T1 (atenuada)
e VD57 (selvagem), e grupo controle, ap6s serem estimuladas pelos antigenos secretados/excretados (TPP e MQD) da linhagem
atenuada T1 de Corynebacterium pseudotuberculosis em cultura de sangue total por 48h. Dados apresentados expressam as
médias. p<0,05 (*).
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Fonte: Autores.

Em relacdo a proliferacdo de células TCRyd*, o grupo infectado com a linhagem atenuada (T1) e estimulados com os
antigenos TPP apresentou diferencga estatisticamente significante em nos tempos 30 e 90 dias quando comparado ao grupo
controle (p<0,05). O antigeno MQD apresentou maior indice de proliferacdo nos tempos 30 e 90 dias, entretanto, s6 apresentou
diferenga estatisticamente significante (p<0,05) quando comparado com o grupo controle aos 90 dias de infecgdo (Figura 04).
No grupo infectado com a linhagem selvagem VD57 houve uma elevada proliferacéo de células TCRy8* aos 15 dias de infec¢do
para os dois antigenos, com diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle, demais tempos e entre si. Neste
mesmo grupo, VD57, quando comparada a proliferacdo celular de células TCRy8* entre os antigenos TPP e MQD observa-se
que a indugdo de resposta ao MQD diminui ao longo do tempo de infeccdo se comparada ao antigeno TPP, que tem a porcentagem
de células TCRy3* mais elevada aos 15 dias (Figura 04).

O mitégeno pokweed (PWM) foi utilizado como controle positivo das reagBes para cada tempo e para cada marcador
de superficie de linfocitos dos grupos infectados com as linhagens T1 e VD57 de C. pseudotuberculosis. Foi observado que o
PWM estimulou inespecificamente a proliferagdo celular referente aos marcadores de linfocitos utilizados, confirmando seu

papel como controle positivo da reacdo (dados ndo mostrados).

4. Discussao

Obter mais conhecimentos sobre a resposta imune do hospedeiro caprino contra Corynebacterium pseudotuberculosis
é fundamental para o controle e manejo da linfadenite caseosa. Semelhante a outras infec¢Bes por patdgenos intracelulares
facultativos, a imunidade mediada pelo perfil de resposta Th1l desempenha um papel significativo no controle da infeccéo por
Corynebacterium pseudotuberculosis, porém ainda h4 muitos aspectos da imunidade a serem elucidados para contribuir no
controle da infeccéo.

A resposta imune protetora contra a infecges por micobaterias, patégenos intracelulares facultaivos, é a mediada por
células, envolvendo a ativacdo da resposta dos linfocitos CD4* e CD8*, formando as bases da resposta do perfil Thl (Begg,

2005; S4, 2018; Araujo et al., 2019). Pela razdo de Corynebacterium pseudotuberculosis ser um patdgeno intracelular facultativo
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de fagécitos, relacionado filogeneticamente com Mycobacterium tuberculosis, a resposta imune mediada por célula é um
importante componente da resposta imune protetora (Lan et al.,1998; S4 et al., 2018).

A avaliagdo da proliferagdo das células CD4* apresentou uma variagdo significativa. A mesma variagdo também foi
observada por Rebougas e colaboradores (2011). No grupo de caprinos infectados com a linhagem atenuada, a resposta frente
aos antigenos MQD e TPP variou entre os tempos 15 a 90 dias ocorrendo de maneira semelhante para o grupo infectado com a
linhagem selvagem VD57; contudo a resposta frente aos antigenos MQD e TPP, foi mais significante para este grupo. Pode-se
inferir que a alta responsividade aos antigenos no tempo 15 dias ocorre devido a fase aguda da infec¢do e o declinio nos tempos
30 e 60 dias pode ter ocorrido devido a cronicidade da infeccdo. O aumento no tempo 90 dias é devido a resposta frente ao
reforco vacinal. A baixa producédo de células CD4* observada no grupo infectado com a linhagem atenuada T1 pode ser em
decorréncia da baixa estimulagdo exercida por esta linhagem bacteriana sobre o sistema imunolégico do animal. A baixa
responsividade contra a linhagem atenuada foi observada por Vale (2005) ao infectar camundongos Balb/c com 107 UFC da
linhagem atenuada T1. Contudo, os dados apresentados no grupo da linhagem T1, sdo similares aos reportados por Hasvold et
al. (2002) em estudo feito com caprinos imunizados com linhagem atenuada de Mycobacterium avium paratuberculosis.
Diversos autores sugerem que as células T CD4* produzam linfocinas que contribuem no desenvolvimento do piogranulomae a
persisténcia do patdgeno Corynebacterium pseudotuberculosis no hospedeiro (Batey, 1986; Pépin et al.,1994; Paule et al., 2003;
Bastos et al.,2012).

Neste trabalho, as células T CD8*, ap6s estimulacdo in vitro com os antigenos TPP e MQD, apresentaram porcentagem
elevada tanto no grupo infectado com a linhagem T1 quanto no grupo infectado com a VD57 quando comparada ao controle. A
porcentagem de células T CD4* é significativamente maior que a de células T CD8*, o que corrobora, sobre o papel das células
CD4 e CD8 em infeccOes por patogenos intracelulares facultativos (Hasvold, et al 2002; Cooper, 2002, Derrick, 2011; Da Silva
et al., 2021). Os dados sugerem que na infeccdo por Corynebacterium pseudotuberculosis em caprinos as células T CD4*
desempenham papel central no controle da infeccdo (S4, 2018). Kataperumal et al (2009), mostraram que houve alto indice de
proliferacéo de células TCD4* e TCD8* de caprinos imunizados com antigenos recombinantes de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, apds estimulacdo in vitro. A predominancia de células CD8* observadas neste estudo é similar ao que foi
observado em estudos histoquimico feito em caprinos infectados por Corynebacterium pseudotuberculosis (Pepin et al, 1994;
Bastos et al., 2012).

Estudos feitos em modelo murino sugerem que células Tyd desempenham importante papel no desenvolvimento do
granuloma em infecgdes por micobactérias (Saunders et al, 1998; Tanaka et al, 2005; Buza et al, 2009; Rodrigues et al., 2018).
Ao avaliar células Tyd de bovinos infectados com M. bovis, Alvarez et al (2009) demonstraram que estas células produzem
citocinas (IL-2, IL-10, 1L-12 e INFy). A proliferacdo de células Tyd* no grupo T1 € baixa nos primeiros dias pds-infeccdo e se
mantém estavel nos tempos 30 e 60 dias. No grupo VD57, a expressao de células Tyd é elevada no tempo 15 dias, ocorre um
declinio no tempo 30 dias, apresentando alta proliferacdo no tempo 60 dias. Os resultados obtidos neste estudo estdo em
concordancia com os que foram observados de células TCRyd*, utilizando o modelo caprino imunizado com antigenos
recombinantes de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, apos estimulagdo “in vitro” (Kataperumal, et al, 2009).

Os dados de células B (CD21) apresentados no grupo T1 apesar de serem menos expressivos que 0 dos outros
marcadores - CD4, CD8 e TCRy3, (figura 04) sdo similares aos encontrados em experimentos feitos com ovinos e caprinos
imunizados com Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis em que foi utilizada a citometria de fluxo (Kataperumal et al,
2009; Dw Silva et al, 2010). Geralmente, as células B sdo os principais componentes da resposta adaptativa do sistema
imunologico, proporcionando através da vigilancia imunoldgica a producdo de anticorpos para a neutralizacdo de

patdgenos. Nos estagios iniciais da infeccdo por Corynebacterium pseudotuberculosis a replicagdo bacteriana é feita
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extracelularmente e ha uma alta producéo de fosfolipase D, importante para a disseminagao da bactéria (Zaki, 1976), portanto,
nesta fase a resposta por anticorpos é mais intensa, constituindo-se certo predominio de uma resposta do tipo Th2. Anticorpos
presentes no soro de animais infectados com este Corynebacterium pseudotuberculosis reconhecem uma grande quantidade de
proteinas de pesos moleculares entre 22 e 120 KDa; 5 e 200 KDa €, em menor proporgdo, 68, 64, 43 e 22 KDa identificadas pela
técnica de “Western Blotting”, utilizando-se antigenos somaticos e secretados (Vale et al., 2003; Paule et al., 2003 e 2004b).
Entretanto, poucos sdo os relatos na literatura sobre células B com patégenos intracelular, pelo fato da resposta protetora a estes
microrganismos, como por exemplo, 0 Mycobacterium subsp. paratuberculosis ser mais expressiva a resposta tipo Thl, porém
Corynebacterium pseudotuberculosis por ser um patdgeno intracelular facultativo o estudo deste tipo celular é importante para
o0 entendimento da interacdo entre parasito e hospedeiro.

5. Conclustes

Ambas as linhagens (selvagem e atenuada) de Corynebacterium pseudotuberculosis demonstraram indices
significativos de proliferacdo de células, CD4*, CD8*, CD21* e Tyd ap0s estimulagdo in vitro com o antigeno secretado TPP.
Foi observado que ocorreu alteracdo do fen6tipo leucocitario dos caprinos ap6s infeccdo com ambas as linhagens VD57 e T1 de
Corynebacterium pseudotuberculosis. Alteracbes na expressdo das células estudadas demonstram o papel das subclasses de

linf6citos na resposta imune protetora contra Corynebacterium pseudotuberculosis.
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