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RESUMO 
 
PIETRALONGA, Pricila Aparecida Grasse, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
setembro de 2012. Expressão de citocinas padrão Th1 e Th2 em camundongos 
C57BL/6 durante infecção de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. 
Orientadora: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Coorientadores: Abelardo Silva 
Júnior e Laércio dos Anjos Benjamin. 
 

Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (MAP) é o agente etiológico da 

paratuberculose, uma enfermidade que causa enterite granulomatosa crônica 

preferencialmente em ruminantes domésticos e silvestres. É considerada uma doença 

de impacto econômico e social, devido às perdas no rebanho e na saúde humana, uma 

vez que se têm indícios da possível relação de MAP com a doença de Crohn. Contudo, 

muito ainda se desconhece sobre o desenvolvimento da patofisiologia e 

imunopatogênese desta doença, nos locais da infecção. Desse modo, este estudo 

propôs verificar a resposta de citocinas pró e anti-inflamatórias por meio da técnica de 

PCR quantitativo e associar a expressão destas citocinas com as lesões e a presença 

do agente em órgãos de camundongos C57BL/6 infectados por via intraperitoneal com 

a cepa MAP66115-98. Em β0 camundongos foram aplicados β50μl de inóculo a γ x 108 

UFC/ml e, em oito controles foram aplicados PBS. Os animais foram sacrificados aos 

30, 60, 90 e 120 dias pós-inoculação. Em cada período, foram coletado baço, fígado, 

intestino (cólon e íleo) e placas de Peyer de cinco camundongos desafiados e de dois 

controles. Verificou-se na maioria, uma regulação positiva nos perfis de expressões das 

citocinas pró-inflamatórias IL-2, IFN-ү e TNF-α, e anti-inflamatórias IL-4 e IL-10 nos 

órgãos analisados em relação aos controles durante o período do experimento. 

Observaram-se também regulações negativas na quarta semana no baço e colón, na 

décima segunda no baço, íleo e placa de Peyer e na décima sexta semana no fígado, 

colón e íleo. Diferenças estatísticas foram observadas somente na oitava semana após 

o desafio no fígado para IFN-ү, no baço para expressão da IL-2 e IFN-ү e no íleo para 

IL-4 e TNF-α. Na quarta semana, foi possível identificar aumento dos níveis de 

transcritos de RNAm das citocinas estudadas. No fígado, íleo e colón o IFN-ү  

apresentou maior nível de transcritos de RNAm em relação ao controle negativo, no 

entanto no baço os maiores níveis foram observados para a IL-10. Somente na oitava 
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semana foi possível observar diferença estatística significativa para a citocina IFN-ү, em 

amostras do fígado e baço, para o TNF-α e IL-4 no íleo e para a IL-2 no baço. Os 

maiores níveis de transcrito de RNAm foram observados no fígado, para o IFN-ү , no 

baço para a IL-2 , no íleo e placa de Peyer para a IL-4 e no colón para a IL-10. Na 

décima segunda semana, os maiores níveis de transcrito de RNAm foram observados 

no fígado para a IL-10, no baço e íleo para a IL-2, no colón para o TNF-α e na placa de 

Peyer para a IL-4. Na décima sexta semana, os maiores níveis de transcrito de RNAm 

foram observados no fígado e colón para a IL-10, no baço e íleo para o IFN-ү e na 

placa de Peyer para o TNF-α. Os animais apresentaram uma maior expressão dos 

transcritos de RNAm das citocinas estudadas nos órgãos após o desafio com MAP, 

embora não tenham sido verificadas alterações macro e microscópica (coloração de 

Hematoxilina e Eosina). No entanto foi possível observar presença de bastonetes álcool 

ácido resistentes em duas amostras de placas de Peyer, (coloração de Ziehl-Neelsen) e 

pela técnica de nested-PCR foi possível observar a presença de MAP em todos os 

órgão analisados. Assim, estes resultados contribuem para a melhor compreensão da 

expressão de citocinas pró e anti-inflamatória nos locais da infecção em diferentes 

tempos pós-inoculação tanto em órgãos tidos como sitio específicos de MAP como 

intestino (colón e íleo) e placa de Peyer e órgãos extra-intestinais, e com isso buscar o 

melhor entendimento da imunopatogênese nos locais da infecção. 
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ABSTRACT 
 
PIETRALONGA, Pricila Aparecida Grasse, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
September, 2012. Expression of cytokines Th1 and Th2 cells in C57BL/6 mice 
during infection with Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Adviser: 
Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Co-advisors: Abelardo Silva Júnior and Laércio 
dos Anjos Benjamin. 
 

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) is the etiological agent of 

paratuberculosis, a disease which causes chronic granulomatous enteritis preferably in 

domestic and wild ruminants. It is considered a disease of economic and social impact, 

because of losses in livestock and importance in human health, since there is evidence 

of possible correlation of MAP with Crohn's disease. However, much is still unknown 

about the developing the pathophysiology and immunopathogenesis this disease, in the 

sites of infection. Thus, this study has proposed verify the response of cytokines 

proinflammatory and anti-inflammatory by quantitative PCR and associate the 

expression of these cytokines with the lesions and the presence of the agent in organs 

of C57BL/6 mice infected intraperitoneal with strain MAP66115-98. It was applied 250μl 

of inoculum at 3 x 108 UFC/ml in 20 mice, and it was applied saline phosphate buffers 

(PBS) in eight control species. The animals were sacrificed at 30, 60, 90 and 120 days 

post-inoculation. In each period were collected spleen, liver, intestine (ileum and colon) 

and Peyer's patches of five challenged mice and two controls. It was found in the 

majority an upregulation in the expression profiles of proinflammatory cytokines IL-2, 

IFN-, and TNF-α ү, and anti-inflammatory IL-4 and IL-10 analyzed in the organs 

compared to controls during period of the experiment. It was observed also negative 

regulations in the fourth week in spleen and colon, twelfth in the spleen, ileum and 

Peyer's patch and the sixteenth week in the liver, colon and ileum. Statistical differences 

were only observed at the eighth week after the challenge for IFN-ү in liver, in spleen for 

expression of IL-2 and IFN-ү and in the ileum for IL-4 and TNF-α. In the fourth week, it 

was possible to identify increased levels of mRNA transcripts of the cytokines studied.  

In the liver, ileum and colon IFN-ү showed the highest level of mRNA transcripts 

compared to the negative control, however at higher levels spleen were observed for IL-

10. Only eight weeks it was possible to observe a statistically significant difference for 
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the cytokine IFN-ү in the liver and spleen samples for TNF-α and IL-4 in the ileum and 

IL-2 in spleen. The highest levels of mRNA transcript were observed in the liver for IFN-

ү, spleen for IL-2, and in the ileum Peyer's patch for IL-4 and colon for IL-10. In the 

twelfth week, the major mRNA transcript levels were observed in liver for IL-10 in spleen 

and ileum for IL-2 in colon for TNF-α and Peyer's patch for IL-4. In the sixteenth week, 

the major mRNA transcript levels were observed in liver and colon for IL-10 in spleen 

and ileum for IFN-ү and Peyer's patch for TNF-α. The animals showed increased 

expression of mRNA transcripts of cytokines studied organs after challenge with MAP, 

although not verified gross and microscopic changes (hematoxylin and eosin staining). 

However it was possible to observe the presence of alcohol-acid resistant rods in two 

samples of Peyer's patches (Ziehl-Neelsen) and nested-PCR technique was possible to 

observe the presence of MAP in every organ analyzed. Thus, these results contribute to 

a better understanding of the expression of proinflammatory and anti-inflammatory in 

local infection at different post-inoculation in both organs taken as site specific as MAP 

intestine (colon and ileum) and Peyer's patch and organs extraintestinal, and thus find a 

better understanding of the immunopathogenesis of infection in the local. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) é o agente etiológico da 

paratuberculose, também conhecida como doença de Johne que é caracterizada por 

uma enterite granulomatosa crônica, incurável em ruminantes levando a diarreia, perda 

de peso e morte. Com distribuição mundial, provoca elevadas perdas econômicas na 

pecuária. Semelhanças clínicas e histológicas entre a paratuberculose e doença de 

Crohn tem sido observadas, no entanto, a implicação de MAP nesta enfermidade ainda 

não está totalmente esclarecida.  

 A principal rota de transmissão do agente é a oro-fecal através da ingestão de 

alimentos ou água contaminada por fezes de animais acometidos. A progressão da 

doença é classificada em três fases relacionada com a gravidade dos sinais clínicos e 

disseminação do agente, a fase silenciosa se inicia após a ingestão dos bacilos e que 

posteriormente sobrevivem à fagocitose pelos macrófagos, no fagossoma ocorre à 

replicação bacteriana, nesta etapa não há excreção de bactérias. A fase subcliníca com 

baixa excreção fecal, os animais infectados eliminam o agente nas fezes, com isso 

contaminando o meio ambiente e disseminando o agente no rebanho, nesta fase a 

resposta imune é mediada por célula que confere importante imunidade protetora 

contra a infecção e produzem diferentes tipos de citocinas pró-infamatórias como IFN-Ȗ, 

IL-2 e TNF-α, e início da produção de anticorpos. Na fase clínica com alta excreção 

fecal que se caracteriza pelo início dos sinais clínicos com gradual perda de peso e 

diarreia intermitentes, com a progressão da doença ocorre à redução da produção de 

leite, edema difuso, anemia e infertilidade, podendo levar os animais a óbito, durante 

esta fase, ocorre o aumento das células Th2 e mudança na resposta imune de celular 

para humoral, com produção de citocinas anti-inflamatórias como, IL-4 e IL-10, com 

isso, estimulando a produção de anticorpos e a diminuição da resposta do IFN-Ȗ.  

 Normalmente a definição da resposta imune durante a infecção por MAP é 

realizada através da análise de sangue periférico e com isso a resposta imune no local 

da infecção é pouco conhecida. Este estudo avaliou e quantificou a expressão de 

citocinas em órgãos como: intestino (íleo e colón) e placa de Peyer que são definidos 
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como sítios primários da infecção em animais naturalmente contaminados e em órgãos 

extra-intestinais como: fígado e baço, que possuem importância no desenvolvimento da 

doença sistêmica. Assim será possível definir a expressão de citocinas e associar com 

a presença de lesões e do agente nestes órgãos de camundongos C57BL/6 infectados 

experimentalmente com a cepa MAP66115-98, de forma a contribuir para o melhor 

entendimento da imunopatogênese nestes sítios. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

A paratuberculose ou doença de Johne é uma enterite granulomatosa crônica, 

que acomete principalmente os ruminantes e em menor intensidade outras espécies 

animais. É causada pela ingestão Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) 

um BAAR do gênero Mycobacterium. Após um longo período de latência, os animais 

iniciam a disseminação do agente nas fezes (COCITO et al., 1994; BENEDICTUS et al., 

2008), e desta forma, contaminam o ambiente, o que é considerado a principal fonte de 

infecção para o rebanho (NIELSEN e TOFT, 2009). 

Inicialmente descrita por Johne e Frothingam em 1895 em bovinos, na 

Alemanha, e atualmente apresentando distribuição mundial. No Brasil, o primeiro 

registro de paratuberculose em bovino foi feito por Dupont (1915), no Rio de Janeiro 

(SANTOS e SILVA, 1956; LILENBAUM et al., 2007). O agente tem sido identificado em 

amostras de leite, soro sanguíneo, fezes e tecidos de bovinos, caprinos e de ovinos em 

varias regiões do país (FONSECA et al., 2000; FERREIRA et al., 2001; GOMES et al., 

2002; ACYPRESTE et al., 2005; MOTA et al., 2007; CARVALHO et al., 2009; COSTA et 

al., 2010; OLIVEIRA et al. 2010).  

Na maioria das vezes os animais se contaminam nos primeiros seis meses de 

idade sendo estes mais suscetíveis que os adultos (WINDSOR e WHITTINGTON, 

2010). A rota ora-fecal é a principal via de infecção frequentemente associado com o 

contato dos bezerros com úberes e tetos sujos com fezes contaminadas durante o 

aleitamento (SWEENEY, 1996; CLARKE, 1997; DORÉ et al., 2012). A via intrauterina e 

a transmissão por aerossóis podem ser definidas como fontes secundarias de 

contaminação (NIELSEN et al., 2008; EISENBERG et al., 2011; OKURA et al., 2012). A 

doença clínica se manifesta apenas na vida adulta, geralmente de dois a cinco anos 

após a infecção subclínica sendo caracterizada por diarreia intermitente, redução da 

produção de leite, desidratação e emagrecimento progressivo (DRIEMEIER et al., 1999; 

RADOSTITS et al., 2002). Não há tratamento adequado, devido ao alto custo por 

animal e desfechos clínicos (HARRIS e BARLETTA, 2001), o sacrifício é indicado. 

As infecções por MAP são economicamente importantes por infligir perdas 

significativas na indústria de laticínios devido a diminuição na produção de leite 
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(LOMBARD et al., 2005, SMITH et al., 2009) aumento do descarte precoce , baixo valor 

de venda dos animais e infertilidade (MCKENNA et al., 2006; KUDAHL e NIELSEN, 

2009). Nos Estados Unidos tem sido observado o aumento da prevalência no rebanho 

bovino e com isso elevadas perdas econômicas (OTT et al., 1999; USDA-APHIS, 2011). 

Na Austrália, em algumas regiões, 40% dos rebanhos de ovinos são infectados, e estão 

associados com taxas de mortalidade anual de 2-15%, (BUSH et al., 2006). Em países, 

tais como Estados Unidos, Austrália, Japão, Holanda e Dinamarca ao longo das últimas 

décadas programas foram implantados e reimplantados com a intenção de controlar e 

erradicar a paratuberculose (BENEDICTUS et al., 2000; NIELSEN, 2007; NIELSEN, 

2009). No Brasil, no entanto, apesar da ocorrência da doença (RISTOW et al., 2007; 

MOTA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010), ainda não há dados oficiais quantificando 

perdas produtivas nos rebanhos e nenhum programa governamental de controle 

implantado. YAMASAKI et al., (2010), consideram que devido à lenta disseminação e 

ao caráter crônico, os prejuízos econômicos são disfarçados pelas alterações 

secundárias à infecção por MAP. 

O potencial zoonótico de MAP ainda não está completamente estabelecido, mas 

tem sido associado com a etiologia da doença de Chron uma enterite granulomatosa 

crônica, de etiologia não totalmente desconhecida (COUSSENS, 2004; ORMAECHEA 

et al., 2009). Estudos revelam que foi identificado a presença de MAP em amostra de 

tecido intestinal em uma alta porcentagem de pacientes com DC (GREENSTEIN, 2003; 

GRANT, 2005; FELLER et al, 2007). Sabendo que os animais elimimam o bacilo 

também no leite em determinadas fases da doença e ainda que o micro-organismo 

pode resistir à pasteurização, este por sua vez pode ser uma fonte potencial de 

contaminação humana (GRANT et al., 1996; GRANT et al., 2002; LILENBAUM et al., 

2007). 

A progressão da paratuberculose é classificada em três fases relacionadas com 

a gravidade dos sinais clínicos e com a disseminação do agente: a fase silenciosa (fase 

I) se inicia após a ingestão dos bacilos que resistiram à defesa inata do hospedeiro e no 

intestino atravessaram a mucosa por endocitose principalmente pelas células M das 

placas de Peyer no íleo (ALONSO-HEARN et al., 2008) e provavelmente usam a 

fibronectina (FAP), uma proteína presente na parede celular de MAP para se ligar em 
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receptores de integrina presentes na membrana das células M (SECOTT et al., 2004). 

A preferência de MAP, pelas células M pode estar relacionada à abundância de 

integrina na superfície celular, no entanto, MAP ainda pode se ligar a outras células por 

mecanismos independentes (SIGURDARDOTTIR et al., 2004). Posteriormente, ao 

sobreviver à fagocitose, ocorre a replicação no fagossoma e não há excreção de 

bactérias para o meio externo. Semanas após, ocorre à disseminação do bacilo para 

outros macrófagos, nesta etapa pode ocorrer à recuperação espontânea do animal ou a 

progressão da doença. No caso de progressão, os organismos são encontrados 

principalmente no trato gastrointestinal como na lâmina própria do intestino, mucosa do 

jejuno e íleo e linfonodos regionais (CLARKE, 1997; WHITTINGTON e SERGEANT, 

2001). A disseminação de MAP para tecidos extra-intestinais tem sido demonstrada em 

infecções disseminadas em bovinos e ovinos naturalmente infectados, por cultura e ou 

detecção de DNA de MAP a partir de amostras de tecidos em estádios subclínicos e 

clínicos, incluindo os gânglios linfáticos diversos, fígado, rim, pulmão, coração, músculo 

esquelético e tecidos reprodutivos (GWOZDZ et al., 1997, 2000; EPPLESTON e 

WHITTINGTON, 2001; LAMBETH et al., 2004; ANTOGNOLI et al., 2008; ALONSO-

HEARN et al., 2009; REDDACLIFF et al., 2010). Esta distribuição Indica que a difusão 

microbiana através da via hematógena pode ocorrer durante a infecção. 

Na fase subclínica (fase II) com baixa excreção fecal, ocorre aumento 

progressivo do IFN-ү e o início da produção de anticorpos (BASSEY e COLLINS, 1997), 

os bacilos eliminados nas fezes, podem ser isolados através da coprocultura, teste 

padrão-ouro para o diagnóstico. Uma característica interessante de MAP é que, apesar 

do seu crescimento in vivo ser relativamente rápido, in vitro o surgimento das colônias é 

fastidioso, necessitando aproximadamente 8 a 16 semanas de incubação à 370C e 

adição de micobactina J ao meio de cultura (COUSSENS, 2004). Anos após a infecção 

se instalar, a fase clínica (fase III) com alta excreção fecal  se caracteriza pelo início dos 

sinais clínicos, como gradual perda de peso e diarreia intermitentes, ocorrendo o 

desenvolvimento de imunidade humoral. Com a progressão da doença ocorre à 

redução da produção de leite, edema difuso, anemia e infertilidade, podendo levar os 

animais a óbito (COCITO et al., 1994; WHITTINGTON e SERGEANT, 2001). Nesta 

fase, os testes sorológicos como ELISA são utilizados para o diagnóstico, pois está 
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diretamente relacionado ao estádio da infecção. Segundo SHIN et al., (2004), durante a 

fase subclínica da paratuberculose, a resposta humoral está abaixo do limite de 

detecção. No momento em que ocorre a progressão da doença, com a apresentação 

clínica, a resposta humoral aumenta, sendo possível a detecção por testes sorológicos 

como ELISA. Por esse motivo, o uso de testes sorológicos se torna ineficiente para 

detectar anticorpos nos estádios iniciais da infecção (HARRIS e BARLETTA, 2001). Os 

testes sorológicos são indicados como testes de triagem e ainda para monitorar regiões 

onde a doença foi erradicada e deve ser mantida sob controle (SHIN et al., 2004). 

Na paratuberculose, além dos testes sorológicos, os moleculares têm sido 

utilizados devido a praticidade e velocidade dos resultados (WATERS et al., 1999). A 

PCR tem sido usada para confirmar resultados de cultura positiva e para identificar 

MAP em fezes, leite, tecidos e sangue (GWOZDZ et al., 1997, 2000; CARVALHO et al., 

2009). Tem se utilizado com exito, diferentes locis, como o locus do gene F57 (MOBIUS 

et al., 2008), ISMav2 (STROMMENGER et al., 2001); e IS900 sendo o mais utilizado 

devido ao número de cópias em relação aos demais (ENGLUND et al., 2002). 

 A imunopatologia da paratuberculose está associada com a inflamação crônica 

dos tecidos infectados, aos tipos celulares e a resposta imune presente no local da 

lesão que esta diretamente relacionada com as fases e a gravidade da doença 

(COUSSENS, 2004). As citocinas pró-inflamatória como IFN-ү, IL-2 e TNF-α são 

fundamentais para o recrutamento de células do sistema imunológico para combater a 

infecção, contudo, a ativação prolongada de citocinas pode desencadear uma 

sequência de eventos que pode resultar em danos no tecido e formação de lesões nos 

locais da infecção (CLARKE, 1997). Possivelmente em resposta aos danos causados 

pelas citocinas pró-inflamatória, as anti-inflamatórias como IL-10 se desenvolve para 

controlar os danos do tecido local e as respostas imunes nos locais da infecção 

(COUSSENS et al., 2004). Uma vez que os dois tipos de citocinas estejam presentes 

no mesmo momento nos locais da infecção, a resposta periférica observada iria 

depender das quantidades relativas das duas populações no sangue periférico em 

qualquer momento da infecção (DE SILVA et al., 2011). 

 A resposta imune no local da infecção é pouco definida e nesse sentido, a 

comparação da expressão de citocinas como as do sangue periférico podem ser 
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distintas durante o curso da paratuberculose e são influenciadas pelas fases da 

infecção (LEE et al., 2001; COUSSENS et al., 2004.; KHALIFEH e STABEL, 2004b; 

TANAKA et al., 2005). Normalmente os estudos avaliam a resposta imune de forma 

geral com a análise do sangue periférico (COUSSENS et al.,2002, 2004, 2005; BUZA et 

al., 2004 ; KOO et al., 2004).  

Após a apresentação dos antígenos ao MHC classe II na superfície do 

macrófago, juntamente com a secreção IL-1, resulta na ativação de células T que 

produzem IL-2, que auxilia na expansão clonal das células T helper CD4 e CD8 

citotóxicas. Após a ativação, as células T CD4 naive, podem se diferenciar em 

subpopulações de células Th1 ou Th2. Nas fases iniciais de infecção por MAP a 

diferenciação das células T CD4 é direcionada para células Th1, que irá desencadear a 

secreção de citocinas Th1, o IFN-Ȗ, IL-2 e o TNF-α (BURRELLS et al., 1999;. STABEL, 

2000a).  

É geralmente aceito que o IFN-Ȗ produzido pelas células Th1 é responsável pela 

restrição da multiplicação bacteriana na fase precoce da infecção (STABEL, 2000b; 

KARCHER et al., 2008). Também, desempenha um papel crucial na ativação de células 

T e macrófagos, maturação de células dendríticas, regulação positiva de MHC de 

classe I e II e produção de oxigênio reativo e nitrogênio por macrófagos (DELVIG et al., 

2002; SHANKAR et al., 2003). Os macrófagos infectados ainda secretam TNF-α para 

induzir a morte dos micro-organismos através da geração de nitrogênio reativo 

intermediário e pela apoptose dos mesmos, consequentemente contribui para a 

redução de carga bacteriana (WEISS et al., 2008). Além de contribuir para o 

desenvolvimento de inflamações granulomatosas e caquexia dos animais (ADAMS e 

CZYPRYNSKI, 1995). As micobactérias patogênicas induz menor expressão de TNF-α 

em comparação com espécie não patogênica, as quais também induz níveis mais 

elevados de citocinas pró-inflamatória, como IL-6 (BELTAN et al., 2000). Este é 

considerado um dos mecanismos que conduzem à eliminação rápida de espécies 

micobacterianas não patogênicas, enquanto que espécies patogênicas persistem uma 

vez que os níveis destes citocinas são mais baixos. O TNF-α desempenha um papel 

importante na inibição do crescimento de micobactérias in vitro (BASLER et al., 2010). 
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 As células T CD4+ parecem ser a fonte primária de IFN-Ȗ em infecções por MAP, 

contudo, células T CD8+ e Ȗδ também são produtoras de IFN-Ȗ (BASSEY e COLLINS, 

1997). A IL-2 é produzida predominantemente por células T CD4+ ativadas e células T 

CD8+ (MALEK, 2008). Além de agir sinergicamente com outras citocinas para induzir a 

expressão do IFN-ү, IL-1α, TNF-α em células T e IL-4 em células B (MOSMANN e SAD, 

1996). A progressão da doença em bovinos de assintomática a clínica tem sido 

associada com a diminuição de células T CD4+ e aumento das populações de células T 

Ȗδ e CD8+ na lâmina própria do íleo (KOETS et al., 2002; VALHEIM et al., 2004). Assim, 

a resposta específica das células T pode ser explorada para a detecção precoce da 

infecção enquanto que os ensaios baseados na resposta humoral são relevantes para 

detecção em fases posteriores da infecção (STABEL, 2000b). 

Estudos têm relatado maior expressão de IFN-Ȗ em PBMC e em tecidos de 

animais infectado com MAP nas fases iniciais de infecções naturais e experimentais em 

comparação com animais clinicamente infectados (COUSSENS et al., 2003, WATERS 

et al., 2003; KHALIFEH e STABEL, 2004a; TANAKA et al., 2005; STEWART et al., 

2006). No entanto, podemos destacar descoberta recente que contrariam os dados 

acima discutidos, ROBINSON et al. (2011), analisaram a expressão de uma variedade 

de citocinas envolvidas na resposta imune, em linfonodos da região do jejuno de cervos 

infectados experimentalmente com MAP e observaram que os animais gravemente 

doente apresentaram uma elevada expressão de citocina pró-inflamatória, IFN-Ȗ, IL-1 e 

IL-17, e uma reduzida resposta anti-inflamatória, IL-4, GATA-3, TGF-ȕ, Foxpγ. 

 A progressão da paratuberculose a partir de um estádio subclínico para o clínico 

está associada com uma diminuição da resposta imune Th1 para Th2. A produção de 

citocinas Th2 reguladoras, IL-4, IL-5 e IL-10 suporta uma resposta imune humoral 

caracterizada pela expansão de linfócitos B, secreção de imunoglobulinas e controle 

das respostas mediadas por células Th1(MULLINS et al., 2001). A IL-4 e IL-10 são 

capazes de inibir as citocinas Th1, como o IFN-Ȗ e IL-2 por agir em células 

apresentadoras de antígeno, suprimindo a função das células T e desativando os 

macrófagos e ainda a IL-4 suprime a produção de óxido nítrico nos macrófagos 

infectados (ALZUHERRI et al., 1996; LEE et al., 2001;. KHALIFEH e STABEL, 2004b; 

TANAKA et al., 2005; ALLEN et al., 2011). Há poucas evidências que sugere um papel 
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específico para IL-4 na mediação da imunidade protetora contra MAP, tal como a sua 

expressão em tecidos não parece estar associados com o estado da infecção do animal 

(SWEENEY et al., 1998.; COUSSENS et al., 2004). No entanto, outros dois relatos têm 

demonstrado a expressão reduzida de IL-4 em PBMC de bovinos com infecção 

subclínica e clínica, em comparação com os animais controles após estimulação com 

MAP (COUSSENS et al., 2004; KARCHER et al., 2008). Enquanto isso, a IL-10 parece 

desempenhar um papel significativo nas infecções micobacterianas em geral, e 

especificamente durante a infecção por MAP. Uma regulação positiva de IL-10 nos 

tecidos, incluindo íleo, linfonodos mesentéricos e PBMC de bovinos e ovinos 

naturalmente infectados e apresentando a doença tem sido observada (COUSSENS et 

al., 2004;. KHALIFEH e STABEL, 2004b; SMEED et al., 2007). Contudo, novas 

descobertas demonstram que a atividade de IL-10 se inicia logo após a exposição ao 

MAP e com isso pode ser determinante na evolução da doença (DE SILVA et al., 2011). 

 Os ruminantes, hospedeiros naturais de MAP, são os mais indicados para 

ensaios experimentais, pois oferecem dados mais relevantes sobre a interação 

patógeno hospedeiro, no entanto, o longo período até o desenvolvimento dos sinais 

clínicos e o custo para a manutenção dos animais, torna o seu uso na pesquisa 

limitado. Em consequência disso, estudos com animais de laboratório têm sido 

explorado, são normalmente utilizados para diminuir os custos e, além disso, podem 

reproduzir a infecção em um curto período de tempo e os granulomas podem ser 

observados de três a seis semanas após a infecção (TANAKA et al., 1994; SHIN et al., 

2006). Os camundongos representam o principal modelo, porém, algumas linhagens 

não reproduzem experimentalmente a infecção (HARRIS e BARLETTA, 2001). A 

resistência às infecções por micobactérias em camundongos, incluindo MAP, está 

associado com o locus Bcg no cromossomo 1 . Duas formas alélicas do gene BCG, a 

Bcgs e Bcgr, conferem susceptibilidade e resistência à infecção respectivamente. As 

linhagens C57BL/6 e BALB/c, têm o gene Bcgs e são suscetíveis a infecções por MAP. 

(TANAKA et al.,1994; VEAZEY et al.,1995; HARRIS e BARLETTA, 2001). 

A dose de infecção e a via de administração são parâmetros importantes para o 

desenvolvimento da infecção em modelos experimentais. Inoculação oral de 1011 CFU 

por animal produz lesões granulomatosas em mais da metade dos animais, no entanto, 
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as lesões são limitadas à linfonodos mesentéricos (VEAZEY et al., 1995). Por outro 

lado, a IP de 106 CFU induz um pequeno número de granulomas epitelióides, em 

comparação com os granulomas multifocais compostos de macrófagos e células 

epitelióides que são observados após uma dose mais elevada 108 CFU (TANAKA et al., 

2000). Dose de 108 UFC usando a inoculação IP e cepas virulenta de MAP 

normalmente produz resposta granulomatosas em três semanas pós-infecção (SHIN et 

al, 2006; WU et al, 2007). A inoculação IP produz um maior índice de infecção em 

comparação com outras rotas de inoculação (MUTWIRI et al., 1992). Inoculação de 

MAP em linhagens de camundongos C57BL/6 e BALB/c confirmam que esses modelos 

são capazes de abrigar o bacilo nos tecidos do fígado e baço (CHIODINI et al., 1993; 

VEAZEY et al., 1995 ). Lesões típicas nos linfonodos mesentéricos, fígado e baço foram 

observados dois meses após inoculação de 108 UFC do agente (STABEL et al., 1996). 

Linhagem C57BL/6 tem sido usada como modelo para determinar à resposta imune de 

vacinas contra MAP (CHEN et al.,2008; PARK et al.,2008)  

Além de todos os aspectos relacionados ao animal e a forma de administração 

do inóculo, a escolha da cepa é importante na obtenção de resultados. Quando se 

busca avaliar a relação agente e hospedeiro, é importante o uso de cepas com baixa 

passagem e relativa virulência (HINES et al., 2007), por exemplo a cepa MAP66115-98 

de origem bovina (CHEN et al., 2008), cepa Linda e Ben de origem humana (ALLEN et 

al., 2011).  

Normalmente a maioria dos estudos esta voltada para a análise da expressão de 

citocinas no sangue periférico, com isso, a resposta imune do hospedeiro é avaliada de 

forma generalizada e classifica em infecção clínica e subclínica e embora estes estudos 

sejam úteis no desenvolvimento de possíveis marcadores para diagnóstico, eles 

fornecem informações limitadas sobre a resposta do sistema imune no local da 

infecção. Desta forma, o estudo da resposta imune em relação à presença de MAP e 

lesões em órgão como: intestino (íleo e colón) e placa de Peyer que são definidos como 

sítios primários da infecção e órgão extra-intestinais como: fígado e baço, que possuem 

importância no desenvolvimento da doença sistêmica, poderão fornecer dados sobre a 

expressão de citocinas durante o curso da infecção e com o intuito de desenvolver  

conhecimentos da patofisiologia e imunopatogênese da paratuberculose.  
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3. OBJETIVO 
 

O objetivo desse estudo foi verificar a resposta de citocinas pró e anti-

inflamatória desenvolvida em camundongos C57BL/6 infectados experimentalmente 

com Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) em sítios intestinais e extra-

intestinais em resposta ao agente. 

 

3.1. Objetivos específicos   

 

 Avaliar e quantificar a expressão relativa dos genes: IL-2, IL-4; IL-10; INF-Ȗ e 

TNF-α em amostras (fígado, baço, íleo, colón e placa de Peyer) em períodos 

predeterminados após a inoculação. 

 Associar a expressão do RNAm das citocinas com as lesões e a presença do 

micro-organismo nos órgãos nos períodos predeterminados (SCHWARZ, 

2012). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
Este estudo foi realizado nos Laboratórios de Doenças Bacterianas (LDBAC) e 

de Biologia Molecular de Micro-organismos (BIOMOL), todos localizados no 

Departamento de Veterinária (DVT) da Universidade Federal de Viçosa (UFV). Os 

camundongos foram obtidos do Biotério (UFV) e mantidos no Infectório de 

Experimentação Animal (UFV). A pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais da Universidade Federal de Viçosa (CEUA – UFV), sob o número do 

processo 91/2011. 

  

4.1 – Animais 

 
Foram utilizadas 28 fêmeas de camundongos da linhagem C57BL/6 entre seis a 

oito semanas de idade, com peso entre 18g a 20g e padrão sanitário convencional 

(PARK et al., 2008; CHEN et al., 2008). Este número de animais foi definido pela 

análise estatística de amostragem (DELL et al., 2002). Os animais foram distribuídos 

aleatoriamente em sete caixas de policarbonato microisoladoras (quatro animais por 

caixa) de aproximadamente 30x20x23cm, com cama de maravalha autoclavada, 

alocadas em estante com sistema de ventilação. Para adaptação ao novo ambiente, os 

animais foram mantidos por duas semanas no infectório antes do inicio do experimento. 

Durante o curso do experimento que foi de cinco meses, os camundongos tiveram livre 

acesso à alimentação e água. O ambiente da sala de experimentação possuía controle 

de temperatura (260C), ventilação e fotoperíodo. As limpezas das caixas foram 

realizadas semanalmente com solução de hipoclorito a 20% e álcool etílico a 70%, 

como também troca da cama, reposição de água e ração.  

 

4.2 – Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis - cepa MAP66115-98  

 

Uma cepa de MAP designada MAP66115-98, gentilmente cedida pelo Dr. Yung- 

Fu Chang, da Universidade de Cornell, EUA, foi usado para desafiar os camundongos. 
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Esta cepa foi cultivada em caldo Middlebrook 7H9 enriquecido com OADC (ácido oléico, 

albumina bovina, dextrose e catalase) acrescido de 2 mg/l de micobactina J (Allied 

Monitor, Inc. Fayette, MO, EUA), à temperatura de 37ºC durante um período de cinco 

semanas, onde se observou a turvação do meio inoculado comparado ao meio controle, 

sem o inoculo. 

 

4.3 – Obtenção do inóculo 

 

Transcorrido o tempo acima, a cultura foi quantificada utilizando o método 

comparativo de tubos da escala nefelométrica de McFarland (VERNA et al., 2007) 

correspondente ao tubo de número 1 (3x108UFC) e confirmada em espectrofotômetro 

(BIOMATE TM3 Spectrophotometer, Thermo Eletron Corporation) pela densidade óptica 

em comprimento de onda de 600nm (DO600 = 0,197 a 0,185). Em seguida, a cultura foi 

centrifugada por 5 minutos a 14000 x g e o pellet lavado duas vezes em solução de 

PBS, pH 7,2.  

 

4.4 – Bioensaio 

 
Em cada um dos β0 camundongos foram inoculados β50μl de MAP66115-98 a 

3x108 UFC/ml pela via IP no quadrante inferior direito do abdômen, em oito animais, 

controle negativo, foram inoculados com β50μl de PBS autoclavado. Na quarta, oitava, 

décima segunda e décima sexta semanas pós-inoculação, cinco animais inoculados e 

dois controles foram selecionados aleatoriamente e eutanasiados. A eutanásia foi 

realizada pela administração de pentobarbital sódico na dose de 100mg/Kg pela via IP. 

Imediatamente após a eutanásia, os animais foram colocados em decúbito dorsal e 

necropsiados. Para cada uma das amostras à serem coletadas, foi respeitada uma 

mesma sequência de coleta, onde após a abertura da cavidade abdominal. Coletou-se 

assepticamente as amostras dos órgãos na seguinte ordem: fígado, baço, Intestino 

(cólon, íleo) e placas de Peyer e foram armazenados em microtubos a -20oC para 

realização do teste molecular.  

 

4.5 – Reação em Cadeia de Polimerase – PCR quantitativo  
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4.5.1– Extração de RNA  

 

Para a extração de RNA tecidual, cada amostra dos órgãos conservados a -20oC 

foi separadamente envolta por papel alumínio e macerados por um pistilo. A extração 

foi realizada com Trizol® (Life Technologies) de acordo com as especificações do 

fabricante. Os fragmentos dos tecidos foram colocados em microtubos de 1,5 ml e 

adicionado 750 μl de Trizol® em seguida foram mantidos em temperatura ambiente por 

5 minutos. Logo após foi adicionado 150 μL de clorofórmio (Sigma Aldrich) e as 

amostras foram homogeneizadas vigorosamente por 15 segundos com auxilio do votex, 

e incubadas à temperatura ambiente por 3 minutos. Em seguida foram centrifugadas 

por 15 minutos a 12000 x g a 4ºC. O sobrenadante contendo RNA foi recuperado 

(aproximadamente 500 μL) em microtubos novos de 1,5 ml estéreis e foi adicionado 

380 μL de isopropanol (Sigma Aldrich), e mantidos em temperatura ambiente durante 

10 minutos. Concluído este período, as amostras foram centrifugadas a 12000 xg por 

10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado 750 μL 

de etanol 75% (v/v) (Sigma Aldrich) previamente armazenado a 4°C. Em seguida, foi 

centrifugado a 7500 xg por 5 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado, deixando-

se o precipitado secar em temperatura ambiente por 5 minutos e posteriormente foi 

adicionado 20 μL de água tratada com DEPC-treated Water (Invitrogen). No ultimo 

passo, as amostras foram incubadas a 37°C por 10 minutos. Após as amostras 

devidamente identificadas foram armazenadas a - 20°C. 

Na sequencia foi realizada a quantificação do RNA total pelo método de 

fluorescência (Qubit® 2.0 Fluorometer) segundo as instruções do fabricante. A 

integridade do RNA foi confirmada com a visualização dos fragmentos em eletroforese  

gel de agarose a 0.8% (Invitrogen, Washington, DC, EUA) em tampão TBE e 

visualizados pela incidência de UV. 

 

4.5.2 – Síntese de cDNA 

 

A síntese de cDNA foi realizada utilizando a enzima Moloney Murine Leukemia 

Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) (Invitrogen), de acordo com as 
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recomendações do fabricante. Em microtubos estéreis de 0,2 mL foi adicionado 300 ng 

de RNA total, 100 ng de primer randômico hexamer (Fermentas), 10mM da mistura de 

desoxirribonucleotídeos (dATP, dTTP dCTP, dGTP ) e 12 µL de água ultra pura, a 

mistura foi incubada a 65ºC por 5 minutos e em seguida, submetida ao frio por 1 

minuto. A seguir, foram adicionados 4μl de 5X First-Strand Buffer (Invitrogen), 0,1 M 

DTT (Invitrogen), 40 unidades de RNaseOUT™ (Invitrogen) e as amostras foram 

incubadas a 37ºC por 2 minutos. Posteriormente, foi adicionado 200 unidades da 

enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen), as amostras foram incubadas a 

25ºC por 10 minutos e a 37ºC por 50 minutos e em seguida a reação foi inativada a 

70ºC por 15 minutos. As amostras de cDNA foram armazenadas -20°C. 

 

 4.5.3 – Reações de PCR quantitativo  

 
 Foram analisadas quintuplicatas biológicas dos órgão coletado em cada período 

de tempo previamente determinado após o desafio, para avaliar a expressão relativa 

dos genes IL-2, IL-4, IL-10, INF-Ȗ e TNF-α. As reações foram realizadas em placas com 

48 orifícios em duplicatas, no equipamento Eco™ Real-Time PCR system e foi utilizado 

o kit Maxima® SYBR® Green/ROX qPCR Master Mix (Fermentas), segundo o manual 

de instrução do fabricante. Os pares de oligonucleotídeos utilizados e suas respectivas 

concentrações seguem no quadro 1. 

Para a realização do teste de PCR em tempo real foram utilizados 10 μl de MIX 

(2X); 1 μl de cada oligonucleotídeo na concentração inicial de 10μM; 7 μl de água 

nuclease-free, 1 μl de cDNA na concentração de, aproximadamente, 15 ng/μl, 

totalizando 20 μl por reação. As condições ótimas da PCR foram as seguintes: 

incubação por 2 minutos a 50oC, seguida de ativação da polimerase por 10 minutos a 

95oC. Após este pré-tratamento, as amostras foram submetidas a 40 ciclos nas 

seguintes condições de termo-ciclagem: 95oC por 15 segundos, 60oC por 1 minuto. Ao 

final, uma etapa adicional de dissociação foi realizada (95oC por 15 segundos, 55oC por 

15 segundos e 95oC por 15 segundos) para a geração da curva de melting. A análise 

desta curva permitiu verificar a especificidade da reação, ou seja, se não havia a 

presença de bandas inespecíficas e ou dímero de oligonucleotídeos. A PCR em tempo 
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real foi realizada simultaneamente para os genes alvos IL-2, IL-4, IL-10, INF-Ȗ e TNF- α, 

e para o controle endógeno (ȕ-actina). Os resultados dos valores médios do Cts obtidos 

por duplicata foram utilizados para calcular a expressão gênica relativa dos genes alvos 

através do método comparativo utilizando a fórmula 2-ΔΔCt (LIVAK e SCHMITTGEN, 

2001). 

A análise estatística dos dados quantitativos foi realizada usando o programa 

Graphpad Prism Software versão 5 (GraphPad Software, Inc.). Os dados foram 

comparados usando uma análise simples de teste de variância Anova com teste de 

Bonferroni de comparação múltiplas como um pós-teste. O nível de significância 

adotado para os testes foi 5% (P<0,05).  

 

Quadro 1- Oligonucleotídeos utilizados na técnica de PCR quantitativo para os genes que 
codificam as citocinas estudadas.  

IL-2: Interleucina 2; IL-4: Interleucina 4; IL-10: interleucina 10; IFN-ү: Interferon gama; TNF-α: 
Fator de necrose tumoral alfa; e ȕ-actina: Beta actina.  

 

 

 

Genes Oligonucleotídeos 
sequência (5'-3') 

Concentração 
final 
(nM) 

Tamanho 
(pb) 

Referência 

IL-2 TCCAGAACATGCCGCAGAG 
 
CCTGAGCAGGATGGAGAATTACA 

500 141 (Chen et 
al.,2008) 

IL-4 CTGACGGCACAGAGCTATTGA 
 
TATGCGAAGCACCTTGGAAGC 

500 216 Park et 
al.,2008) 

IL-10 CAATAACTGCACCCACTTCCC 
 
GAGAAATCGATGACAGCGCCT 

500 310 Park et 
al.,2008) 

INF-Ȗ CTGACGGCACAGAGCTATTGA 
 
TATGCGAAGCACCTTGGAAGC 

500 92 (Park et 
al.,2008) 

TNF- α TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 
 
CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 

500 175 (Chen et 
al.,2008) 

ȕ-actina TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG 
 
TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC 

500 349 (Yao et 
al.,2010) 
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7. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 Verificou-se na maioria dos resultados uma regulação positiva nos perfis de 

expressões das citocinas pró-inflamatórias IL-2, IFN-ү e TNF-α, e anti-inflamatórias IL-4 

e IL-10 nos órgãos analisados dos camundongos infectados em relação aos controles 

durante todo o período do experimento, dezesseis semanas, como mostrado na tabela 

1. Regulações negativas também foram observadas na quarta semana no baço e colón, 

na décima segunda no baço, íleo e placa de Peyer e na décima sexta semana no 

fígado, colón e íleo (Tabela 1). Diferenças estatísticas foram detectadas somente na 

oitava semana após o desafio no fígado (Figura 1A) para IFN-ү (P<0,05) em relação ao 

controle negativo, décima segunda e décima sexta semanas, no baço (Figura 1B e1C) 

para IL-2 (P<0,001) em relação ao controle negativo e a todos os demais períodos após 

o desafio e IFN-ү (P<0,01) em relação ao controle negativo e décima segunda semana 

e P<0,05 em relação à quarta semana, e no íleo (Figura 1D e 1E) para IL-4 (P<0,05) 

em relação a quarta semana e (P<0,05) ao controle negativo, décima segunda e 

décima sexta semanas e TNF-α (P<0,05) em relação ao controle negativo, décima 

segunda e décima sexta semanas após o desafio. Contudo, diferentes níveis de 

expressões também foram observados (Tabela 1), demonstrando com isso que os 

animais apresentaram uma resposta imunológica em todos os órgãos após o desafio 

com MAP mesmo com a ausência de lesões macro e microscópicas, mas na presença 

do agente na maioria das amostras (SCHWARZ, 2012). 

 Na quarta semana (Figura 2), após o desafio, não foi possível observar diferença 

estatística nas amostras analisadas, no entanto, foi possível identificar aumento dos 

níveis de transcritos de RNAm das citocinas estudadas. No fígado (Figura 2A), íleo 

(Figura 2C) e colón (Figura 2D) o IFN-ү  apresentou maior nível de transcritos de RNAm 

em relação ao controle negativo, no entanto no baço (Figura 2B) os maiores níveis 

foram observados para a IL-10. As amostras das placas de Peyer na quarta semana 

não foram coletadas por motivos técnicos. Os resultados observados no fígado, íleo e 

colón eram esperados, visto que normalmente as expressões de IFN-ү, está presente 

na resposta imune mediada por célula apresentada na fase inicial da paratuberculose 

(BURRELLS et al., 1999;. STABEL, 2000a; SOHAL et al., 2008). 
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Tabela 1- Perfis de expressões das citocinas pro e anti-inflamatórias nos órgãos analisados nos quatro períodos do experimento.   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IL-2: Interleucina 2; IL-4: Interleucina 4; IL-10: interleucina 10; IFN-ү: Interferon gama; TNF-α: Fator de necrose tumoral alfa; ND: Amostras não definida; *: 
diferença estatística significativa. 

  Valor da expressão nos órgãos (vezes) 
 Citocinas Fígado Baço Colón Íleo Placa de Peyer 

Controle negativo 

IL-2 1,26  1,05  1,04  1,03  1,04  

IL-4 0,99  0,97  1,30  1,02  1,17  

IL-10 1,14  1,01  0,97  1,16  0,97  

IFN-ү 1,04 1,08  1,27  1,03  1,08  

TNF-α  1,00  1,09  0,99  1,07  1,05  

4 Semanas 

IL-2 3,21  3,18  1,76  3,02  ND 

IL-4 1,76  0,60  0,86  3,10  ND 

IL-10 4,61  4,58  0,75  3,05  ND 

IFN-ү 6,46  2,98  2,18  5,82  ND 

TNF-α  5,75  4,35  1,48  5,04 ND 

8 Semanas 

IL-2 3,37  22,88*  4,33  5,60  4,21  

IL-4 4,10  6,95  1,54  18,82*  5,43  

IL-10 7,90  3,86  6,58  2,90  1,39  

IFN-ү 15,48*  14,10*  3,88  6,52  1,17  

TNF-α  7,53  6,95  5,24  14,79*  2,45  

12 Semanas 

IL-2 2,53  2,76  4,63  5,72  2,03  

IL-4 3,60  0,50  5,12  0,37  7,02  

IL-10 6,77  0,36  3,19  1,47  1,35  

IFN-ү 3,24  1,19  2,39  0,81  0,63  

TNF-α  6,01  2,57  10,48  0,33  2,85  

16 Semanas 

IL-2 0,37  1,33  0,30  3,64  1,83  

IL-4 2,72  1,72  1,01  0,83  2,27  

IL-10 4,90  5,45  3,92  3,05  1,92  

IFN-ү 3,14  7,30  2,38  3,71  1,09  

TNF-α  4,80  4,54 0,96  1,11  4,31  
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Figura 1- Diferença estatística significativa apresentada pela expressão relativa dos transcritos 
de RNA das citocinas IL-2, IL-4, IFN-ү e TNF-α na oitava semana após o desafio com MAP 
cepa MAP66115-98. As diferenças significativas são indicadas como segue: ***, 0,1% 
(P<0,001), **, 1% (P<0,01) e *, 5% (P<0,05). (A) Transcritos de RNAm do IFN-ү no fígado. (B) 
Transcritos de RNAm do IFN-ү no baço (C) Transcritos de RNAm do IL-2 no baço. (D) 
Transcritos de RNAm do TNF-α no íleo (E) Transcritos de RNAm da IL-4 no íleo. 
 
 Estudos têm relatado maior expressão de IFN-Ȗ em células mononucleares do 

sangue periférico de bovinos infectados com MAP (COUSSENS et al., 2003, 2004;. 
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KHALIFEH e STABEL, 2004a), correlacionando estes níveis no início da infecção e 

estádio subclínicos em bovinos, quer se trate de infecção natural ou experimental 

(STABEL, 2000a; WATERS et al., 2003;. KHALIFEH e STABEL, 2004a;. STEWART et 

al., 2006). 

 

 
Figura 2- Expressão relativa das citocinas padrão Th1 e Th2 na quarta semana após o desafio 
com MAP cepa MAP66115-98. (A) Citocinas Th1 e Th2 no fígado (B) Citocinas Th1 e Th2 no 
baço (C) Citocinas Th1 e Th2 no íleo (D) Citocinas Th1 e Th2 no colón. 
 

 No baço, contudo o aumento dos níveis de IL-10 não era esperado, pois esta é 

uma citocina Th2 relacionada com a evolução da paratuberculose para o estádio 

clínico, no entanto estudos recentes, realizados por DE SILVA et al., (2011) ao 
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analisarem sangue periférico de carneiros verificaram que a secreção de IL-10 no 

sangue periférico de animais expostos ao MAP foi significativamente mais elevada do 

que em animais controle, tão cedo quanto quatro meses após a inoculação, e aumentou 

progressivamente. Uma elevação semelhante de IL-10 ocorreu no sangue periférico de 

bezerros duas semanas após exposição a uma dose elevada (1010 organismos) de 

MAP (NAGATA et al., 2010). 

  Somente na oitava semana (Figura 3), foi possível observar diferença estatística 

significativa para a citocina IFN-ү, em amostras do fígado e baço, para o TNF-α e IL-4 

no íleo e para a IL-2 no baço. Os maiores níveis de transcrito de RNAm foram 

observados no fígado, para o IFN-ү , no baço para a IL-2 , no íleo e placa de Peyer para 

a IL-4 e no colón para a IL-10 . Normalmente a expressão de IFN-ү, TNF-α e IL-2 estão 

presentes na resposta imune mediada por célula apresentada na fase inicial da 

paratuberculose (BURRELLS et al., 1999;. STABEL, 2000a). Em contraste, com os 

resultados observados neste trabalho, CHEN et al.,(2008), com o objetivo de analisar 

resposta imune produzida por vacina anti-MAP em camundongos C57BL/6 não 

identificaram diferenças significativa para a expressão de IL-2 em células de baço de 

animais imunizados e no controle não imunizados. Os resultados observados no 

presente estudo também não corroboram com os resultados observados em outras 

pesquisas em que expressão dos transcritos de RNA do TNF-α em tecidos do íleo não 

pareceu ser afetada pela infecção por MAP, por não apresentar diferença estatística 

significativa nas amostras analisadas (LEE et al.,2001; COUSSENS et al., 2004; 

TANAKA et al., 2005; ROBINSON et al., 2011). Esses resultados podem ajudar a 

explicar a natureza difusa de granulomas nos locais de infecção observados nos 

estudos acima, uma vez que o TNF-α é necessário para a formação adequada de 

granulomas bem definidos (EHLERS et al., 2000; ROACH et al., 2002). Entretanto, 

apesar da diferença significativa estatística observada na expressão do TNF-α no íleo, 

não foi observada alterações macroscópicas e microscópicas que indicassem formação 

de granulomas no íleo em nenhum dos períodos após o desafio (SCHWARZ, 2012). A 

ausência de granulomas pode esta relacionada ao período de experimento (16 

semanas), a dose de inóculo usada (3x108 UFC), e também a reduzida expressão do 

TNF-α observada na fase final após a inoculação. Contudo, VEAZEY et al., (1995), em 
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um estudo utilizando a mesma via de inoculação e linhagem de camundongos, e dose 

de inóculo 1x109 UFC constataram presença de granulomas no fígado, pulmão e 

linfonodos mesentéricos aos 15 dias pós-inoculação.  

Figura 3- Expressão relativa das citocinas padrão Th1 e Th2 na oitava semana após o desafio 
com MAP cepa MAP66115-98. (A) Citocinas Th1 e Th2 no fígado (B) Citocinas Th1 e Th2 no 
baço (C) Citocinas Th1 e Th2 no íleo (D) Citocinas Th1 e Th2 no colón (E) Citocina Th1 e Th2 
na placa de Peyer. 
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 Os resultado obtidos no presente estudo quanto a expressão da IL-4 não 

corroboram com resultados de estudos anteriores que sugerem poucas evidências para 

um função específica da IL-4 na mediação da imunidade protetora contra MAP, tal 

como a expressão em tecidos não parece estar associada ao estado da infecção dos 

animais (SWEENEY et al., 1998.; COUSSENS et al., 2004). E ainda pode-se destacar 

outros estudos que concluem que a expressão de IL-4 elevada esta normalmente 

relacionada com a evolução da paratuberculose para o estádio clínico como foi 

observado por TANAKA et al., (2005) na análise de linfonodos da região do íleo de 

animais com lesões lepromatosas (3,50 vezes) que na fase tardia da infecção 

apresentou expressão significantemente maior em comparação com lesões 

tuberculosas (0,4 vezes) encontrada na fase inicial e no controle negativo (0,80 vezes). 

Todavia, ROBINSON et al., (2011), observaram ao analisarem gânglios linfáticos da 

região do jejuno de cervos severamente doentes, baixa expressão significativa de IL-4 

em comparação a animais minimamente doentes e controle negativo. 

 Na décima segunda semana (Figura 4) após o desafio, os maiores níveis de 

transcrito de RNAm foram observados no fígado para a IL-10, no baço e íleo para a IL-

2, no colón para o TNF-α e na placa de Peyer para a IL-4. COUSSENS et al., (2004) ao 

analisarem linfonodos mesentéricos de drenagem dos locais de infecção por MAP em 

bovino naturalmente infectados, identificaram expressões de TNF-α semelhantes aos 

animais não infectados e níveis mais elevados de IL-2 nos animais infectados em 

comparação aos controles. Da mesma forma, TANAKA et al., (2005) não encontram 

diferença estatística significativa na expressão do TNF-α nos linfonodos da região do 

íleo entre animais com lesões tuberculosa (fase inicial da infecção), lesões 

lepromatosas (fase final da infecção) e não infectados, mas foi possível observar 

maiores níveis de expressão nos não infectados seguido do grupo com lesões 

lepromatosas e tuberculosas. Portanto, pode-se inferir com esses resultados que ocorre 

um aumento no nível de expressão da IL-2 nos locais da infecção em animais 

infectados com MAP. COUSSENS et al., (2004) encontraram expressão reduzida de IL-

4 em PBMC de bovinos em estádio subclínico e clínico, em comparação aos controles. 
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Figura 4- Expressão relativa das citocinas padrão Th1 e Th2 na décima segunda semana após 
o desafio com MAP cepa MAP66115-98. (A) Citocinas Th1 e Th2 no fígado (B) Citocinas Th1 e 
Th2 no baço (C) Citocinas Th1 e Th2 no íleo (D) Citocinas Th1 e Th2 no colón (E) Citocinas Th1 
e Th2 na placa de Peyer. 
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 A IL-4 esta normalmente associada à fase clínica da paratuberculose, com isso o 

aumento da expressão no colón de camundongos que não apresentaram sinais de 

infecção segundo SCHWARZ, (2012) não era esperado No mesmo sentido, SWEENEY 

et al., (1998), ao analisarem a expressão do gene IL-4 de gânglios linfáticos do ceco de 

bovinos com paratuberculose nos estádios subclínica, clínica e no controle, também 

não observaram diferença significativa entre os grupos. 

Os resultados observados para IL-10 são inesperados, pois nos sítios primários 

típicos da infecção natural por MAP, a expressão da IL-10 esta relacionada com a 

progressão da paratuberculose para um quadro clínico. Esta afirmação foi demonstrada 

por, KHALIFEH e STABEL, (2004b) que ao analisarem amostras de íleo e linfonodos 

mesentéricos de bovinos infectados naturalmente, a expressão dos transcritos de RNA 

da IL-10 foi elevada em animais com doença clínica, mas não em animais saudáveis ou 

com a doença subclínica. Possivelmente os resultados observados no sangue periférico 

de animais infectados estão ligados às respostas imunológicas que ocorrem nos locais 

específicos da infecção por MAP. 

 A regulação positiva observada na expressão dos transcritos de RNA da IL-4 na 

placa de Peyer não era esperada, pois a referida citocina anti-inflamatória normalmente 

esta relacionada com a paratuberculose clínica, como observado por KARCHER et al., 

(2008), um maior nível de secreção em PBMC em bovinos em estádio clinico em 

comparação com animais em estádio subclínico e no controle. 

  Na décima sexta semana (Figura 5) após o desafio os maiores níveis de 

transcrito de RNAm foram observados no fígado e colón para a IL-10, no baço e íleo 

para o IFN-ү e na placa de Peyer para o TNF-α. Em bovinos na fase subclínica da 

paratuberculose ocorre, aumento da expressão de IFN-ү no local da infecção como 

tecido do íleo (SWEENEY et al.,1998) e também em células mononucleares do sangue 

periférico de animais infectados naturalmente (STABEL, 2000a). A progressão da 

doença para o estado clínico em animais infectados naturalmente, ocasiona declínio da 

produção de IFN-ү tanto no local da infecção quanto no sangue periférico (STABEL, 

1996; SWEENEY et al.,1998; STABEL, 2000a). No entanto, durante o período do 

experimento não foi possível observar a regulação negativa na expressão do IFN-ү, 

mas caso o experimento se prolongasse por um período maior, talvez fosse possível 
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observar o mesmo comportamento observado pelos autores citados. O IFN-ү esta 

relacionada com a resposta inicial ao MAP como foi observado na pesquisa de 

KHALIFEH e STABEL, (2004b) que ao analisarem amostras de íleo, junção ileocecal, 

linfonodos mesentéricos e linfonodos ileocecal de bovinos saudáveis e infectados, em 

fases clínica e subclínica da doença, observaram que os níveis de RNAm de IFN-ү são 

mais elevados em animais com doença subclínica em comparação com animais 

saudáveis e que evoluíram para o estádio clínico. No entanto, ROBINSON et al.,(2011) 

ao analisarem gânglios linfáticos da região do jejuno de cervos infectados 

experimentalmente demonstraram que a expressão de RNAm de IFN-ү, foi 

significantemente maior em animais severamente doentes em comparação a animais 

minimamente doentes e controle negativo. Expressões elevadas de citocinas pró-

inflamatórias como o IFN-ү podem estar relacionadas com o grau de inflamação no 

intestino de animais doentes que é característico da paratuberculose (CLARKE et 

al.,1997), mas isto não foi observado em nenhuma das amostras analisadas 

(SCHWARZ, 2012). 

 Normalmente a expressão da IL-10 nos locais da infecção pelo MAP como o íleo 

esta relacionada com progressão da paratuberculose para o quadro clínico, desta forma 

os resultados do presente estudo não corroboram com os obtidos por SMEED et al., 

(2007) e TANAKA et al., (2005) que observaram elevada expressão da referida citocina 

em linfonodos da região do íleo de animais com lesões multibacilares (fase tardia da 

infecção) quando comparado com animais paucibacilares (fase inicial da infecção) e 

não infectados. O espectro da doença nestes animais variou entre ter a doença clínica 

(SMEED et al., 2007) para ausência de doença clínica, mas sendo positivo para 

presença de anticorpo ou cultura fecal (TANAKA et al., 2005).   
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Figura 5- Expressão relativa das citocinas padrão Th1 e Th2 na décima sexta semana após o 
desafio com MAP cepa MAP66115-98. (A) Citocinas Th1 e Th2 no fígado (B) Citocinas Th1 e 
Th2 no baço (C) Citocinas Th1 e Th2 no íleo (D) Citocinas Th1 e Th2 no colón (E) Citocinas Th1 
e Th2 na placa de Peyer.  
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 Os níveis de expressão das citocinas pró e anti-inflamatória, estudadas no baço 

e no fígado eram esperados, apesar de que normalmente nos hospedeiros naturais de 

MAP estes órgãos não são tidos com sítios primários da infecção (GWOZDZ et al., 

2000). Estudos têm demonstrado que fígado e baço são preferencialmente acometidos 

quando se tem uma infecção disseminada induzida pela inoculação IP (CHEN et al., 

2008; BEGG e WHITTINGTON, 2008; PARK et al., 2008)., e ainda órgãos linfóides 

como o baço tem grande relevância na resposta ao antígeno. Além disso, SCHWARZ 

em 2012, trabalhando com os mesmos camundongos verificou as maiores quantidades 

de marcação positiva pela técnica de nested-PCR no baço 27,9% (17/20) e fígado 

19,7% (12/20). Inferi-se que a presença do micro-organismo detectado pela técnica 

molecular induziu expressão das citocinas estudadas, mesmo sem causar infecção, 

pois não se observam alterações histológicas pela coloração de HE em nenhuma das 

amostras analisadas. 

 Os resultados dos níveis de expressões dos transcritos de RNAm demonstrados 

no colón, íleo e placa de Peyer, eram previstos, mas em menor intensidade, pois, 

apesar de que normalmente em infecções por MAP nos hospedeiros naturais, estes 

locais são definidos como alguns dos sítios primários da infecção, BEGG e 

WHITTINGTON (2008) observaram lesões e presença do antígeno em tecidos 

intestinais em apenas alguns casos após a inoculação IP em infecções experimentais. 

Corroborando com os resultados acima, SCHWARZ, (2012) não identificou nas 

amostras destes órgãos dos camundongos destinadas a histologia alterações que 

indicassem lesões, no entanto, foi possível observar marcações positiva para técnica de 

ZN, BAAR, em apenas duas amostras de placas de Peyer de dois animais, uma 

coletada na décima segunda e a outra na décima sexta semanas pós-inoculação. Além 

disso, pela técnica de nested-PCR foi possível observar a presença de MAP no cólon 

24,6%, íleo 18,0% e placas de Peyer 9,8%, sendo esta ultima em apenas duas 

amostras positiva em cada período estudado. Contudo, no presente estudo foi 

observado níveis de expressão no colón e íleo semelhantes aos observados no fígado 

e baço, com exceção na placa de Peyer, talvez o qual justificado pela pequena 

quantidade de amostras positivas pela técnica de nested-PCR.  
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 Esperava-se que o baço e fígado apresentassem maiores níveis de expressão 

de transcritos de RNAm das citocinas analisadas em relação aos demais órgãos. 

Contudo, o cólon e o íleo, também obtiveram altos valores de expressão. Em relação ao 

tipo de expressão das citocinas era esperado regulação positiva para as citocinas pró-

inflamatórias durante todo o período do experimento e baixa ou negativa para as anti-

inflamatórias, mas foi possível observar também uma alta regulação positiva para as 

citocinas anti-inflamatórias em todos os órgãos analisados durante o período do 

experimento. 

 Com os resultados apresentados neste estudo pode-se inferir que o perfil de 

expressão das citocinas em órgãos de camundongos inoculados com MAP é complexo, 

no caso os hospedeiros responderam expressando transcritos de RNA de citocinas pró 

e anti-inflamatórias tanto nas fases precoces quanto nas finais após a inoculação na 

ausência de lesões, mas na presença de MAP na maioria das amostras analisadas. 

Além disso, foi possível observar os maiores níveis de expressão para as citocinas IL-2, 

IL-4, IFN-ү e TNF-α na oitava semana, ou seja, no final da fase inicial após a 

inoculação. Os maiores níveis de expressão dos transcritos de RNAm observados para 

as citocinas Th1 em relação as Th2 e a resistência ao desenvolvimento da infecção por 

MAP possivelmente esta relacionada à resposta preferencialmente Th1 produzida pelos 

camundongos C57BL/6 e ainda a ação antagonista que as citocinas Th1 exercem sobre 

as citocinas Th2 (MOSMANN et al., 1986). Uma possível explicação para a presenças 

destas citocinas desde as fases iniciais da paratuberculose foi proposto por 

COUSSENS et al., (2004) onde uma população de células pró-inflamatória se 

desenvolve nos locais da infecção e nos linfonodos de drenagem e uma população anti-

inflamatória, talvez expressando IL-10 de uma maneira antígeno especifica, também se 

desenvolve para possivelmente controlar os danos teciduais e as respostas imunes 

gerada pela ação das citocinas pró-inflamatórias nos locais da infecção. 

 Com estes resultados, espera-se uma melhor compreensão da expressão de 

citocinas pró e anti-inflamatória em diferentes tempos pós-inoculação nos locais da 

infecção tanto em órgãos tidos como sítio específicos de MAP quanto em órgãos extra-

intestinais. Assim, eles possam servir de suporte para futuras pesquisas que busquem 

o melhor entendimento da imunopatogênese nos locais da infecção e com isso auxiliar 
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no desenvolvimento de técnicas de diagnóstico que utilizem a dosagem de citocinas no 

sangue periférico para detectar precocemente animais infectados por MAP auxiliando 

na prevenção e controle da paratuberculose. 
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8. CONCLUSÃO  
 

 Os camundongos inoculados IP com MAP responderam produzindo tanto 

transcritos de RNA de citocinas pró e anti-inflamatória durante o período do 

experimento. 

 No fígado os maiores níveis de transcritos de RNA na quarta e oitava semanas 

foram do IFN-ү, e na décima segunda e sexta semanas para a IL-10. 

 No baço os maiores níveis de transcrito de RNA foram observados na quarta 

semana para IL-10, na oitava semana para IL-2 que apresentou diferença estatística 

significativa, e para o TNF-α e IFN-ү na décima segunda e décima sexta semanas 

respectivamente. 

 No colón não foi observada diferença estatística significativa, mas os maiores 

níveis de transcritos de RNA foram observados na quarta, oitava, décima segunda e 

décima sexta semanas para o IFN-ү, IL-10, TNF-α e a IL-10 respectivamente. 

 O íleo apresentou os maiores níveis de transcritos de RNA na quarta semana 

para o IFN-ү na oitava semana a IL-4 e o TNF-α demonstraram diferenças estatística, 

na décima segunda semana a IL-2 e na décima sexta semana o IFN-ү. 

  Na placa de Peyer os maiores níveis de transcritos de RNA na oitava semana e 

na décima segunda foram da IL-4 e na décima sexta semana foi TNF-α.  

 Na oitava semana após a inoculação foi observado os maiores níveis de 

expressão para as citocinas IL-2. IL-4, IFN-ү e TNF-α.  

 A resposta das citocinas Th1 e Th2 é complexa e independente da presença de 

lesões, mas pode depender da presença do agente.  
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