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RESUMO

A pesquisa racional de novos candidatos a antigemofais ou
imunodiagndstico destinados ao controle da tubeseubovina (bTB)
requer o conhecimento basico da imunopatogénesdodaca. No
entanto, ainda ha escassez de informagbes sobreaspsctos
imunopatoldgicos da interac®ycobacterium bovikospedeiro durante
a infeccdo natural de bovinos. Na analise de urngeade 349 bovinos
positivos no teste tuberculinico (PPD), em 247 hawifoi confirmada a
infectacdo natural peld. bovis.Dos animais positivos pard. bovis,
92% (228/247) ndo apresentavam sinais sugestivosdakenca,
entretanto, apresentavam lesdes de bTB gravessemdigdas. Além
disso, a disseminacdo das lesbes de bTB estava&laoionada
positivamente com a gravidade da patologia da @oeng carga
bacteriana viadvel no tecido. Adicionalmente, o esoéamento do
granuloma foi correlacionado negativamente comesamento ddv.
bovisnos tecidos, bem como com a gravidade da patoleg@gerindo
que o encapsulamento é um mecanismo dindmico egeoddicaz para
controlar a proliferacdo/disseminacdo micobacteriamragranuloma
durante a infeccdo natural. Além disso, a avaliadatalhada da
resposta granulomatosa nos pulmdes demonstrou gqoémero de
células gigantes multinucleadas tipo Langhans lamimna
negativamente com a contagem micobacteriana. Entraste, a
populacdo de neutréfilos na resposta granulomatolarculosa foi
associado com o aumento na proliferagddviddovisintragranuloma.
Os achados aqui apresentados sugerem que O ercapstd e as
células gigantes multinucleadas estéo associadosraimle da infeccao
pelo M. bovis enquanto que os neutréfilos podem servir como um
biomarcador celular de proliferagdo bacteriana maraa infeccéo
natural. Como prova de conceito de que a dinamidalas incitada
durante a infeccdo pavl. bovisinfluencia o controle do crescimento
micobacteriano, analisamos parametros imunopatmwégiurante a co-
infeccdo natural com o virus da leucose enzoétwanh (BLV), um
patbgeno que modula a resposta imune adaptativaovinds
coinfectados comM. bovis e BLV apresentaram maior carga
micobacteriana intragranuloma e uma doenca maigegfda analise
histomorfologica das lesdes granulomatosas, obs®wya uma
diminuicdo significativa na populacdo de linfécjtaeguido por um
aumento no numero de neutréfilos e menor deposiéiotecido
conjuntivo. Estes dados sugerem uma alteracdairo fe células para



o0 ambiente intragranuloma devido a defeitos linfo@s. Consistente
com essa hip6tese, observamos uma menor resposta
hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) em anime@@n linfocitose

persistente (LP-BLV+). Estas evidéncias indicam guiefeccdo pelo
BLV est& associada a perda da homeostase da resposte celular do
hospedeiro e possivelmente ao aumento da suschktisl do

hospedeiro a bTB. Em conjunto, nossos dados integraresposta
granulomatosa do hospedeiro com a carga infecoiwsabacteriana e
revelam novos elementos para o entendimento daopatogénese da
bTB que poderiam ser empregados na implementacaestiatégias
racionais de controle da tuberculose bovina.

Palavras-chave: imunopatologia, tuberculose, bovinos, granuloma,

Mycobacterium.
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ABSTRACT

Rational discovery of novel immunodiagnostic an@ciuae candidate
antigens to control bovine tuberculosis (bTB) regmiknowledge of
disease immunopathogenesis. However, there renamimsucity of
information on theMycobacterium boviBost immune interactions
during the natural infection. Analysis of 247 nally tuberculinic test
positive (PPD)M. bovisinfected cattle revealed that 92% of these
animals were found to display no clinical signs,t uesented
disseminated bTB-lesions positively correlated witbth pathology
severity score and viable tissue bacterial loadkli#fonally, granuloma
encapsulation negatively correlated wkh bovis growth as well as
pathology severity, suggesting that encapsulatienan effective
mechanism to control bacterial proliferation duringtural infection.
Moreover, multinucleated giant cell numbers wenenfb to negatively
correlate with bacterial counts in lung granulomas. contrast,
neutrophil numbers in the granuloma were associatédincreasedu.
bovis proliferation. To better understand the role af tfranulomatous
response for the control of mycobacterial growthirduinfection byM.
bovis immunopathological parameters during co-infectath natural
bovine leukemia virus (BLV), a pathogen that motkdathe adaptive
immune response, were analyzed. Cattle co-infestddM. bovisand
BLV had higher mycobacterial intragranuloma loadi anore severe
disease. In the histomorphological analysis of gi@matous lesions,
we observed a significant decrease in the lymplogybpulation
followed by an increase in neutrophils and a rddacin connective
tissue deposition. These data suggest an alteiiatibwe cell flow for the
intragranuloma environment due to defective lympies Consistent
with this hypothesis, we observed a lower delaype-typersensitivity
(DTH) response in animals with persistent lymphosig (LP-BLV+).
This evidence indicate that BLV infection is assteil with a loss of
homeostasis of the host cellular immune responsg possibly
increased susceptibility of the host to bTB. Togetlour data integrate
the host granulomatous response with the mycobalktefectious load
and reveal new elements for understanding the inopathogenesis of
bTB which can be used in the implementation oforatl strategies to
control bovine tuberculosis.

Key Words: immunopathology, tuberculosis, cattle, granuloma,
Mycobacterium
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INTRODUGAO

O termo “Tuberculose”, (do latimtuberculum = pequeno
tubérculo ou ndédulo), utilizado por Johann Lukabdbein em 1839,
esta associado ao padrdo estrutural nodular dassleganulomatosas
ou granulomas, -caracteristicos da enfermidade @?aln2002).
Atualmente o termo é empregado para desighar acdosausada por
micobactérias que integram o “compleMycobacterium tuberculosis
(CMTB), também denominadas micobactérias tuberaslogue inclui
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosigincipal agente da
tuberculose humana (TB) Elycobacterium bovis (M. bovisggente
primario da tuberculose bovina (bTB) (Collins e @&ye, 1983;
Sreevatsan, Pagt al, 1997; Michel, Milleret al, 2009; Parkash, Singh
et al, 2009).

A tuberculose bovina (bTB3 uma doenca infectocontagiosa de
notificacdo obrigatéria e compulsoéria, com evolucanica e
debilitante que afeta a maioria dos rebanhos beviowmerciais do
mundo e limita o comércio internacional de animaigprodutos de
origem animal (Cosivi, O., Grange,et.al, 1998; Thoen, Lobuet al,
2006; Michel, Milleret al, 2009; Oie, 2011). Adicionalmente, a bTB é
considerada uma importante zoonose negligenci&ta,que a infeccao
por M. bovis em muitas regiées do mundo, ainda é considenaddos
principais problemas de saldde publica, destacandsima a
representatividade de medidas de controle baseadastendimento da
dindmica da infeccao.

Apesar da importancia da bTB para o cenario mundi& o
momento ndo existem modelos vacinais eficazesatantentos viaveis
para a doenca e a prova oficial utilizada parardiatico da infec¢cdo em
bovinos € pouco eficiente (Norby, Bartlet al, 2004; De La Rua-
Domenech, Goodchildt al, 2006; Claridge, Digglet al, 2012). Além
disso, a principal politica adotada pelos orgéadsiad de defesa
sanitaria animal para o controle da bTB € o diatigseguido de abate
sanitario dos bovinos positivos (Mapa/Sda, 200Gnsy Smithet al,
2007; Oie, 2011).

Em conjunto, estas evidéncias ressaltam a necdssigigente de
entender os mecanismos basicos da imunopatogérese cbmo
elucidar aspectos fundamentais da interaby@obacterium bovis
hospedeiro bovino, visto que se tratam de regsigltetivos minimos
para o desenvolvimento racional de estratégiasmimaprofilaxia e
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diagnostico, aplicaveis as politicas de vigilaneiaontrole/erradicacéo
da tuberculose bovina

1.1 Etiologia da tuberculose bovina

O género Mycobacterium (Classe: Actinobacteria; Ordem:
Actinomycetales; Familia: Mycobacteriaceaedpngrega M. leprae
(causador da Hanseniase), micobactérias denomiatigasas ou Nao-
Tuberculosas (MNT) e espécies que classicamentegrarh o
Complexo CMTB ou micobactérias tuberculosas (Grahgg6).

Os membros do CMTB estdo entre 0s mais importantes
patdégenos que afetam o homem e os animais e camlgr@eM. bovis
M. tuberculosis M. bovis-Bacille Calmette—Guéri(BCG), M. bovis
caprae M. africanum M. pinnipedii,e, M. microti (Sreevatsan, Pagt
al., 1997; Brosch, Gordoat al, 2002; Garnier, Eigimeiest al, 2003;
Michel, Muller et al, 2009; Parkash, Singdt al, 2009; Collins, 2011).
Embora os membros deste grupo possuam diferentastexdsticas
fenotipicas e hospedeiros mamiferos preferentiiela 1, podem ser
considerados um dos exemplos mais extremos deéioetgnética, com
cerca de 0,01% - 0,03% de variagcdo genética eletsg®reevatsan, Pan
et al, 1997; Gutacker, Smoatt al, 2002; Gutierrez, Brisset al,
2005). M. canettii que até pouco tempo integrava o grupo das
micobactérias tuberculosas, teve sua classificegdiscutida, uma vez
que os padrbes de diversidade genética e fenotipiiaam uma
linhagem relacionada a precursora do CMTB, e naaneambro deste
grupo (Fabre, Koecket al, 2004; Gutierrez, Brisseet al, 2005;
Gagneux, 2012), sendo recentemente classificadoo ctiracilo da
tuberculose branda” (STB) (Gutierrez, Brisseal, 2005; Gagneux,
2012). Quanto as MNTs, apesar de estarem assoQ@aidsccao nos
animais, causando as chamadas micobacteriosescfK&2004), sua
importancia maior se justifica ndo pela doencaiadin mas pela
possibilidade de reacédo cruzada com as micobaxtétierculosas nos
testes diagndsticos (Brasil, 2004; Mapa/Sda, 2008;2011; 2012a).



27

Tabela 1 - Espécies de micobactérias que integram o Complexo
Mycobacterium tuberculosi$CMTB) e seus respectivos hospedeiros
preferenciais

Espécie Hospedeiro

M. tuberculosis Humanos

M. bovis Bovinos e outros mamiferos

M. bovis- (BCG) Cepa laboratorial — infecta humanos
M. caprae Caprinos

M. africanum Humanos

M. microti Roedores

M. pinnipedii Lebdes marinhos, focas e humanos.

Fonte: adaptado de (Gutierrez, Brigsal, 2005; Collins, 2011)

Apbs a descricdo dil. tuberculosispor Robert Koch em marcgo
de 1882, Theobald Smith e os médicos veterinariostiA Peters e
Langdon Frothingham, em 1898, observaram que dobassociado as
lesbes tuberculosas em bovinos, apresentava adsHCEs
morfolégicas e de crescimentn vitro distintas, em detrimento ao
bacilo previamente descrito por Robert Koch (CsllenGrange, 1983;
Pritchard, 1988). Entretanto, somente na décad®dkarlson e Lessel
classificaram o principal agente da tuberculoserzo\que até entédo era
descrito como uma variante ddVlycobacterium tuberculosis,
denominadoM. tuberculosis subespéciebovis, como uma espécie:
Mycobacterium bovis (M. boyigCollins e Grange, 1983; Grange e
Collins, 1987; Grange, 1996; Garnier, Eigimeadéeal, 2003).

M. bovis é descrito como um patégeno intracelular facuwibati
fastidioso, com metabolismo aerdbico, imoével, n&poeulado e nao
flagelado que possui uma parede celular altamentglexa (Collins e
Grange, 1983; Grange, 1996). Morfologicamektebovisse apresenta
como bacilo curto, com formato de bastonete retoumrado ou ainda
ramificado, medindo 0,3-0,5 um por 1-4 um (Collen&range, 1983).
Apesar de ser classificado citoquimicamente coman@uositivo,
coram-se fracamente pela coloragdo de Gram, apaesemo principal
caracteristica tintorial, a resisténcia ou estddile alcool-acida, que lhe
confere a propriedade de bacilo alcool-acido-resist (BAAR). Este
conceito é aplicado na rotina diagndéstica visto guécnica de Ziehl-
Neelsen (ZN) é o método de eleicao para coloragisguisa direta do
bacilo (Collins e Grange, 1983; Grange, 1996).

Em meios solidos tais comd,dwenstein—Jenserstonebrink e
Ogawa Kudoh, as colénias dw. bovisapresentam-spequenas, com
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aspecto rugoso ou de couve-flor, bordas irregulavpacas ou com
coloracio amarelo-claro. Por ser um organismodiastl, cresce apenas
em meios de cultura extremamente ricos, tendovatioude sédio como
sua principal fonte de carbono (Grange, 1996; @@4,1). M. bovis
possui um tempo médio de replicacdo de aproximanaigni®-22 horas,
dependendo da oferta de nutrientes, o que tornaltvoc bastante
dispendioso (Grange, 1996; Garnier, Eigimaeial, 2003), de modo
gue o periodo médio de incubacéo, para isolamensgednte a partir de
amostras clinicas é de aproximadamente 8-12 senaaBaSC (+2°C)
(Oie, 2011).

M. bovis é classificado como patégeno da classe de risco Il
(classes de I-1V), que congrega microrganismosrgpessentam risco
alto para o individuo, limitado para a comunidachjsando infeccdo
grave tanto no homem quanto em animais e podenrcgagar de
individuo para individuo por transmissdo aerégéviet/Ctnbio, 2002;
Oie, 2011). Com base nesta classificagédo de graiscb (Ill), torna-se
necessario que os laboratérios que manipularivl.dbovisdisponham
de um amplo programa de biosseguranca com medidainiatrativas e
técnicas de contencdo. Estes laboratériossestssifidados no nivel de
biosseguranca Il (para procedimentos que ndo geenwssois) e/ou
nivel de biosseguranca lll.

1.2 Epidemiologia e controle da tuberculose bovina

A bTB ¢é considerada tdo antiga quanto a maioria das
civilizag6es, devido sua intima relagdo com a déwagsio dos bovinos
(entre 8000-4000 A.C.). Apesar de ter origem nacAfrsua insurgéncia
ocorreu provavelmente na regido que atualmentesmonde a Europa,
sendo posteriormente disseminada para as diferesgéses do mundo
durante o periodo colonial, favorecida pela migoag&ercontinental de
bovinos infectados (Renwick, Whit al, 2007). Atualmente, a bTB é
considerada uma importante zoonose negligenciagdo \que, a
infeccdo peldM. bovisé responséavel por aproximadamente 10% do total
de casos (30% dos casos da area rural) de tubsedulmnana na Africa
(Cosivi, O., Grange, J. Met al, 1998; Cleaveland, Shaet al, 2007) e
cerca de 2,5% na America Latina (De Kantor, Ambraggal, 2008).
Além disso, é cada vez mais frequente a notificagéocasos de
infeccdes hospitalares causadas por cepas mudteets deM. bovis
em pacientes imunossuprimidos (Cobo, Aseasial, 2001).
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No contexto epizodtico, a infeccao pdr bovise/ou bTB clinica
tem sido reportada na maioria dos paises com rebaivinos
comerciais (Oie, 2012ajFigura 1). Na America Latina, a bTB é
endémica e cerca de 70% dos rebanhos bovinos lestlizados em
areas onde ocorre a circulacdo do agente (De Kaftabroggiet al,
2008). No Brasil, a doenca clinica é notificada telas as regifes,
principalmente em rebanhos leiteiros (Almeida, 20@e, 2011,
2012a), entretanto, os dados de prevaléncia daciibe sdo muito
regionalizados e pouco sistematizados, o que ddicua interpretagéo
e compromete a representatividade. Apesar dos iposneelatos da
bTB no territério nacional serem da década de 4Rewdo Sul, apenas
em 2001, com o objetivo de normatizar o controtaticacdo da bTB
nos rebanhos brasileiros, foi instituido o “ProgmarNacional de
Controle e Erradicacéo da Brucelose e Tuberculosen® e bubalina
(PNCEBT)” (Brasil, 2001; Mapa/Sda, 2006), a fim damentar a
competitividade da agropecuéaria brasileira no éendo comércio
internacional e minimizar o impacto desta zoonogesalde publica
(Almeida, 2009; Oie, 2011; 2012a).

Figura 1 - Distribuicdo mundial e formas clinica da tuberseldovina
nos rebanhos bovinos.
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Embora os bovinos infectados sejam consideradeseyvatorio
natural doM. bovis - (Cousins, 2001; Cousins e Florisson, 20@b)
isolamento deste patdgeno foi relatado em mais @eespécies de
animais, o que pode acarretar graves consequérarias ecossistema
(Michel, Coetzeeet al, 2009). Ao mesmo tempo esta condicdo pode
representar uma importante barreira para as acgéesodtrole e
erradicacdo da bTB em muitas regides (Alexandegdell et al, 2002)
da America do Norte (O'brien D, Schrsttal, 2006), Europa (Naranjo,
Gortazaret al, 2008), Africa (Michel, Bengist al, 2006) e Asia
(Coleman, Colemaset al, 2006), onde a erradicacao Ko bovis tém
sido considerada impossivel, devido a presenca edervatorios
silvestres, que mantém a infeccdo e transmitem paraebanhos
bovinos. Dessa forma, apesar dos esforcos dosgmegrde vigilancia,
a bTB continua sendo um importante problema de esaitblica e
animal, despertando um interesse renovado e nhecessa O
desenvolvimento de estratégias imunoprofilaticasa pa controle da
doenca, ademais, mecanismos basicos da imunidédecatacteriana
e a dindmica da infec¢éo natural precisam ser melboidados.

A infecc@o peloM. bovis ocorre principalmente através da via
aerégena pela inalagdo de aerossois contaminadaggtos) Figura
2). Esta condicdo é favorecida nos sistemas de piiodinensiva e
semi-intensiva, como € o caso das unidades de giodile leite, onde o
intimo contato e o tempo de vida dos bovinos faseme a continua
exposi¢do e transmissao entre os animais e rebd@asins, 2001;
Ameni e Erkihun, 2007; Renwick, Whitet al, 2007; Ameni,
Vordermeieret al, 2011). Adicionalmente, a ingestdo de alimentos
contaminados (ex. leite, &gua e forragens) tamlmie per considerada
uma importante fonte de infeccdo, sendo o conswarleit/colostro de
fémeas infectadas, que apresentam mastite, a gaindorma de
infeccdo nao respiratéria entre os bovinos (Cosidslin et al, 1995;
O'reilly e Daborn, 1995). A infeccdo oral tambémmtsido descrita
como frequente nos sistemas extensivos de prodagée,a ingestao de
alimentos contaminados, como pastagem, favoreca g&& de
transmissdo (Ameni, Vordermeietal, 2011).

A transmissdo zoondtica dM. bovis ocorre principalmente
através do contato direto e intimo com animaiscbaféos (ex. tratadores
e magarefes) ou indiretamente pela ingestdo demioa contaminados
(ex. leite e derivados lacteos nédo pasteurizadd'gdlock, Skinneret
al., 2002; Thoen, Lobuet al, 2006; De Kantor, Ambroggit al, 2008).
Neste contexto, o habito de fervura do leite amlesconsumo e a
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instalagdo de plantas industriais para pasteuczdedleite em todo o
mundotornou menos representativa a infeccdo atrdoésonsumo de
leite e/ou subprodutos lacteos contaminados (GoSivi Grange, Jet
al., 1998; De Kantor, Ambrogget al, 2008). Préaticas culturais que
fomentam o contato promiscuo entre o homem e asiinéctados
também podem favorecer a transmissdo zoonGticam asemo
antropozoondética (Ameni, Vordermeitral, 2011).
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Figura 2 - Diagrama esquematico do ciclo de transmissabl.doovis.
TCC, teste tuberculinico cervical comparativo. bitlerculose bovina.
PPD, antigeno tuberculinico.
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Por ser uma doenca cronica de carater progreskwo e
debilitante, a bTB raramente apresenta evolucaédcalisubaguda, e os
animais podem permanecer assintomaticos por mases, ou mesmo
desenvolver uma infeccdo latente que pode perqagatoda a vida
(Spickler, 2009; Oie, 2011). Além disso, em paiges possuem bem
estabelecidos programas de vigilancia e controlebTR, a doenca
clinica é cada vez menos frequente, uma vez qaeio®is, tidos como
positivos (reatores no teste cervical comparativoTEC) sdo
sumariamente retirados do rebanho, antes de apasm@nsinais da
doenca clinica. Nao obstante, nas regiées/paisepiera bTB clinica é
notificada, como € o caso do Brasil (Almeida, 200&, 2011; 2012a),
0s animais apresentam com maior frequéncia um quatinico
caracteristico, que cursa com febre intermitentse inicialmente seca
que passa a produtiva, dispneia, perda da condig@oral,
emagrecimento progressivo, debilidade, baixa cdpdei respiratoria e
diminuicdo na producgéo de leite, que pode ched#s-80% durante a
lactacao (De Lisle, Buddlet al, 2007; Buddle, B. M., Livingstone, P.
G. et al, 2009). A morte de animais, quando ocorre, fretpreante
esta associada a infecgcbes secundérias. Nos casapie a doencga
adquire um carater progressivo, 0s sinais clingfs mais graves e
dependendo da localizacdo das lesbes o animal ppdesentar
caquexia, hiporexia, hemoptise, dispneia, hipemplate linfonodos
superficiais e/ou profundos e tosse produtiva. Apee pouco claro
quais fatores da resposta imune antimicobactegdoacomprometidos,
considera-se que esta forma da doencga clinicaassticiada com a
disseminacdo sistémica da micobactéria para difesensitios
anatdomicos (Volkman, Clagt al, 2004; Russell, 2007). Assim, com
frequéncia, o0s animais podem apresentar um quade d
linfoadenomegalia grave, com ou sem supuracéo, ppge levar a
obstrucé@o de vasos sanguineos, vias aéreas ou rdesnato digestivo.
Quando o sistema digestivo € primariamente afetfiohdonodos
mesentéricos, intestino e/ou figado), normalmesso@ado a via de
infeccdo oral, 0s animais também podem apreseiataeid intermitente
e/ou constipacao (Buddle, B., Livingstone, é®.al, 2009; Spickler,
2009; Oie, 2011). Apesar da compreenséo pormemlarida condicao
clinica da doenga, os padrdes imunopatolégicoscashkis a evolucao
da infeccéo, principalmente durante a infeccaorahtondo séo claros.

Até 0 momento, ndo existe uma vacina eficaz otartranto
viavel para a bTB e a principal estratégia pararotaderradicacdo da
doenca adotada pelos organismos oficiais é o d&igooseguido de
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abate sanitdrio compulsoério dos animais positivdsp@/Sda, 2006;
Evans, Smithet al, 2007; Oie, 2011). Entretanto, a prova oficial
utilizada para diagnostico da infeccdo p®lo bovisem bovinos é o
teste tuberculinico intradérmico cervical compam(TCC), que mede
uma resposta de hipersensibilidade do tipo tar@@&H) contra o
antigeno (tuberculina) PPD PR4rified Protein Derivative bovina
(PPDb -M. bovig e aviaria (PPDa M. aviun) (Monaghan, Dohertet
al., 1994; Good e Duignan, 2011; Oie, 2011) apresedptandices de
sensibilidade variaveis entre 52-100% (com umarvalédio de 78%) e
especificidade de 78-99%. Além disso, a resporailgdios animais ao
TCC inicia-se entre 3-18 semanas ap0s a infeccaxbyiNBartlettet al,
2004; De La Rua-Domenech, Goodchédal, 2006; Claridge, Diggle
et al, 2012). Mais recentemente, tem sido testado ernsvaaises um
ensaio laboratorial que utiliza dois antigenos @fipes do CMTB,
ESAT-6 e CFP-10, para deteccdo e quantificacdo xpaessdo de
interferony (IFN-y) em amostras de sangue total (Buddle, B.,
Livingstone, P.et al, 2009). Contudo, os resultados para ambos os
testes diagnoésticos sdo dependentes de uma redpusia celular
antigeno-especifica capaz de produzir niveis deteist de IFNy
(Buddle, Wedlocket al, 2005; De La Rua-Domenech, Goodctleldal,
2006; Good e Duignan, 2011). Sendo assim, os padideficacia dos
testes sdo afetados por condigbes como anergiapossupressao,
periodo de pré-sensibilizacao, uso de corticéigeisesse nutricional ou
ambiental, erro associado ao método e coinfecgdas,\bacterianas e
parasitarias (De La Rua-Domenech, Goodckiical, 2006; Claridge,
Diggle et al, 2012), ressaltando assim a necessidade de désamvo
estratégias racionais de imunoprofilaxia e diagodstbaseados no
entendimento dos elementos da imunopatogénesefatzdo peloM.
bovis

1.3 Patogénese e imunopatologia da tuberculose bosi

Especula-se que as caracteristicas que orquestiateracaoM.
bovishospedeiro bovino estdo associadas a complexidadparede
celular, composta por uma variedade de proteinassugerficie,
carboidratos e principalmente, por uma quantidddma@ante (40-60%
da parede celular das CMTBs) de lipideos (micosideo &cidos
micdlicos) (Figura 3A). Estes componentes estruturaitiam como
importantes fatores de viruléncia e desempenhagdémdefensivas ou
adaptativas que favorecem a sobrevivéncia das sutétias no
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ambiente intracelular(Alderwick, Birclet al, 2007; Guenin-Mace,
Simeone et al, 2009; Hotter e Collins, 2011). Além disso, os
micosideos estdo associados as propriedades ingicasE)
patofisioldgicas e de resisténcia durante a inf&ral@ micobactéria com
0 hospedeiro (Brennan e Nikaido, 1995; Brennan,32@lderwick,
Birch et al, 2007; Bhowruth, Alderwicket al, 2008). Dentre os
principais lipideos com estrutura estabelecida en qmarticipacéo
durante o processo de interacdo patdogeno-hospetistacam-se:

v’ Fator corda (Trehalose 6, 6-di-mycolatestruturado pelo complexo
acido micélico-arabinogalactanopeptidoglicano (mAG® abundante
na parede celular e esta associado com a inibigdonidracdo de
polimorfonucleares e fusdo fago-lisossomal, favemeo a colonizacéo
micobacteriana € a manutencdo da resposta grartokema(Perez,
Romanet al, 2000; Indrigo, Hunteet al, 2003; Hunter, Olseet al,
2006). A relacdo entre a expressdo do fator corda @isposicao
caracteristica durante o crescimento, em cadeiaslisante a “cordas”,
ainda ndo estid comprovada (Hunter, Olsteal, 2006).

v’ Lipoarabinomananos (Mannogipoarabinomananos -ManLAM,;
fosfatidilinositol manosideo - PIMs; LipomananoslLM): um dos
componentes lipidicos mais abundantes da paredéarceimodula a
producéo e secrecdo do THHAL-12, desempenhando propriedade anti-
inflamatéria e diminuindo ou inibindo a atividadegbcitica de
macrofagos (Gilleron, Himoudet al, 1997; Gilleron, Nigouet al,
1999; Nigou, Gilleroret al, 1999).

v Cera-D ou phthiocerol dimycocerosates (PD)Msm dos principais
fatores de patogénese das micobactérias e asso@iddomacdo e
manutencdo da reacdo granulomatosa ou granulomanagba,
Ensergueixet al, 1999; Hotter, Wardet al, 2005; Hotter e Collins,
2011).
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Figura 3 - Representacdo esquematica das estruturas que eong0
parede celular micobacterian@d) Estrutura complexa integrada por
proteinas de superficie, carboidratos e abundartetigade de lipideos
Logo acima da membrana ha uma camada de peptickaaugi ligados a
arabinogalactanos que por sua vez estéo ligado&caizss micolicos. A
camada superior é composta de lipideos e acidoogrde cadeias
curtas e longagB) Modelo geral de um sistema de secrecéo tipo VII
(T7S) ou ESX. Sistema ESX-1 responséavel pela s&éeardos fatores
protéicos ESAT-6 e CFP-10 (ESXB). ManLAM, Mannose-
lipoarabinomananos; LAM, Lipoarabinomananos; LMpdthananos;
PIMs, Fosfatidilinositol manosideo; MP, Membranasphatica.

(A)

Lipideos livres
¢ ManLam .
Acidosmicdlicos

<«—Peptideoglicano
PiMs

Fonte: (A) Adaptado de (Medjahed, Gaillatdal, 2010). (B) Adaptado
de (Daleke, Ummelst al, 2012).

M. bovis além do espectro de componentes estruturais que
podem atuar como fatores de viruléncia, tambéneseglicoproteinas
e lipoproteinas, que podem modular processos cetutae favorecer a
sobrevivéncia e replicagcdo micobacteriana no artdbiemracelular
(Brennan e Nikaido, 1995; Finlay e Falkow, 1997 dAkah, Gey Van
Pittius et al, 2007). Para apoiar este mecanismo, as CMTBseyiees
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cinco sistemas especializados de secrecao do tib¢TYS) ou ESX
(ESX1-ESX5)(Figura 3B), que permite o transporte de fatores para o
meio extracelular (Abdallah, Gey Van Pitties al, 2007; Daleke,
Ummelset al, 2012). Dentre os fatores secretados, o ESAT-8AES
(Wards, De Lisleet al, 2000; Pym, Brodinet al, 2003) e CFP-10
(EsxB) (alvo antigénico imunodominante de célulgsf@rmam um
complexo CFP-10/ESAT-6, com propriedade membraoifci,
associado a evasdo fagolisossomal e modulacaoodagéio de TNF,
favorecendo o estabelecimento da infeccdo (BerRefmussemt al,
1998; Arend, Anderseet al, 2000; Guo, Baet al, 2010)

Dados experimentais demonstram qud. bovis infecta
primariamente macréfagos, no qual pode sobrevivedfiplicar e se
disseminar para diferentes sitios anatdmicos (Costnabertet al,
2004; Volkman, Clayet al, 2004). No ambiente intracelular, o bacilo
pode ser eliminado pelo sistema fagolisossdiffiglura 4), ou mediar
mecanismos de escape e resisténcia (Neill, Brgsah 2001; Pollock,
Rodgerset al, 2006) estabelecendo uma infeccdo intracelulata ati
(Gutierrez, Masteet al, 2004; De La Rua-Domenech, Goodchetdhl,
2006; Pollock, Rodgergt al, 2006). Apos esta fase inicial, outras
células apresentadoras de antigenos (APCs), taicélulas dendriticas
(DCs) e macroéfagos derivados de mondcitos, tambérticipam do
processo de fagocitose (Welsh, Cunninghammal, 2005; Cassidy,
2006). A interacdo dM. boviscom as APCs e a entrada do bacilo nas
células fagociticas pode ser influenciada por weanieceptores de
superficie (Pluddemann, Mukhopadhyetyal, 2006; Endsley, Hoggt
al., 2007; Jo, 2008; Mortaz, Varahranhal, 2012) como receptores de
manose (MR), receptores de células dendriticas SBEN) e dectina-1
(D1) que possuem como agonistas componentes eatsutia parede
micobacteriana (Pluddemann, Mukhopadhwdyal, 2006; Rothfuchs,
Bafica et al, 2007; Jo, 2008; Mortaz, Varahragt al, 2012). Além
disso, as micobactérias também podem ser recomse@dr outros
receptores de superficie, como por exemplo,
TLR1/TLR2/TLR4/TLR6/TLRY, proteinas conservadas dzsposta
imune inata, que sinalizam a producdo de citocprasinflamatérias
como TNF, IL-6 e IL-12 (Bafica, Scangat al, 2005; Pluddemann,
Mukhopadhyayet al, 2006; Ryffel, Jacobst al, 2006; Ehlers e
Ravetch, 2007; Jo, 2008). O repertorio de citodimamiocinas
secretadas e a apresentagdo de antigenos micaramtevia MHC-
I/IMHC-II/CD1(a-c) realizadas pelas APCs, possivaliee séo o
principal gatilho para a ativacdo da resposta imadaptativa, que
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envolve o recrutamento, estimulo e ativacido dedlifes fenotipos de
células T (CD4+; CD&; yoT+) (Cassidy, Brysonet al, 2001;
Kennedy, Welstet al, 2003; Villarreal-Ramos, Mcaulagt al, 2003;
Wangoo, Johnsoet al, 2005; Endsley, Endslest al, 2006; Thacker,
Palmeret al, 2007; Vordermeier, Villarreal-Ramaat al, 2009). Nao
obstante, a intensidade e manutencdo da respostaneim
celularorquestrada por células T antigeno-espasifisrodutoras de
IFN-y sdo fundamentais para determinar a capacidadeosigetieiro
eliminarM. bovisdos tecidos ou permitir a evolucdo para um quddro
infeccdo latente e/ou doenca ativa (Cooper, Dadtoal, 1993; Boom,
1996; Flynn e Chan, 2001; Vordermeier, Chamie¢ral, 2002; Welsh,
Cunningharret al, 2005).

Figura 4 - Representacdo esquematica das mdltiplas interagties
ligantes das CMTBs e o0s receptores das APCs.MReqrec de
manose), DC-SIGN (receptor especifico de DCs), CBT4AR4 (Toll-

like receptor 4) reconhecem lipoarabinomananos ([Maf), CR3

(receptor complementar 3) reconhece oligossaca,dié® e DC-SIGN,
reconhecem Fosfatidilinositol mandsideos (PIMs),R#Lreconhece
moléculas de lipido A, TLR1/2/6 reconhece lipomasa(LM) e PIMs
especificos.

Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB)

Cytoplasmic
ManLAM 19 kDa membrane

/ Ofigosaccharide lipoprotein /e
i Peptidoglycan
‘ lQM —
/ —
4 Mycolic acid

PIM

MR DC-SIGN TLR4 CD14 CR3 TLR12¢6

Macrofagos/células dendriticas

Fonte: Adaptado de (Pluddemann, Mukhopadtetaal, 2006).
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Durante a infeccdo pelM. bovis com base na producdo de
mediadores e estimulos, o padréo de resposta t@voraa tendéncia
entre duas subpopulacdes de células T helper (CD#glper tipo 1
(Thl) ou T helper tipo 2 (Th2)Figura 5). As células Thl séao
estimuladas principalmente pelas IL-12/IL-18 e p®m citocinas pro-
inflamatdrias (IFNy, IL-2, IL-12, TNF) que estimulam a atividade dos
macréfagos e favorecem a resposta imune celularl)(Opdincipal
mecanismo da imunidade antimicobacteriana (Hopeprigwet al,
2000; Buddle, Ryaret al, 2001; Vordermeier, Chambees al, 2002;
Buddle, Wedlocket al, 2005; Thacker, Palmest al, 2007; Waters,
Whelanet al, 2009; Waters, Palmet al, 2011). O padrdo de resposta
tipo Th2 caracteriza-se pela producdo e secrecameatkadores anti-
inflamatérios (IL-4, IL-5 IL-6, IL-10 e IL-13), commtividade Thl-
supressora e favorecimento da imunidade humorain(é&ay, Welshet
al., 2002; Waters, Whelagt al, 2009; Waters, Palmest al, 2011).
Sendo assim, é de comum acordo que o controle abtencdo da
infeccao parece estar intimamente associado aodmantre a resposta
Th1 (principal fonte de IFNJ e Th2 (principal fonte de IL-4) (Endsley,
Hogg et al, 2007; Thacker, Palmat al, 2007; Waters, Whelaet al,
2009), visto que: o IFN-potencializa a atividade dos macrofagos/DCs e
induz a producdo de fatores antimicobacteriana@gjlaea apresentacao
de antigenos via MHC-II; modula a resposta do Byd1 e favorece a
migracdo de mondcitos e células dendriticas p&rad® granulomatosa
(Hope, Kwonget al, 2000; Buddle, Ryaret al, 2001; Vordermeier,
Chamberset al, 2002; Buddle, Wedlockt al, 2005; Thacker, Palmer
et al, 2007; Waters, Whelagt al, 2009; Waters, Palmet al, 2011).

Ndo h& dados robustos a cerca da resposta imucald@gn
bovinos durante a infeccao natural. Entretantoffec¢do experimental
destes animais coM. bovisdemonstrou que a producédo de mediadores
pro-inflamatoérios também é realizada por outraspespblagbes de
células T como CD#B, Thl7 e Fd. Estas células secretam citocinas e
quimiocinas (ex. IFNg IL-2, IL-12, TNF, IL-17) apresentando papel
ativo na manutencao da resposta tipo Thl (CasBiggonet al, 2001;
Kennedy, Welstet al, 2003; Villarreal-Ramos, Mcaulagt al, 2003;
Wangoo, Johnsoet al, 2005; Endsley, Endslest al, 2006; Thacker,
Palmeret al, 2007; Vordermeier, Villarreal-Ramas al, 2009). Além
disso, a grande proporcdo de células ihtragranuloma e circulantes
em bovinos infectados sugere que esta populagcéolarcepossa
desempenhar um papel de ligagéo entre respostadraataptativa, dada
a sua capacidade secretdria de mediadores comy, IENI2, e TGFB
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(Cassidy, Brysoret al, 2001; Pollock e Welsh, 2002; Wangoo, Johnson
et al, 2005; Palmer, Wateget al, 2007).

Figura 5 - Diagrama esquematico proposto para a resposta imune
celular do hospedeiro a bTB.Apds a infecgdo do éabsipo, durante a
interacdoM. boviscom a APCs (macréfagos e DCs) mediadores (IL-6,
IL-12, TNF-) séo liberados. Esta sinalizacao através de oéecitiva
células T efetoras do sistema imune adaptativo rsempuentemente
elicita a CMI (células CD4, CDS8,v5; Thl7). As APCs também
estimulam células T CD4+ e T CD8+ especificas. Alslas T CD4+
irdo gerar uma resposta efetora do tipo Thl e Tham liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios (IFN-IL-2, IL-12, TNF). As células T
CD8+ e Tyd irdo gerar uma resposta citotoxica e também induzi
producdo de IFN= Concomitantemente, ocorre o desenvolvimento de
uma resposta através de células T de memdria.phsts protetora por
células T CD4+ de memodria se da através da proddeddiversas
citocinas, como IL-2, TNF e IFN; enquanto a resposta protetora por
células T CD8+ de memodria é devido a producdo dééaulas
citotoxicas, IFNy e TNF. Com o estabelecimento da CMI efetora ocorre
o controle da infecgé@o e os animais podem elinorzeicilo ou manter a
infeccdo latente. Agentes com atividade imunomddrita(coinfeccdes
bacterianas, virais, parasitarias) podem induzia uesposta Th2 ou
anti-inflamatéria (IL-4, IL-10 e TGPB) ou afetar os mecanismos de
defesa e a infeccdo pode reativar causando a dafogamorte do
animal.
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Fonte:Adaptado de (Kaufmann, 2010)

As APCs infectadas no local da infec¢do, ou ao an@gn para
outros oOrgdos/tecidos, fazem apresentacdo antigéricsecretam
mediadores para o recrutamento de células inflataat&usceptiveis
(Cassidy, 2006; Philips e Ernst, 2011; Walzl, Rtweaect al, 2011;
Waters, Palmeet al, 2011). A medida que as células infectadas entram
em processo de morte (necrose/autofagia), badodilserados para o
espaco extracelular e fagocitados (Endsley, Endsley, 2006; Walzl,
Ronacheret al, 2011). Esta fase pode representar a expressaoefac
primeiro estagio da reacdo inflamatéria granulosetduberculosa
(Seiler, Aicheleet al, 2003; Palmer, Waters al, 2007; Philips e Ernst,
2011; Walzl, Ronachest al, 2011). O risco de transmissao, bem como
a sobrevivéncia do hospedeiro, esta diretamenteias® a capacidade
deste responder a infeccdo através da formacdo stieitueas
organizadas chamadas granulomas, capazes de ritdec¢cdo e
limitar o dano tecidual (Flynn e Chan, 2001; Cosiambertet al,
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2004; Volkman, Clayet al, 2004; Ulrichs e Kaufmann, 2006). O
granuloma tuberculoso, estagio mais avancado alieleoda resposta
granulomatosa, € uma estrutura complexa formadaremmosta ao
estimulo micobacteriano persistente, que envolveanutamento de
células inflamatorias, representadas principalmgeta populacdo de
macrofagos ativados (células epitelidides, célulaggantes
multinucleadas, macréfagos espumosos), DCs, lidcil e B e
neutréfilos (Wangoo, Johnsaat al, 2005; Ulrichs e Kaufmann, 2006;
Palmer, Waterset al, 2007; Russell, 2007; Ramakrishnan, 2012)
(Figura 6).

Figura 6 - Modelo conceitual da estrutura do granuloma tubeso.
Representacdo esqueméatica das diferentes populagakares e
estruturas da lesdo granulomatosa. Mth: micobastéuberculosas
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Fonte: Adaptado de (Ramakrishnan, 2012).

O equilibrio entre a carga infecciosa e a imundpgia pode
representar 0 maior desafio biolégico para a reapasune do
hospedeiro bovino, visto que determina a dinadmiea ddenca e
relaciona-se com a suscetibilidade a bTB (Vordeamé&hamberset
al., 2002; Wangoo, Johnsagt al, 2005; Welsh, Cunningharet al,
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2005; Thacker, Palmest al, 2007; Vordermeier, Villarreal-Rama
al., 2009). Neste contexto, varios trabalhos sugereoe @
encapsulamento, processo envolvendo a producgdposidéo de tecido
conjuntivo que delimita o granuloma, apresenta lpapportante no
controle do crescimento e disseminacdo micobaonterizos tecidos
(Cosma, Humbergt al, 2004; Volkman, Clagt al, 2004; Gil, Diazet
al., 2010).

A infeccdo experimental pelM. bovis possibilitou o estudo
detalhado da diversidade da resposta imune do #eispee a0 mesmo
tempo tem sido uma ferramenta Util para avaliafi@éacia de novos
candidatos a antigenos vacinais, bem como pardifiden diferentes
estagios de evolucao da doenca (Pollock e NeiD22&ordermeier,
Chamberset al, 2002; Welsh, Cunningharet al, 2005; Thacker,
Palmeret al, 2007). Além disso, a resposta granulomatosa culmea,
composta por células epitelidides, células gigantagtinucleadas,
linfécitos e neutrofilos, observada durante a ipghecexperimental pelo
M. bovis(Wangoo, Johnsogt al, 2005; Palmer, Waterst al, 2007)
sugere que essas populacbes celulares possam debampapel
importante no controle da bTB. Embora a variabid&egenética e
fatores associados a idade e condi¢cfes de criaggi@ardmais possam
estar potencialmente envolvidos na suscetibilicdefeccao peldM.
bovis (Phillips, Fosteret al, 2002; Thoen, Lobuet al, 2006; Ameni,
Aseffa, Enger®t al, 2007; Liebana, Johnsat al, 2008; Brotherstone,
White et al, 2009; Driscoll, Hoffmaret al, 2011; Finlay, Bernet al,
2012), aspectos fundamentais da resposta do hospectntra a
infeccdo natural peld. bovise os fatores que influenciam a resposta
granulomatosa durante a infeccdo natural sédo pouopreendidos.

1.4 Papel das coinfec¢bes na suscetibilidade de inmg aoM. bovis

Vérios agentes infecciosos podem prejudicar a stapmune do
hospedeiro e aumentar a suscetibilidade a outfasciies ou afetar a
eficacia dos ensaios de imunodiagnostico. A inftieidas coinfeccbes
por agentes bacterianos (Hope, Thetral, 2005), virais (Charleston,
Hope et al, 2001) e parasitariodarlson, 1962 ; Hughes, Badit al,
2005; Flynn, Mannioret al, 2007; Claridge, Digglest al, 2012) na
resposta imune contri®l. bovis apesar de ser considerada, ainda é
pouco compreendida (Karlson, 1962 ; Charleston,eHspal, 2001;
Hughes, Balkt al, 2005; Claridge, Digglet al, 2012). Neste contexto,
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0 virus da leucose enzodtica bovina (BL{Bigura 7) (Familia:
Retroviridae; Subfamilia: Orthoretrovirinae, género:Deltaretrovirug,
um oncovirus geneticamente e estruturalmente simdla virus
linfotrépico simio de células T (STLV-1, STLV-2 15/-3) e ao virus
linfotropico humano de células T (HTLV-1, HTLV-2)S4gata,
Yasunagaet al, 1985; Burny, Cleuteet al, 1988; Franchini, 1995),
causa uma doenca linfoproliferativa denominada dseicenzodtica
bovina, que afeta diretamente a producdo dos rekambvinos (Burny,
Cleuteret al, 1988; Schwartz e Levy, 1994) e aumenta a sudsibe
dos animais a enterites, mastites, pneumoniasneatitzs (Emanuelson,
Scherlinget al, 1992; Oie, 2012b). Entretanto, a imunopatogéeeae
influéncia do BLV durante a infeccdo concomitandendvl. bovisnao
foram estudados.

Figura 7 - Representacdo esquematica da particula viral do Buds
cépias do RNA gendmico fita simples envoltas poaparticula viral.
As proteinas CA (p24) formam o capsideo, que cordéRNA viral.

Duas proteinas enzimaticas (RT e IN) requeridas patranscricdo
reversa e integracdo do genoma viral de forma raiw@ddno DNA
cromossdmico das células B. A proteina da matriz (pIK5) interliga o
capsideo e o envelope formado por uma dupla camkadgidios de
origem celular, em que um complexo de proteinaaisvifgp51 SU e
gp30 TM) estdo inseridas.

SU (gp51)

T™ (gp30)
Lipid bilayer
MA (p15)

CA (p24)

RT (reverse transcriptase)
IN (integrase)

Genomic RNA
NC (p12)

Fonte: Adaptado de (Gillet, Florires al, 2007).
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A leucose enzodtica bovina é uma doenca altamemtagiosa
gque afeta a maioria dos rebanhos bovinos mundizisngromete o
comércio internacional de bovinos (Oie, 2012b). #evpléncia da
doenca entre vacas leiteiras adultas em paisesrdgida e da Europa
pode variar de 23 a 65% (Sargeant, Kekbral, 1997; Trono, Perez-
Filgueiraet al, 2001; Ott, Johnsoat al, 2003; Vanleeuwen, Tiwagt
al., 2006) No Brasil, a infeccdo pelo BLV é mais frequente em
rebanhos leiteiros, nos quais a prevaléncia varia7d56%, dependendo
da regido (Castro, Leitet al, 1992; Del Fava, 2004D BLV pode ser
transmitido entre os animais de forma vertical e/ou horizoifer
exemplo, contato com secrecdes, vetores flebotasiretransmisséo
iatrogénica) (Ghysdael, Bruek al, 1984; Schwartz e Levy, 1994; Oie,
2012b). Apesar dos bovinos doméstic&og tauruse Bos indicu}
serem o0 hospedeiro natural, a infeccdo pelo BL\b&ampode ocorrer
em bufalos e capivaras (Burny, Bruek al, 1985; Schwartz e Levy,
1994; Oie, 2012b). Além disso, a infeccdo expertalega foi
demonstrada em caprinos, ovinos, veados, gatcs, c&@eEacos rhesus,
chimpanzés, ratos, suinos e coelhos (Schwartz g, LE304; Gillet,
Florins et al, 2007; Oie, 2012b). Adicionalmente, as evidéndagjue
0 BLV pode infectar, replicar e induzir processamarais em humanos
nao foram formalmente excluidas (Calattini, Sezetal, ; Lee, Kimet
al., 2005; Burmeister, Schwarét al, 2007).

N&o existem vacinas ou tratamentos contra BLV. gteatégias
efetivas de controle da infec¢do, semelhante aada® para a bTB, sdo
baseadas no diagnoéstico, seguido do abate dos ianpoaitivos
(Rodriguez, Florinset al, ; Oie, 2012b). Em alguns casos, apesar de
pouco efetivas, medidas para minimizar a transmiskfiBLV, como
mapeamento dos animais infectados e a segregag@&baltho também
tem sido adotadas (Rodriguez, Floretsal). O diagnéstico da infeccao
pelo BLV é realizado através da imunodifusdo emdgefgar (IDGA),
que detecta anticorpos contra a proteina p24/gp5&ndelope viral.
Entretanto, o teste possui baixa sensibilidadecialmente nas fases
iniciais da infeccdo (8-16 semanas) (Roberts, Lueasal, 1988;
Roberts, Luca®t al, 1989; Eaves, Mollogt al, 1994). A eficacia do
diagnostico também pode ser comprometida durat@Erdeccdo pelo
virus da diarreia bovina (BVD) (Roberts, Luedsal, 1988), por formas
virais atipicas ou infec¢Bes crbnicas em que ocpoica ou ausente
producdo de anticorpos anti-BLV (Fechner, Blankansgt al, 1997).
Em conjunto, os dados da literatura indicam qu#ec¢ao pelo BLV é
altamente disseminada nos rebanhos bovinos epbpia eficiéncia do
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diagnéstico e auséncia de vacinas ou tratamentat-fe de uma
doenca de dificil controle com minimas ou nulasspectivas de
erradicacdo na maioria dos paises com rebanhoscams@le bovinos.

O BLV infecta primariamente células B maduras (CD5-
(Bla)/CD5+ (Blb), slgM+, MHCIl+, CD11b+, IL-2R ou OR25+)
(Letesson, Van Den Broecket al, 1991; Stone, Hokt al, 1995;
Chevallier, Berthelemgt al, 1998), integrando-se de forma randémica
no DNA da célula (Murakami, Yamads al, ; Yildiz, Babalolaet al, ;
Kettmann, Meunier-Rotiva¢t al, 1979). Embora esteja associada com
uma infeccdo persistente, a maioria dos bovinosmaeecem
assintomaticos ou aleucémicos (Burny, Cleateal, 1988), enquanto
cerca de 30-50% dos animais desenvolvem um quasiinfbcitose
persistente (LP) com expansdo policlonal de céluagMirsky,
Olmsteadet al, 1996). Apds um periodo longo de laténcia, queepod
variar de 1-8 anos, precedido ou ndo pela LP, 1ld8% bovinos
infectados desenvolvem linfossarcomas (LS) polinmnoclonais de
células B (Schwartz e Levy, 1994; Franchini, 199hevallier,
Berthelemy et al, 1998; Gillet, Florinset al, 2007). Apesar da
compreensdo das etapas associadas a evolucda amidoenca, os
mecanismos envolvidos e as implicagbes decorrelstdsansformacao
celular na interacdo BLV-hospedeiro permanecemahésidos.

A ativacdo e proliferacdo dos linfécitos B duramteestado
leucémico (LP) e transformacao linfoproliferativaS] parece ser
mediado por um complexo de oncoproteinas do BViretanto, os
mecanismos associados a transformacéo celulares@orthecidos até o
momento (Arainga, Takedz al, ; Gillet, Florinset al, 2007). Estudos
em células de ovinos in vitro demonstraram querdeas proteinas
onco-retrovirais, a BLVFax um ativador transcricional da expressao
viral, tem papel importante na indugdo da prolémdas células B,
uma vez que é associada ao aumento de Bcl-2 (pacawitiapoptoética)

e acumulo intranuclear de fatores ativadores daNWaB (p50/p50;
RelB/p50) (Arainga, Takeda&t al, ; Szynal, Cleuteret al, 2003).
Apesar do(s) mecanismo(s) serem pouco entendigoalgdima forma
0s LT (CD4+) contribuem para inducdo e/ou manuterda LP, uma
vez que a citocina pro-inflamatoria IL-2 secretqados LT (CD4+)
aumenta a ativagdo (aumento de IL-2R) e proliferalg® LB in vitro, e
esta associada a um aumento na expressao virahiemis com LP
(Tawfeeq, Tagawat al, ; Stone, Hokt al, 1995; Trueblood, Browet
al., 1998). Ademais, a infeccdo pelo BLV induz umaossa humoral
formada por anticorpos citoliticos e virus-neutalites anti-proteinas
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estruturais (gp51 — envelope; p24 — capsideo)datygias (BLV-Tax e
BLV-Rex) que pode ser detectada 1-8 semanas apdecgdo (Naif,
Danielet al, 1992; Franchini, 1995; Nagy, Tylet al, 2002).

A resposta imune celular anti-BLV em bovinos eneola
ativacdo e acdo de linfocitos T-auxiliares (Th/CR4linfocitos T-
citotoxicos (CD8+) e linfécitos ,§ (Stott, Thurmondet al, 1991,
Trueblood, Brownet al, 1998; Kabeya, Ohaslat al, 2001; Szynal,
Cleuter et al, 2003), entretanto, durante a LP estas subpomdacd
celulares podem ter suas fungdes comprometidasegalhashet al,
2001; Szynal, Cleuteet al, 2003; Usui, Konnaiet al, 2007). Nos
animais com LP a excessiva proliferacdo e propodgdbB no sangue
periférico € associada a uma reducéo da respogtliferacédo celular,
sugerindo a existéncia de um mecanismofazlbackenvolvido no
controle homeostéatico das populacbes de linfédtas T (Trueblood,
Brown et al, 1998; Amills, Norimineet al, 2004). Neste trabalho,
realizamos um estudo pioneiro da interacdo entr¥ BLM. bovis
durante a infec¢éo natural concomitante, fornecen@iéncias de que o
impacto da coinfeccdo pelo BLV no sistema imunéhdspedeiro esta
associado a uma doenga mais grave, maior susicitit#l dos bovinos a
bTB e ao mesmo tempo, pode reduzir a eficacia dG, t€ste oficial
utilizado no diagnéstico da bTB. Estes dados rewelema condicao
com graves implicagbes para os programas de cefgrn@dicacdo da
bTB, uma vez que poderia explicar em parte a coid@de da
transmissédo da infeccdo entre rebanhos, assim asti@dhas associadas
as estratégias de erradicacédo da bTB em muitasegaises.

Em conjunto, os achados da literatura aqui apradest indicam
gue a bTB representa um grande desafio para a gdibliea e para a
economia agropecuaria mundial, ressaltando a ridadssurgente de
desenvolver novos modelos vacinais, métodos disignéseficientes,
além de estratégias racionais de vigilancia e olntrDesta forma,
aspectos fundamentais da interacBb bovishospedeiro bovino,
especialmente durante a infeccdo natum@querem investigagdo
cientifica Neste sentido, elementos inerentes a dindmicafdecéo e
mecanismos da imunopatogénese da bTB precisansteglados. Por
esta razaoa hipétese deste estudo é a de que os padrdes diposta
granulomatosa tuberculosa, durante a infeccdo natad de bovinos
pelo M. bovis, estdo associados com o controle do crescimentoMo
bovis nos tecidos e assim poderia servir como marcadoadtividade
e gravidade da doencaA fim de testar esta hipdtese os seguintes
objetivos foram definidos.
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OBJETIVO GERAL
Avaliar pardmetros imunopatologicos e fisiopataddgi da

interacdoMycobacterium bovibospedeiro durante infeccdo natural de
bovinos.

2.2 Objetivos Especificos

I. Avaliar os padrdes clinico-patolégicos da infecg@ural porM.
bovis;

Il. Caracterizar elementos basilares da resposta imtwldgica e
fisiopatoldgica de bovinos frente a infec¢éo ndtpedo M. bovis

lll. Estabelecer critérios anatomopatolégicos relacionadgravidade e
evolucdo da doenca;

IV. Identificar correlatos da resposta imune do hodpedssociados ao
controle da infecgdo peM. bovis

V. Avaliar a dindmica das coinfec¢cdes na imunobiolafainteracdo
patégeno-hospedeiro durante a infeccaavbdoovis

VI.Investigar mecanismos da imunopatogénese da idfguedistente
pelo BLV.



50



51

MATERIAIS E METODOS
3.1 Populacdes de estudo e exame pré-abate

Todos os procedimentos com animais estdo em acerdo
aprovados pelo comité de ética em experimentacdamahn
CETEA/UDESC processo numero 1.13.10. A populacédestedo foi
composta por 349 bovinos, com aproximadamente 1 Aabs de idade.
Os animais amostrados foram procedentes de 26 fiedsberculose
bovina em 23 unidades de producé@o com sistemasintede producéo
de leite, localizadas em diferentes regides dalesti@ Santa Catarina,
avaliados entre o periodo de 2009 & 2011. Todoanowais foram
positivos no teste de tuberculina cervical comparafTCC). Destes,
303 foram positivos para. bovis (grupo de animaisM. bovis
positivos), seja na cultura, PCR ou exame direto gdganuloma,
utilizando a coloracdo pelo método de Ziehl-Neelg¢2N), para
deteccdo de bacilos élcool-acido resistente (BAARE bovinos
naturalmente infectados peM. bovis (grupo de animaisM. bovis
positivos) foram submetidos ao exame sorologica péus da leucose
enzodtica bovina (LBV), virus da diarreia viral bmv (BVD), virus da
rinotraqueite infecciosa bovina (IBRYeospora caninune Leptospira

Spp.
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O TCC, teste oficial para o diagnostico da bTB réailizado com
base nos procedimentos do regulamento técnico agrd®na Nacional
de Controle e Erradicagcdo da Brucelose e Tuberu(@NCEBT)
(Brasil, 2001; 2004) Resumidamente, dois pontos no terco médio
cervical, a aproximadamente 20 cm da cernelhaardigtdos entre si
15-20 cm, foram tricotomizados e a prega da peltidaecom cutimetro
calibrado. Em ambos os pontos foi inoculado 0,1 aelLtuberculina
bovina (PPDb) e 0,1 mL tuberculina aviaria (PPDA).leitura e
interpretagcdo dos resultados foram realizadas 72 horas apds a
inoculagéo, quando a espessura da prega da pelecagsde aplicagdo
das tuberculinas foi medida. Foi considerado pasith animal que
apresentou uma diferenca entre a reacdo para PPBiDa no TCG
4,0 cm (Brasil, 2004; Oie, 2011). O PPDb utilizaido produzido a
partir da amostra AN5 dd. bovise usado na concentracdo de 1,0mg de
proteina/mL (32.500 Ul), j& o PPDa foi produzidpaatir da amostra
D4 deM. aviume utilizado na concentragdo de 0,5mg de protelna/m
(25.000 Ul)(Brasil, 2004; Oie, 2011). Com base egutamento técnico
do PNCEBT todos os animais PPDb positivos devenaatidos em
um prazo maximo de 30 dias (Brasil, 2004; Oie, 2011

Na fase pré-abate, durante o exame clinico, osaamiforam
classificados em trés estagios clinicassintomaticos (AS) auséncia
de sinais clinicossinais moderados (MS) perda de peso, hiporexia e
tosse intermitentesinais graves (SS)animais apresentando perda de
peso, fraqueza, hiporexia, hemoptise, dispneiasetqmogressiva e
mastite tuberculosaF{gura 8 A). Em seguida os animais foram
abatidos de acordo com as leis e regulamentosldirasi (Mapa/Sda,
2006) e submetidos a um minucioso e sistematicomexymst mortem
(Figura 8 B).
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Figura 8 - Exame clinico e exame anatomopatolégica de besvin
naturalmente infectados peM. bovis(A) exame clinico dos aninais
PPD-positivos.(B) Abate sanitario sob acompanhamento de Médico
Veterinario oficial. (C-F) Andlise da gravidade de lesdes pulmonares
utilizando escore semiquantitativo (I-V) conformé&/ordermeier,
Chamberset al, 2002), considerando tamanho e coalescéncia das
lesbes.(C) Escore I, lesbes Unicas até 10 nid) Escore I, lesdes
Unicas maiores que 10 mifiE) mais que uma lesdo maior que 10 mm.
(F) Lesdes coalescentes.

Fonte: o autor. -
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3.2 Exame post mortem

Os orgaos/tecidos (pulméo, pleura, pericardio, diigabaco,
intestino delgado/grosso, mesentério, rim, coragéandes musculos,
sistema geniturinario, Ubere, linfonodos parotidedrofaringeais,
mandibulares, tonsilas palatinas traqueobronquialgpnquiais,
mediastinais, hepatico, mesentéricos, iliacos, idsigos) foram
examinados quanto a presenca de lesGes visiveestazg de bTB
através de seccgles transversais, com intervalo8,5eem a 1 cm
(Figura 8 C-F). Amostras dos diferentes tecidos, com e sem ldsao
bTB, foram colhidas para cultura N bovis deteccdo d#l. bovispela
PCR, bem como para analise histopatolégico e pesge BAAR.

Para estudar o padréo da disseminacéo anatdmitesdas de bTB nos
diferentes 6rgéos/ tecidos e sua correlacdo comadgde da doenca,
com base na localizagcdo anatdémica das lesdes atstamos a seguinte
classificacao:

Nivel | = presenca de les6es de bTB em linfonodos da aaletuindo
retrofaringeos esquerdo, direito, medial e lateralandibulares
esquerdos e direito e parotideos esquerdo e direito

Nivel Il = presenca de lesdes de bTB nos linfonodos tagcic
incluindo mediastinais cranial e caudal, traqueonfuoicos cranial,
esquerdo e direitau lesdes em linfonodos abdominais, incluindo
mesentéricos, inguinais profundos e superficialpatieo, gastrico,
esplénico, subiliacos, renal e iliacos medial e it

Nivel Il = presenca simultinea de lesGes de bTB nos lidfmno
toracicos e abdominais, incluindo os linfonodos ja anteriorteen
mencionados;

Nivel IV = presenca de lesBes de bTB em 6rgéos da cavidigica
(coracdo, pulmdeg)u abdominais (figado, bago, rins, intestino e trato
reprodutivo), com ou sem envolvimento dos linforedoenantes;

Nivel V = presenca simultdnea de lesbes de bTB em o6rgass d
cavidades toracica abdominal, com ou sem a presenca de lesdes nos
linfonodos de drenagem associados com o érgaalafeta

A gravidade anatomopatoldgica das lesdes de bT8Bdiferentes
orgédos/tecidos e linfonodos, foi classificada apldio o escore semi-
quantitativo, previamente descrito por (Vorderme@namberset al,
2002) Resumidamente, cada I6bulo do pulmdeggra 8 E-F),
incluindo caudal esquerdo, cranial esquerdo, dradii@ito, caudal
direito, médio e acessorio foram seccionados eemialos de 0,5 a 1,0
cm sendo as lesdes classificadas de zero a ciogobase no nimero e
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extensdo destas, sendo valor zero, no caso decaugériesdes visiveis
e cinco para lesbes anatomopatologicas coalescebtemlor final

representa o indice médio das lesGes nos diferlafites pulmonares. O
mesmo escore foi aplicado para as lesbes observaaprincipais
orgaos/tecidos, incluindo a pleura, pericardioadiy, baco, intestino,
mesentério e sistema reprodutivo. No caso dosnados, incluindo
mandibulares, parotideos, retrofaringeos mediahsiles palatinas,
linfonodos brénquicos, mediastinais e traqueobriogy hepético,
mesentérico, iliacos, isquiaticos, pré-escapularegré-crurais, estes
foram seccionados transversalmente em intervalésl,0, cm e a
gravidade das lesbes estimada considerando umeedeazero a trés,
sendo zero no caso de auséncia de lesdes sugeiNaB visiveis e
trés para les6es coalescentes.

3.3 Cultura bacterioldgica e identificacdo dos isatos deM. bovis
obtidos de amostras clinicas de animais naturalmeatinfectados

Amostras de tecido lesionado (granuloma) foram
homogeneizadas utilizando sistema especifico pamaobeneizacéo de
tecido animal (Tissue ruptor®). Um mililitro do tdo homogeneizado
sem adicdo de tamp&o foi descontaminado e condentridlizando o
Método de Petroff modificado (Oie, 2011). Paraalizacéo da cultura,
100 pL de homogenato de tecido, previamente demtamado, foram
inoculados em meio Ogawa-Kudoh (OK) suplementado giouvato de
sédio (12mg/mL). As amostras foram incubadas a 2ffiCaerobiose e
acompanhadas semanalmente quanto a presenca dmicamites e/ou
positividade para coldnias sugestivas de micobastéA contagem de
unidades formadoras de colénias (UFChflomogenato de tecido) foi
realizada apos oito semanas de cultivo. Foranzadiis como controle
positivo paraM. bovisa cepa de referéncia AN5 e D4 pdtaavium
gentiimente doadas pelo MAPA/Lanagro-MG. As amaspiasitivas na
cultura e BAAR-positivas foram submetidas a idéraigédo pela PCR.
Para tal o DNA extraido e purificado a partir deléo@s de
micobactérias (Wards, Collinst al, 1995), foi utilizado como molde
para amplificacdo pela PCR dos genes 1S1081 (Amacamente 135
pb) (Figura 1B), conforme descrito por (Taylor, Wortt al, 2007) e
RvD1Rv2031c (aproximadamente 500 pb) (Rodriguessdriotiet al,
1999), que amplifica uma regido polimérfica de 2pB0no genoma do
M. bovis ndo homéloga no genoma d& tuberculosise M. avium
(Figura 9).
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Figura 9 - Andlise bacterioldgica e identificacdo dos isotadiz M.
bovis(A) homogenato de tecido obtido a partir dos amEnfaPD-
positivos foi inoculado em meio Ogawa-Kudoh (OK)plementado
com piruvato de sddio (12mg/mL) e incubado a 37di€ante oito
semanas. Em seguida, as colbénias foram contadasbhreetidas a
extragdo de DNA. O DNA purificado obtido a parte @A) foi utilizado
como molde para a amplificagdo por PCR das secaedois genes (B)
IS1081 (aproximadamente 135 pb) ou (C) RvD1Rv203lc
(aproximadamente 500 pb). Os produtos de ampléicagas amostras
representativas sdo mostrados, onde M: marcadpeste molecular de
100 pb; colunas 1-22 produtos de amplificacéo iR e isolados de
M. bovis.AN5, controle positivaM. bovis37Rv, controle positivdv.
tuberculosis(H37Rv). D4 — controle positivi¥l. avium NC, controle
negativo.

(A) Tecido colhido ContagemUFC
Cultura Extragio de
56 (|h$a —> DHAe anilise
‘ pelaPCR
(B) UFC —isolados Cortrole

O o
S &R L
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~

Fonte: o autor.
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3.4 Andlise histopatologica e histomorfolégica daslesdes
granulomatososas tuberculosas dos animais naturalmie
infectados peloM. bovis

As amostras de tecido destinadas ao exame histogiato foram
fixadas em solugéo de formalina 10% tamponada es(BB 7,2-7,4) e
desidratadas em concentracfes crescentes de étpasla desidratacao
as amostras foram embebidas em parafina, secconglm) em
micrétomo semi-automatico, coradas pelo método etmaloxilina e
eosina (H&E) e Tricrdbmico de Masson para coloragéofibras de
colageno (fibrose) e estudo histopatoldgico/histdahdgico e pelo
método de Ziehl-Neelsen para pesquisa direta deFBAA

Microscopicamente, granulomas presentes nos ditsgen
orgaos/tecidos (pericardio, pleura, linfonodosadig, baco, intestino,
mesentério, rins e trato reprodutivo) foram classifos em quatro
categorias de acordo com o estigio de desenvoltomea lesdo
(Wangoo, Johnsoet al, 2005):

v Estagio |- inicial ou leséo precoce;

v Estégio Il - granulomas sélidos;

v Estégio lll — presenca de pequenas areas de necrose;

v Estagio IV — presenca de necrose e mineralizagéo.

Além disso, trés niveis de encapsulamento dos [naas foram
identificados, conforme a classificacdo propostenestudo:

v Nivel | - encapsulamento definidoe pouco espesso;

v Nivel Il — presenca de céapsula fibrosa bem delimitada e€opou
densa;
v Nivel lll — cépsula espessa e densa.

Todos os granulomas pulmonares foram submetidogamee
histopatolégico/histomorfolégico. Conforme este udst as lesbes
pulmonares primarias foram classificadas em quditepentes grupos:
Grupo | (escore = 1) granulomas circunscritos por capsula fibrosa com
areas de necrose caseosa; macroéfagos epiteligmesas células
gigantes multinucleadas do tipo Langhans e demsms fde neutrofilos
podem ser observados circundando as areas de elepresenca de
infiltrado difuso de linfécitos préximo a capsula.

Grupo Il (escore = 2): granuloma circunscrito por capsula fibrosa com
extensas areas de necrose caseosa central; respehitar
granulomatosa composta principalmente por popusadéemacrofagos
epitelidides, linfocitos, pequena quantidade deulasl gigantes
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multinucleadas tipo Langhans e focos de neutrofiiosundando as
areas de necrose estendendo-se até a capsula.

Grupo Il (escore = 3): granulomas circunscritos por capsula de tecido
conjuntivo fibroso, com extensas areas de necraseosa multicéntrica

e mineralizacdo distrofica central; resposta celuganulomatosa
composta de macréfagos epitelidides e moderadaidada de células
gigantes multinucleadas do tipo Langhans que seseptam de forma
difusa circundando a &rea de necrose; presengaf@igtbs e poucos ou
ausentes neutréfilos préximo a capsula.

Grupo IV (escore = 4):granulomas encapsulados, com extensas areas
de necrose caseosa multicéntrica e mineralizacéofita central;
resposta celular granulomatosa composta por graodatidade de
macrofagos epiteliéides e células gigantes multzadas do tipo
Langhans circundando as areas de necrose, com poacddade ou
auséncia de neutrofilos; presenca de grande qadetide linfécitos
organizados de forma difusa préxima a capsula.

A andlise semi-quantitativa das populagbes celslagee
compdem a resposta granulomatosa foi realizada 6mcalnpos
(objetiva de 100 vezes), em trés cortes histol&yi@ra cada granuloma
pulmonar primério. A leitura foi realizada consigedo trés campos no
terco superior, quatro campos no terco médio e dadspos no terco
inferior da lesdo. A quantidade de cada populagidar que compde a
resposta granulomatosa na leséo foi estimada cemaosa média em
10 campos. A média e o desvio padrao foram detedos para cada
grupo. No caso de lesdes coalescentes ou mulic@stpara a andlise
histomorfolégica foi considerada a lesdo primariai amais
cronica/avancada. O numero médio de BAAR encontragfo cada
corte histologico corado por Ziehl-Neelsen foi rstilo em 50 campos
(objetiva de 100 vezes), sendo considerados 15 @amps tergos
superior inferior e 20 campos no terco médio dainanhistologica
corada.

3.5 Exame soroldgico

A pesquisa de anticorpos contra o virus da leuepa®oitica
bovina (BLV) foi realizada através do teste de iodifusdo em gel de
agarose (IDGA) utilizando os antigenos p24 e gp5tdyzidos
comercialmente (TECPAR, Brasil), conforme metod@adescrita por
(Miller e Van Der Maaten, 1977(Figura 10). Para a pesquisa de
anticorpos contra os diferentes sorovared elgospira interogangL.
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australis, L. autumnalis, L. bratislava, L. caniaplL. copenhageni, L.
grippotyphosa, L. hardjo, L. hebdomadis, L. ictexetmorrhagiae, L.
pomona, L. pyrogenes, L. tarassovi e L. wolfi utilizada a técnica de
microaglutinacdo, proposta por (Galton, Sukzeal, 1965; Cole, Sulzer
et al, 1973). Apenas foram considerados positivos asimmain titulo>
200.

A pesquisa de anticorpos contra o virus da BVusvita IBR e
NCI foi realizado através do teste de ELISA utilida os kits IDEXX
BVDV Ab Test, IDEXX IBR gB Test e HerdChek Anteospora
caninum (IDEXX Laboratories). Os procedimentos do teste
interpretacdo dos resultados das andlises foralimadas conforme as
recomendacdes do fabricante.

3.6 Analise da reacdo de hipersensibilidade do tip@ardia (DTH) e
reacao proliferativa de linfocitos em bovinos comelucose enzodtica
bovina (LP-BLV)

3.6.1. Grupos experimentais

Formam utilizados 34 bovinos fémeas da raca Hokaidersey
ou cruzamento, com idade variando de 2 & 6,5 anegativos no TCC
para bTB. Com base no exame sorologico para BLEngograma com
contagem diferencial de leucdcitos, os animaisnfiocdassificados em
BLV-positivos com linfocitose persistente (LP-BLV€ néo infectados
pelo BLV (BLV-), agrupados conforme Babela 2 Os animais do
grupo LP-BLV+ (n=17) foram positivos para BLV noste de
imunodifusdo em gel de agarose (IDGA) e apresemtas@tagem de
linfécitos no sangue periférico acima de 8.000 leslmL, por um
periodo superior a seis meses. Os animais BLV-{hfagtam negativos
no teste sorolégico para BLV e apresentavam umaagem de
linfacitos definida como normal para bovinos adsille ragcas europeias
com aptidao leiteira (2.500 - 7.500 células/mL)sgtom, Burnyet al,
1988; Lewin, Wuet al, 1988; Trueblood, Browet al, 1998). Durante
0 periodo experimental os animais foram mantiddsasocondicdes de
rotina de criacdo na respectiva unidade de produgac avaliar a
reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH)aereacéo
proliferativa de linfécitos, 12 animais do grupo-BBV+ e 12 animais
do grupo BLV- foram inoculados com 10mg de extatotéico obtido
do sobrenadante de cultura e boviscepa AN5 (CFPb) &1. avium
cepa D4 (CFPa), ressuspenso em 1 ml de solucaua saditéril. A
inoculacdo foi realizada na regido da barbela parsubcutanea. O
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grupo controle negativo foi formado por cinco arisnaP-BLV e 5
animais BLV-, que receberam a aplicacdo de 1 mIPB8 estéril. A
esterilidade do inéculo foi confirmada através diuca bacterioldgica.
A concentracdo protéica foi determinada utilizarmioMicro BCA
Protein Assay Kit, conforme instrucdes do fabrieanfThermo
Scientific), utilizando como padréo soroalbuminaiba.

Tabela 2 - Resumo das caracteristicas dos grupos expedigent
utilizados na analise da DTH e resposta prolifeaadie linfocitos.

Grupos , ggmero Sex BLY (5 Inocul((s))(mg) ;
experimentais animais IDGA®  CcFPH® cPpPd
BLV- 12 F O 10 10
LP-BLV+ 12 F (+) 10 10
BLV- 5 F © PBS  PBS
LP-BLV-+ 5 F +) PBS  PBS

Fonte: o autor.
Notas: sinais convencionais utilizados:

(-) Resultado negativo no exame diagndstico IDGA,;

(+) Resultado positivo no exame diagnéstico IDGA;

F Sexo feminino;

PBS Solucao salina tamponada com fosfatos;
(1) Grupos experimentais: LP-BLV, grupo de animais fpas para o
virus da leucose enzodtica bovina com linfocitesssiptente;
(2) BLV-IDGA, teste de imunodifusdo em gel de agaerpara BLV;
(3) CFPb, extrato protéico do sobrenadante dereuttaM. boviscepa
ANS5;
(4) CFPa, extrato protéico obtido do sobrenadaetecudtura deM.
aviumcepa D4.

3.6.2 Determinagdo da intensidade e padrdo histéohigico da
reacao de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH)

A reacdo DTH foi determinada pela medida do aumet#o
espessura da prega cutdnea (mm) apés 56 dias slhilssatdo. Dois
pontos na regido cervical medial, distanciados A5e2n, foram
tricotomizados (+ 3 cf) e a prega da pele medida com cutimetro
calibrado. Em seguida em ambos os pontos foi uetd,1 mL de
(CFPDb) e (CFPa). A leitura foi realizada 7216 hapés a inoculacéo,
quando a espessura da prega da pele nos loca@ickc@o das CFPs
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foi mensurada. O tamanho da reacdo DTH foi deterdainpara cada
animal individualmente e os valores para cada gropmparados.
Foram considerados anérgicos e/ou excluidos dasarehimais que
apresentaram, no local da aplicacéo, rea@d® mm para um ou ambos
0s antigenos. Apoés a leitura da DTH foi realizadadpsia da pele no
local da reacdo. Os fragmentos de tecido obtideanfofixados em
solucéo de formalina 10% tamponada (pH 7,2-7,4)ymerperiodo de
48 horas. Em seguida, as amostras de tecido forabel@das em
parafina, emblocadas e os cortes (4 um) histolégiooados utilizando
método hematoxilina e eosina (H&E). A analise mwidfoldgica e
captura das imagens foi realizada em microscoptic@@lympus BX-
40.

3.6.3. Isolamento das células mononucleares do wangeriférico
(PBMCs)

Para o isolamento das células mononucleares dousang
periférico (PBMCs),foram coletados 50 mL de sangue total de cada
bovino em frascos estéreis com anticoagulante afgitr de
sédio/dextrose, 500 mg/mL) através de puncdo da jejular. As
PBMC foram isoladas por sedimentacdo em gradientalahsidade
utilizando Ficoll (Sigma-Aldich Ltda.) conforme amstrucdes
protocolares do fabricante. As PBMCs obtidas foreomtadas e
avaliadas quanto a sua viabilidade em camara debaden apos
diluicao de 10 vezes em corante de exclusédo azuipd®m. Em seguida
as células foram suspendidas em meio RPMI 1640 letoppque
contém 10 U/mL e 10 pg/ml de penicilina e estrejtora (Gibco),
respectivamente, 2 mM de L-glutamina (Gibco); 1 md&lpiruvato de
sédio (Sigma), 25 uM de HEPES (Cellgro), 10% de EB® pg/mL de
Concanavalina A (ConA). 2 x i(foram adicionadas em placas de
poliestireno com fundo em U e incubadas a 37 °@y edmosfera
umidificada 5% de C®(Rennie, Filionet al, ; Meade, Gormlewt al,
2006). Periodicamente a proliferacdo das PBMCsnionitorada e
fotografada.

3.7 Andlise estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizanGoaphPad Prism 5

(GraphPad Software Inc.). A correlagdo entre chagderiana, nivel de
encapsulamento  dos granulomas, intensidade da staspo
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granulomatosa, escore anatomopatoldgico e disseaurdas lesdes foi
estimada por andlise ndo paramétrica aplicandeste e Spearman.
Nas analises sdo apresentados os valores do eadéficie correlacao de
Spearman {§ e valor dep. A diferenca de carga micobacteriana e
reacdo DTH entre dois grupos foi estimada utilizard teste nao
paramétrico de Mann Whitney. Foi considerada difgaeestatistica
significativa quando §0,05. Os dados apresentados estdo expressos
como média % erro padrdo da média (SEM).
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RESULTADOS

A carga micobacteriana tecidual correlaciona com agravidade
anatomopatoldgica das lesdes de bTB em bovinos natimente
infectados peloM. bovis

Dados experimentais e observacionais tém demonstoae
bovinos apresentam resisténcia a infeccéo lelbovis(Neill, Bryson
et al, 2001; Pollock e Neill, 2002; Liebana, Johnsenal, 2008;
Bermingham, Moreet al, 2009; Widdison, Watsoat al, 2009). Essa
resisténcia pode ter impacto sobre os programagi@ncia e controle
da bTB, bem como na disseminagéo micobacteriamaipalmente nos
casos em que ha demora entre o teste para diagndlsti bTB e a
eliminacdo dos animais positivos. Para conhecerelementos da
imunobiologia da interacdd. bovishospedeiro bovino durante a
infeccdo natural peld. bovis, foram estudados uma coorte de 349
bovinos PPD-positivos. A analise sorologica e mamderioldgica dos
animais PPD-positivos permitiu estabelecer o cendgizooético e a
andlise sistematizada da dinamica de infeccaolmhmTabela 3

Tabela 3 - Perfil sorolégico e micobacteriolégico dos ansna
estudados.

Grupos de analise Numero de
animais (n)

Animais PPD-positivo 349

M. bovisnegativos 46

M. bovispositivos 303

N&o coinfectados 247

Coinfectados 56

Virus da leucose enzodética bovina (BLV) 17

Virus da diarreia viral bovina (BVD) 13

Virus da rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) 10

Neospora caninum 10

Leptospiraspp. 6

Fonte: o autor.

Para conhecer e entender os padrdoes basilares spaste
imunopatoldgica induzida durante o periodo compmlieken entre a
infeccdo e o aparecimento dos sinais clinicos &doE a bTB,
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avaliamos o grupo de bovinos PPD-positivos natueatm infectados
pelo M. bovis(grupo de bovinos ndo coinfectados, NR) (n=247ktale
andlise, 92,3% dos animais (228/247) nao apresantainais clinicos
sugestivos de bTB (grupo assintomatico, A3$igyra 10 A).
Surpreendentemente, na avaliapa@st mortem217 bovinos (95,2% do
grupo AS) apresentaram lesdes visiveis de {Higuras 10 A-B),com
diferentes graus de gravidaffégura 10 C-D). A maioria dos animais
apresentou lesbes nos pulmdes, principalmentebwod@nial direito e
nos linfonodos associados ao trato pulmdfagura 10 E), sugerindo
gue a via de transmissdo aerdgena foi provaveln@ptécipal via de
infeccdo nos rebanhos bovinos estudados. Assines essultados
demonstram que diferentes 6rgaos séo afetadodvpdiovise sugerem
gque apods a infeccdo primaria a bactéria pode seerdipar para
diferentes tecidos ou sitios anatdmicos durantéeag¢do natural.

Figura 10 - Aspectos clinico-patolégicos de bovinos naturatime
infectados conM. bovis (A) Apés o exame clinico, os animais PPD-
positivos (n = 247) foram classificados de acomim seu estado clinico
em assintomaticos (AS, n = 228), com sinais clgimoderados (MS, n
= 11), e sinais clinicos graves (SS, n =(B). Examepost mortendos
animais PPD-positivos assintomaticos: presencasfies$ visiveis (VL)
ou auséncia de lesbes visiveis (N\V(G.- D) A gravidade das lesdes foi
estimada com base no escore anatomopatolégicoggentitativo. Os
resultados mostrados sdo a media do escore + SEMOrgaos /
tecidos: 6rgaos e tecidos da cavidade toracicangml(LG), pleura
(PLE), pericardio (PC)); cavidade abdominal (figgtd), baco (SP),
intestino (IN), mesentério (MT), sistema genitoaério (GS); outras
areas: Ubere (UD), outros tecidos: (OTD) linfonodos: linfonodos da
cabeca (mandibulares (ML), parotideos (PL), retiofgos (RL) e
tonsilas palatinas (PT)); linfonodos toracicosdtreobréonquicos (TL),
brébnquicos (BL) e mediastininais (MDL)); linfonodabdominais:
(hepatico (HL), mesentéricos (MSL)), iliacos (ILLyquiaticos (SL),
pré-escapulares (PEL) e pré-crurais (PQE). Frequéncia de lesdes de
bTB nos diferentes 6rgaos / linfonodos afetadosgehda segue
descricdo déC) e (D). (Detalhe de E) Frequéncia de lobos pulmonares
afetados (lobo cranial direito (LCR), lobo caudsd@erdo (LCA), lobo
cranial direito (RCR), lobo caudal direito (RCApbb médio (MD) e
lobo acessério (AC)).
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Para estudar a gravidade da doenca e possiveislagdes
imunopatolégicas da infeccdo pebM. bovis foi desenvolvido um
sistema simples de escore baseado na disseminagdidmica das
lesBes sugestivas de bTBigura 11 A). Usando este sistema simples,
66,2% (n = 151) dos bovinos do grupo de animagtmsnaticos (AS)
foram classificados nas categorias IV e V, indicapdra uma possivel
associacao entre a disseminacdo da infeccdo eidadeé da doenca.
Para validar essa hipotese, realizamos um estudacodelacéo,
aplicando o método de Spearman (r), entre as \@si@arga bacteriana
(UFC, Figura 9 A), gravidade das lesbes anatomopatologiEagpura
10 C-D) e disseminacdo das lesdes de bTB. Conforme deradast
(Figura 11 A-B), nosso sistema de escore estd correlacionado com a
gravidade das lesbes bem como com a carga baetenas tecidos
(Figura 11 C-D). Estes resultados demonstram que bovinos
naturalmente infectados com patologia grave aptasemaiores cargas
de M. bovisviavel nos tecidos, principalmente pulmonar. Aléisso,
estes achados sugerem que animais assintomatidemptesempenhar
um importante papel na transmisséo Mo bovis e manutencdo da
doenca antes do diagnostico e abate e/ou elimindgdo animais
infectados do rebanho.

Figura 11 - Disseminacao anatdmica das lesbes de bTB e desafio
infeccioso em bovinos naturalmente infectados ddm bovis (A)
Niveis de disseminacdo das lesbes, de acordo conregifes
anatémicas, e a frequéncia de distribuicdo dest@®pulacao estudada:
nivel 1, lesbes de bTB nos linfonodos da cabecaluiimdo
retrofaringeos, mandibulares, e parotideos; niygirésenca de lesdes
de bTB em linfonodos toracicos, incluindo mediastin brénquicos,
traqueobrénquicosiu em linfonodos abdominais, incluindo linfonodos
mesentéricos, inguinais, hepatico, sub-iliacodptiados iliacos; nivel

[ll, presenca simultdnea de lesbes de bTB em lodon toracicos e
abdominais; nivel IV, presenca de lesbes de bTBmdos da cavidade
toracicaou abdominal; e, nivel V, presenca simultanea deckesié bTB

em oOrgaos das cavidades toracica e abdominal. Semtle esquemético

a linha continua representa ambas as cavidadesda$e(toracica e
abdominal); linha pontilhada representa apenas ucaaidade
afetada;balbes verdes indicam 6rgdos afetadosdeshakzuis indicam
linfonodos afetados(B e C)Correlacéo entre os niveis de disseminacao
das lesdeqB) gravidade das lesbeg@) carga micobacteriana tecidual.
indices de correlacdo de Spearman (r de Spearmalores dep) sdo
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mostrados na area dos graficos.
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O encapsulamento do granuloma estd negativamente
correlacionado com a carga deM. bovis nos tecidos de bovinos
naturalmente infectados

O nivel de disseminacdo & bovisobservado e a gravidade das
lesbes sugerem a existéncia de uma resposta intivae darante a
infeccado natural (Pollock e Neill, 2002; Thackealrier et al, 2007;
Widdison, Watsoret al, 2009). Para investigar os fatores de protecéo
associados ao controle da infeccdo natural queripodenfluenciar a
doenca no hospedeiro e/ou a transmissaml doovis foi realizado um
estudo detalhado do granuloma, uma importantetestraonhecida por
estar associada com a contengdo da disseminacaonfelecdo
micobacteriana (Volkman, Clast al, 2004; Ulrichs e Kaufmann, 2006;
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Russell, 2007; Ramakrishnan, 2012). Apdés a anatias lesdes
primérias de 217 animais infectados do grupo AS @i@anulomas), trés
niveis (I-lll) de intensidade de encapsulamentarforidentificados
(Figura 12 A), nos quais a maior parte dos animais (64%) apr@sent
nivel 1l (encapsulamento fibroso e espesso), oigdiea uma tentativa
fisiopatoldgica do organismo de limitar a infecc&pnsistente com
estes resultados, uma correlacdo negativa sigiica entre
encapsulamento e carga bacteriana vidvel (Spearnmanr0,61 p =
0,0001) foi observadaFigura 12 B). Além disso, a gravidade das
lesBes anatomopatolégicas (Spearman r = -0,50@0&0) Figura 12

C) e o numero de BAAR (Spearman r = -0,41 p <0,0@@hpém estdo
negativamente correlacionados com o nivel de entapsnto.
Curiosamente, BAAR foram observados principalmente centro
caseo-necrotico do granuloma e raramente no intdeomacréfagos,
células gigantes multinucleadas ou debris minerdtiz Detalhe
Figura 12A). Estes dados sugerem que a formacdo do encapsttame
do granuloma pode ser importante para conter ocionesto e/ou
disseminacdo doM. bovis nos tecidos em bovinos naturalmente
infectados.

Figura 12 - Andlise histopatoldgica do nivel de encapsulameios
granulomas primarios em bovinos naturalmente iatbat comM.
bovis (A) Fragmentos das lesGes de bTB foram fixados enc&wolde
formalina tamponada 10%, embebidos em parafing, seecdes (4m)
coradas utilizando tricromo de Masson e classifisade acordo com a
espessura e intensidade do encapsulamento do granem trés niveis:
(12 e 2) nivel I, encapsulamento fino e pouco de3a 4) nivel I,
cépsula espessa e pouco densa; (5 e 6) nivehdfiuta espessa fibrosa
e densa. (Detalhe de A) BAAR. (Painéis da esquesdtaapresentados
em aumento de 10x, Escala = 100um. Painéis datadirséo
apresentados em aumento de 40x, Escala = 5Qetalhe de A2
mostrado em aumento de 20QR. e C) Correlacéo entre a intensidade
de encapsulamento dos granulomas e a carga deaviédbs viaveis
(B) ou (C) gravidade das les6es em bovinos naturalmentetéufes
comM. boviss&o apresentados. indices de correlacdo de Speéroa
Spearman e valores de p) sdo mostrados na arggadioss.
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Andlise do perfil celular da resposta pulmonar granlomatosa de
bovinos naturalmente infectados conM. bovis

As caracteristicas estruturais do granuloma podestare
associadas a evolucdo da bTB (Pollock e Neill, 20@2m base na
andlise histoldgica da resposta granulomatosardontdos de bovinos
experimentalmente infectados cawh bovis descrita por Wangoo e
colaboradores € possivel classificar as lesdes wairog estagios de
desenvolvimento (Wangoo, Johnsatral, 2005)Tabela 4

Tabela 4 - Distribuicdo e estagio de desenvolvimento higfimo de
granulomas primarios em bovinos naturalmente iafmg peloM.
bovis.

Distribuicao dos granulomas Estagio de desenvolvim dos granulomas

(%)
I Il 1] v
Orgéos/tecidos
Pulméo 19 1.2 11,3 85,5
(3/15 (2/159) (13/159) (136/159)
Térax 9)
Pleura 0 22,2 5,6 (1/18) 72,2 (13/18)
(4/18)
Pericardio 0 0 0 100 (6/6)
Figado 12,5 0 87,5 (7/8)
(1/8)
Baco 0 0 16,7 (1/6) 83,3 (5/6)
Abdominal | iesting 0 0 28,6 (2/7) 71,4 (5/7)
Mesentério 0 0 25 (2/8) 75 (6/8)
Sistema 0 28,6 0 71,4 (5/7)
Geniturinario 2/7)
Carcaca Ubere 0 0 0 100 (5/5)
Outros tecidos 25 75@3/4) O 0

(1/4)




71

Tabela 4 - Distribuicdo e estagio de desenvolvimento higfimo de
granulomas primarios em bovinos naturalmente iatbat peloM.

bovis. (concluséo)
Distribuicao dos Estagio de desenvolvimento dos granulomas
granulomas (%)
| Il 1] v
Linfonodos
Parotideos 0 16,7 0 83,3
(2/12) (10/12)
Cabeca Retrofaringeais 4,2 0 16,7 79,2
(1/24) (4/24) (29/24)
Mandibulares 0 59 52,9 41,2
(2/17) (9/17) (7117)
Tonsilas 0 0 0 100 (3/3)
palatinas
Tragueobronqu 2,4 4,7 14,3 85,7
iais (1/42) (2/42) (6/42) (36/42)
Térax Bronquiais 1,6 3,2 4,7 90,5
(1/63) (2/63) (3/63) (57/63)
Mediastinais 4,3 2,1 4,3 89,4
(2147) (2/47) (2/147) (42/47)
Hepatico 0 0 22,2 77,8 (7/9)
Abdominal (2/9)
Mesentéricos 0 9,1 12,1 69,7
(3/33) (4/33) (23/33)
lliacos 0 0 0 100 (2/2)
outros Isquiéticos 0 0 0 100 (3/3)
Pré- 0 14,3 0 85,7 (6/7)
escapulares @)
Precrurais 0 0 0 100 (3/3)

Fonte: o autor.

Na sequéncia realizamos uma analise detalhada dfil pe
histomorfol6gio da resposta granulomatosa pulmodes animais
assintomaticos. Como demonstrado Rigura 13 A, a analise
histopatoldgica da resposta granulomatosa tubesgulevelou quatro
padrées histomorfoldgicos (graus I-1V), que difergoanto ao perfil
das populacbes celulares associadas ao granularhdasc gigantes
multinucleadas, macréfagos epitelidides, neutrsfddinfocitos(Figura
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13 B). Como esperado, a populacdo de células gigantiktsualeadas
tipo Langhans apresentou uma correlacdo positiva s diferentes
graus histopatolégicos identificados (Spearman0r55, p = <0,0001).
Em contraste, o numero de neutréfilos apresentotelegéo negativa
(Spearman r = -2,55, p = <0,00qEjgura 13 C). Estes dados sugerem
que os granulomas pulmonares de bovinos naturagnefeictados com
M. bovis embora sejam lesdes crbnicas e encapsuladascsas de
crescimento micobacteriano que, de forma dindmioegrutam
neutrofilos. Em apoio a esta hipbtese observoutsa gorrelacdo
positiva entre o nimero de neutréfilos e a cargaMdeébovis viavel
(Spearman r = 0,27, p = 0,02Eidura 13 D). Além disso, o nimero de
UFC de M. bovis correlacionou-se negativamente com o numero de
células gigantes multinucleadas (Spearman r = ;,250,03) Figura
13 E) e com os graus histomorfologicos das lesdes pudmsn
(Spearman r = -0,30, p = 0,00¥idura 13 F). Em conjunto, estas
evidéncias sugerem que 0 ambiente intragranulordi&mico e os
neutréfilos e células gigantes multinucleadas podesempenhar um
papel importante na regulacdo do crescimentdddovisno pulméo
durante a infec¢éo natural em bovinos.
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Figura 13 - Analise histopatoldégica do perfil celular da ¢&a
granulomatosa tuberculosa no pulmdo de bovinos raiatente
infectados conmM. bovis (A) Lesdes pulmonares foram agrupadas (I-
IV) de acordo com o perfil das populacdes celulades resposta
granulomatosa tuberculosa e remodelamento do téesitmal. Padrbes
representativos da resposta granulomatosa dass|gsfi@monares séo
mostrados: (1 e 2) grupo | granuloma encapsulao,reecrose caseosa
central, densos focos de neutrofilos e macréfagpitelidides
circundando as areas de necrose e infiltrado ddednfécitos proximo

a cépsula; (3 e 4) grupo Il, granuloma encapsulealn extensas areas
de necrose caseosa central, com a presenca defagasrépitelidides,
linfécitos, células gigantes multinucleadas e peqee focos de
neutrofilos; (5 e 6) grupo Ill, granuloma encapsigl, com extensas
areas de necrose caseosa multicéntrica e mine@iizalistrofica
central. Resposta granulomatosa composta por nago®fepitelidides,
moderada quantidade de células gigantes multindateaue circundam
as areas de necrose e infiltrado denso de linBpitdbximo a capsula; (7

e 8) grupo IV, granuloma encapsulado com extenssss &le necrose
caseosa multicéntrica e mineralizacdo distroficatraé Resposta
granulomatosa composta por macréfagos epitelididgsande
gquantidade de células gigantes multinucleadas {fipmghans e
aglomerados densos de linfocitos. Coloracdo hernftiatog eosina
(H&E). Painéis da esquerda sdo apresentados emnswrde 10X,
escala = 100pum. Painéis da direita sdo apresergatdasimento de 40x,
escala = 50un{B) Os resultados apresentados séo a média + SEM para
cada grupo mostrado efA). Correlagédo entre nimero de neutrofilos e
agrupamentos histologicd€), correlagdo entre carga micobacteriana
viavel (UFC) e a populacdo de neutrdfilgp), células gigantes
multinucleadas tipo Langhartg), bem como padréo histomorfolégico
da resposta granulomatosa das lesdes pulmor{&esindices de
correlacdo de Spearman (r de Spearman e valorps 9i® mostrados
na &rea do gréfico.
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Figura 13 - Andlise histopatoldégica do perfil celular da reacéo
granulomatosa tuberculosa no pulmdo de bovinos raiatente

infectados conM. bovis (concluséo)
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Fonte: o autor.
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Bovinos M. bovis-positivos coinfectados pelo virus da leucose
enzootica bovina (BLV) apresentam maior carga micadicteriana e
bTB mais grave

O estabelecimento e evolugéo da bTB dependem bzita da
capacidade do bacilo sobreviver no ambiente inukre e da
efetividade do hospedeiro regular o crescimentdddovis (Molloy,
Laochumroonvorapongt al, 1994; Gutierrez, Masteet al, 2004).
Neste contexto, condicbes ambientais como as eggfies virais,
bacterianas e/ou parasitarias podem comprometefietavidade dos
mecanismos de defesa do hospedeiro e aumentaredibilisade & bTB
(Karlson, 1962 ; Charleston, Hopt al, 2001; Hughes, Balét al,
2005; Claridge, Digglet al, 2012). Para entender como as co-infec¢des
podem afetar a resposta imunopatolégica contkd dovis durante a
infeccdo natural, analisamos os padrBes de grawidadpatologia e
carga micobacteriana, indicativos da atividadendecg&o no grupo de
animais sorologicamente reagentes para BLV (nBV] (n=13), IBR
(n=10), Neospora caninunfn=10); Leptospiraspp. (n=6). Os animais
BLV-positivos apresentaram bTB mais grave quandopavados com
0s animais ndo coinfectados (grupo ndo reagent¢,dd& respectivos
surtos de bTB(Figura 14). A maioria dos animais apresentou maior
disseminacdo das leso@sgura 14 A), maior gravidade da patologia
(Figura 14 B) e carga micobacteriana intragranulo(f&ura 14 C),
sugerindo que a coinfeccao pelo BLV comprometespagta imune dos
bovinos, e afeta o equilibrio patégeno-hospedeaomentando a
suscetibilidade dos bovinos a infecgcdo pdlobovis Nesta coorte os
animais positivos par®l. boviscom infectados (BVD, IBRNeospara
caninumou Leptospiraspp.) nhdo apresentaram alteracfes significativas
no quadro clinico de bTB (dados ndo mostrados).cBnjunto, estes
resultados demonstram que a coinfec¢do por BLV atane carga
micobacteriana e gravidade da doenca em bovinos.

Para estudar os fatores do sistema imune assocedoaior
gravidade da bTB nos animais BLV-positivos e enéermb possiveis
correlatos imunopatoldgicos, realizamos uma andigalhada do perfil
celular da resposta granulomatosa tuberculosamo®gs coinfectados
pelo BLV. Os dados da analise aqui apresent#Biggira 14) mostram
padrdes histomorfolégicos e de remodelamento tetjslarticulares em
gque se pode notar uma menor populacdo de linfocksglentes,
principalmente no ambiente intragranulomatoso, @ados a uma
maior populacdo de células epitelidides e neut®ffFigura 14 D).
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Adicionalmente, também observamos menor nivel dapsulamento
dos granulomas pulmonares neste grupo de ani(R@gsira 14 D).
Nossos achados indicam que os animais BLV-positapsesentam
alteracdo no recrutamento de células para o ambidat resposta
granulomatosa tuberculosa alterado, no qual a digéio no nimero de
linfécitos no ambiente intragranulomatoso sugerecomprometimento
da resposta imune celular adaptativa. Além dissayroento de células
epitelidides e neutrofilos intragranuloma pode espntar uma reacéo
compensatéria do sistema imune inato para a defeshospedeiro,
associada a maior proliferacdo micobacteriana. onteste padréo de
resposta poderia ser considerado indicativo de msaiscetibilidade do
hospedeiro a infec¢éo natural pdobovis
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Figura 14 - Gravidade da patologia de bTB em bovinos durante
infeccdo natural concomitante pelo BLVM. bovis (A-B) Analise
histomorfologica do perfil celular da resposta glamatosa
tuberculosa e remodelamento do tecido lesionahéPada esquerda sédo
apresentados em aumento de 10x, escala = 200uméidPda direita sao
apresentados em aumento de 40x, escala = 50 pnresbkados
apresentados e(B) correspondem a média + SEM. Os valorep déo
mostrados no gréfico.
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Pulmao
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Linfonodos
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Figura 14 - Gravidade da patologia de bTB em bovinos durante a

infeccao natural concomitante pelo BL\We bovis. (conclusao)
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Fonte: o autor.
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Bovinos LP-BLV apresentam menor reacdo de hiperseislidade
do tipo tardia (DTH) e resposta linfoproliferativa in vitro

Uma resposta imune anti-micobacteriana efetora,bemo o
resultado nos testes diagnosticos oficiais, com@ &&nsaio de IFN;
s sao primariamente orquestrados por células Qerdiespecificas,
secretoras de IFM{Cooper, Daltoret al, 1993; Boom, 1996; Flynn e
Chan, 2001; Vordermeier, Chambetsal, 2002; Welsh, Cunningham
et al, 2005). Com o intuito de estudar a resposta atiegpidependente
de linfécitos T durante a coinfecc@d. bovise BLV, analisamos a
intensidade da reacédo de hipersensibilidade datdiplia (DTH)em 36
bovinos BLV-positivos com linfocitose persistenteP{BLV). Como
mostrado naKigura 15 A), os animais LP-BLV apresentaram menor
reacao do tipo DTH quando comparados com animalé-h&jativos,
sugerindo um comprometimento da resposta imundacgelontrolada
por linfécito T antigeno-especificos. Na analisetdmorfolégica da
reacdo DTH observamos que a resposta inflamatdoanada
primariamente por linfécitos e macrofagos, foi nmeeriatensa nos
bovinos LP-BLV (Figura 15 B), indicando que elementos da
patogénese do BLV comprometem o fluxo de célulasméensidade da
DTH.
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Figura 15 - Intensidade e perfil histomorfolégico da reacdo de
hipersensibilidade de tipo tardia (DTH) em bovinonaturalmente
infectados com BLV. BovinosBLV-positivos com linfocitose
persistente (LP-BLV+) (n=12) e bovinos BLV-negasvdBLV-)
(n=12), foram inoculados com 10mg de extrato pcotébbtido do
sobrenadante de cultura be boviscepa AN5 (CFPb) &1. aviumcepa
D4 (CFPa). O grupo controle, LP-BLV+ n=5 e bovir®kV- (n=5)
recebeu 1 mL de PBS. (A) 56 dias apds a sensibdiz foi injetado,
pela via intradérmica, 0,1 mL de CFPb e CFPa. 7Rafas apos a
inoculagdo a espessura da prega cutanea (mm) fosurssla e o
tamanho da reacdo DTH foi determinado para cadamahni
individualmente e os grupo comparados. C/BLV-, auat negativo
para BLV. C/LP-BLV+, controle positivo para BLV. JBEragmentos de
tecido obtidos através da biopsia da pele no ldaakacdo DTH foram
fixados em formol a 10% por um periodo de 48 hdEas.seguida, as
amostras foram embebidas em parafina, emblocadas certes (4pum)
corados pelo método hematoxilina e eosina (H&E). aAalise
histomorfologica do perfil celular da DTH mostrautenso infiltrado
linfohistiocitario com denso agrupamento de linfdsie macrofagos
distribuidos difusamente (1 e 2) e leve (3 e 4jndtada esquerda séo
apresentados em aumento de 10x, escala = 200uméidda direita sdo
apresentados em aumento de 40x, escala = 5@@nA andlise
histomorfoldgica do perfil celular da DTH. Os rdadbs apresentados
em (A) e (C) correspondem & média + SEM. Os valorespdsio
mostrados no grafico.
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Experimentosn vitro utilizando células de ovinos mostraram que
0 BLV pode comprometer a resposta de proliferac&wmleevivéncia
dos linfécitos B (Kabeya, Ohashkt al, 2001; Szynal, Cleuteet al,
2003; Usui, Konnaet al, 2007), bem como diminuir a resposta imune
celular efetora (Trueblood, Browet al, 1998; Amills, Norimineet al,
2004). Consistente com estes daddservamos qua expansao celular
de PBMCs foi menos intensa em bovinos LP-Bl(Wigura 16),
sugerindo a diminui¢&o da proliferacdo celular.

Figura 16 - Expanséao proliferativa de PBMCs em animais LRABL

PBMCs obtidas de bovinos LP-BLV+ n=8 e BLV- n=8 &or

estimuladas com concanavalina A (ConA) (10 pg/mlijcibadas. A
expansao da proliferacdo das PBMCs foi monitorafidografada apds
72 horas. Escala = 500 um.

Fonte: o autor.
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DISCUSSAO

A bTB é considerada uma importante zoonose negligda,
com grande impacto na producéo dos rebanhos boenna salde
publica. Entretanto, a dindmica da interacdo Mo bovis com o
hospedeiro durante a infeccio natural € pouco @idnAlém disso, os
parametros imunopatolégicos associados com a Iespu®tetora
durante a infeccéo natural pdih bovisndo sdo bem compreendidos.
Neste estudo, realizamos uma andlise detalhada ngmrtantes
componentes da resposta de defesa anti-micobaeteem bovinos
naturalmente infectados pdib. bovis,bem como, avaliamos o impacto
da co-infeccdo e infeccdo natural pelo BLV na respdmune do
hospedeiro.

A analise sistematica dos padrdes imunopatolégisilares
correlatos da resposta de defesa anti-micobacéeeam 247 bovinos
naturalmente infectados pel®. bovis (grupo de animais néo
coinfectados, NR) mostrou que apesar da auséngmadis clinicos da
doencga, a maioria dos animais infectados apresaitaurequéncia e
gravidade de lesbes de bTB, principalmente nos (edn(68,6%), com
maior frequéncia no lobo cranial direito e nosdimddos associados ao
trato respiratérigFigura 10 E). A analise anatomopatoldgica das lesdes
de bTB em bovinos naturalmente infectados példoovis,oriundos de
sistemas intensivos de criagdo, demonstrou quesées de bTB eram
mais graves e mais frequentemente associadas o réspiratério
(Corner, 1994, Liebana, Johnsen al, 2008; Ameni, Vordermeieet
al.,, 2011). Portanto, é possivel que sistemas intesisigmi-intensivos
de criagdo, como é o caso da maioria das unidadesoducéo de leite
bovino no Brasil, favorecam a disseminacdo Mo bovis entre os
animais através da via respiratéria, devido ao magrupamento e
contato entre os animais (Ameni, Aseffa, Simtkal, 2007; Berg,
Firdessaet al, 2009). De fato, verificamos que 66% dos animais
apresentaram disseminacdo sistémica ou pulmond. dmvis (niveis
/1V) (Figura 11 A), sugerindo que a exposi¢cdo ao agente patogénico
ocorreu primariamente no tecido pulmonar. Estagléemias séo
apoiadas por estudos anteriores, que demonstranaen bgvinos
infectados experimentalmente pela via intranasain dd. bovis
desenvolvem um quadro patolégico com lesbes catdmeano trato
respiratério, incluindo linfonodos drenantes (WhgppBolin et al,
1996; Dean, Rhodest al, 2005; Cassidy, 2006). Em contraste, estudos
da distribuicdo das lesdes de bTB em bovinos Hatarde infectados
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pelo M. bovis, mantidos em condicdbes de criacdo extensiva,
demonstraram que a maioria (aproximadamente 959%) ldsdes
concentram-se nos linfonodos mesentéricos ou tdicfidde associado
ao intestino (Ameni, Aseffa, Engegs al, 2007; Ameni, Vordermeiest
al., 2011). Sob estas circunstancias a eliminacad.dmvisatravés das
secrecdes nasais, fezes/urina, seguido da ingesidoacilo com a
pastagem e/ou agua contaminada, parece ser ratdiededo primaria
(Morris, Pfeiffer et al, 1994; Cosivi, Meslinet al, 1995; Ameni,
Aseffa, Engerset al, 2007). A presenca de lesdes de bTB nos
linfonodos mesentéricos também foi observado emsmasstudo,
embora com uma frequéncia significativamente mé8@9%) (Figura
10 E), indicando que a infec¢do pela via oral e respi@tpodem
ocorrer simultaneamente durante a infeccdo natiisths evidéncias
indicam que as duas vias de transmissabldoovis respiratoria e oral,
ocorrem nos rebanhos bovinos de Santa Catarina vemdeser
consideradas pelos programas de controle da bTBantiura
implementacéo das estratégias de erradicacdo daaloe

Neste estudo também observamos que 13% (46/34%odos0s
PPD-positivos foram negativos parsl. bovis Nestes casos, 0
diagnostico negativo paid. bovisno isolamento e/ou PCR pode estar
associado a eliminacdo do bacilo pelo sistema imimeénospedeiro
(animal reagente néo infectado), ao limite de dditkide do ensaio ou
especificidade do TCC (animais ndo infectados) (Radz, Fissanogt
al., 1999; Pollock e Neill, 2002; Wedlock, Skinretral, 2002; Taylor,
Worth et al, 2007; Liebana, Johnsoet al, 2008). No exame
anatomopatoldgico verificamos que aproximadametiie 57/349) dos
bovinosM. bovisnegativos apresentaram patologia grave e 8% (29/34
ndo apresentam les6es da doenca. Nos casos ers psdes de bTB
ndo sao observadas (fase inicial da infeccdo) ailsktade do
isolamento e PCR para a deteccdo de bovinos idfextg infima
(Norby, Bartlettet al, 2004). Entretanto, na analise de amostras de
tecido lesional de animais PPD-positivos, a selitdtoie do isolamento
e da PCR podem chegar a 80-90% e 50%, respectitan(i€aylor,
Worth et al, 2007; Medeiros, Marasset al, 2011). Assim,
considerando necessidade de erradicacéo da bTBEblashos bovinos
(Oie, 2011; 2012a) e o risco que animais doenteesentam para a
manutencao d. bovisno ambiente (Fine, Boliet al), estes achados
indicam a necessidade urgente de estudos voltaddss@oberta de
novos testes diagndésticos mais especificos e snsiv
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E comumente aceito quél. bovis infecta primariamente
macrofagos, onde é capaz de sobreviver, replicar disseminar para
diferentes sitios anatdmicos (Cosma, Humileeral, 2004; Volkman,
Clay et al, 2004; Russell, 2007). Apos o estabelecimentofde¢do as
lesGes podem regredir (animal controla a infeccaegtabilizar
(tuberculose latente) ou progredir (tuberculosegmssiva) (Corner,
1994; Rhodes, Buddlest al, 2000; Cousins, 2001; Buddle, B.,
Livingstone, Pet al, 2009). Na tuberculose progressiva, a doenca pode
assumira forma miliar (que ocorre de maneira preaa@brupta) ou
protraida (forma mais comum, de evolugéo lenta, épia associada a
uma fase mais tardia da doenca) (Corner, 1994; éhd@lddleet al,
2000; Cassidy, 2006; Palmer, Watest al, 2007). Em ambas as
situacdes, o bacilo dissemina-se para diferentgdoéftecidos através
da circulacdo linfatica ou sanguinea (Corner, 1%8fdes, Buddlet
al., 2000; Wangoo, Johnsat al, 2005; Cassidy, 2006; Palmer, Waters
et al, 2007). Assim, a progressdo da doenca micobacter&a a
sobrevivéncia do hospedeiro parecem depender deapacidade de
limitar o crescimento das micobactérias através udea resposta
granulomatosa eficiente (Wedlock, Aldwedit al, 1999; Cosma,
Humbertet al, 2004; Volkman, Clat al, 2004; Ulrichs e Kaufmann,
2006; Russell, 2007; Egen, Rothfuatsal, 2011). No caso da infec¢éo
experimental de bovinos conM. bovis diferentes estagios de
desenvolvimento dos granulomas foram observadoedoseestes
associados com a progressao da doenca (Wangosoddadiral, 2005;
Palmer, Water®t al, 2007), indicando que a estrutura do granuloma
tuberculoso é dindmica. Nossos resultados confirreaido suporte a
estudos prévios (Wangoo, Johnsetnal, 2005; Palmer, Waterst al,
2007), que sugerem um papel importante da resppataulomatosa
contraM. bovisdurante a infeccdo natural. Neste contexto, obssrg
gue aproximadamente 66% dos animais do grupo asstito, AS,
apresentaram uma forma disseminada da infe@€igara 11 A), onde
0s niveis de disseminacdo anatdbmica da infeccéedesesta
correlacionada com a carga micobacteriana no tebelm como com a
gravidade da patologia, sugerindo a existénciarda resposta imune
dindmica do hospedeiro durante a infeccdo nat@mal. acordo com
nossos dados Ameni e colaboradores observaramog@atofjrave e
intensa disseminacdo de lesbes em 82% dos animalsaalos na
Etiopia, sugerindo uma doenga ativa, grave e pssg&@ nestes animais
(Ameni, Aseffa, Engerst al, 2007). Assim, estes parametros poderiam
ser utilizados como biomarcadores preditivos dgnassado e atividade
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da infeccéo, auxiliando os programas de vigilamcieontrole da bTB
visto que, quanto maior a carga infecciosa nos a@gsjnmaior € a
persisténcia ddl. bovisno ecossistema (Fine, Bolat al, ; Wedlock,
Skinneret al, 2002).

A suscetibilidade & bTB é maior em bovinos maiheg| que
desenvolvem frequentemente formas progressivasvasaia doenca
(Phillips, Fosteret al, 2002). A variacdo de resisténcia genética a
infeccdo porM. bovis entre familias e espécies de bovideos foi
demonstrada por varios autores, embora ndo sejada ain
bemcompreendida, principalmente sob condi¢bes feeg@o natural e
desafio infeccioso variavel (Phillips, Fosttral, 2002; Brotherstone,
White et al, 2009; Driscoll, Hoffmaret al, 2011). Em nossa coorte,
nao observamos diferenca significativa na gravidaaepatologia ou
carga micobacteriana entre racas, faixa etariap sexlocalizacéo
geogréfica (dados ndo mostrados). Em contraste mas®os achados,
diferencas na gravidade da patologia entre rebadaamcas leiteiras
foram demonstrados na Irlanda, Inglaterra e Etidpiameni, Aseffa,
Engerset al, 2007; Bermingham, Moret al, 2009; Driscoll, Hoffman
et al, 2011). Esta diferenca possivelmente esta assoeiatiferencas
nas condi¢cbes de criacdo, manejo e fatores dentiss&o davi. bovis
que influenciam diretamente na dindmica da infe¢Bédllips, Fosteet
al., 2002; Brotherstone, Whiet al, 2009).

Com base em dados de infeccdo experimental, o wimer
extensdo das lesbes de bTB permite uma inferéraipragressao e
atividade da doenca (Vordermeier, Chambetsal, 2002; Wangoo,
Johnsonet al, 2005; Palmer, Waterst al, 2007). Durante o exame
post mortem foi possivel observar em um mesmo sitio anatdmico
granulomas com diferentes tamanhos ou mesmo coidlsieNa analise
macroscopica, as lesdes apresentavam necrose aaseosom
frequéncia mineralizacdo. Com base em trabalh@siargs, a extensao,
encapsulamento e presenca de calcificacdo est@oiatas a atividade
da infeccdo (Corner, 1994; Rhodes, Buddleal, 2000; Wangoo,
Johnsonet al, 2005; Cassidy, 2006; Palmer, Watats al, 2007).
Observamos de forma consistente que granulomaspat@s maduros,
bem delimitados e com intensa calcificacdo albergamor nimero de
bactérias viaveis e, portanto, podem, represemtar fase avancada do
controle da infec¢@o. Neste contexto, a necroseadeificacdo esta
associada a diminuicdo da vascularizagcdo/hipoxiameato do
metabolismo lipidico e redugcdo nos niveis de HFMhtragranuloma
(Rhodes, Buddlet al, 2000; Cassidy, 2006; Sakamoto, 2012). Menores
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niveis de IFNy possivelmente refletem uma diminuicdo do estimulo
antigénico as células T (CD4+;CD8+y8) exercido pela multiplicacdo
micobacteriana, sugerindo o controle permanentar@anprovisério do
crescimento bacteriano (Cassidy, 2006; Sakamoti®)2@lém disso, a
alcalinizacdo do microambiente da lesdo diminuiochukslidade do
carbonato de Célcio (CaGQque se deposita na matriz proteica
(material necrotico) e colageno formando é&reas deenalizacédo
distrofica, que em grandes proporcdes esta assoaiatha condicéo de
estabilizac&o ou resolucéo da lesdo (Collins e g&al983).

A deposigcdo de tecido conjuntivo, visando o0 endapsento e
delimitacdo da lesdo granulomatosa tuberculosdtalien disseminacéo
das micobactérias e diminui o dano tecidual, desetmgndo um papel
critico no controle da proliferacdo micobacterigoa representar uma
estrutura de aprisionamento dos bacilos no inteldgrlesdes (Pollock e
Neill, 2002; Volkman, Clayet al, 2004; Russell, 2007; Gil, Dist al,
2010). Com o intuito de investigar melhor o desénreento das lesbes
de bTB em bovinos naturalmente infectados, primedrete aplicamos a
metodologia de andlise histologica descrita por §dan e
colaboradores, que realizaram um estudo descriti@o resposta
granulomatosa em linfonodos de bovinos experimertale infectados
com M. bovis (Wangoo, Johnsort al, 2005). Com a aplicacdo desta
metodologia a maioria das lesbes nos diferente§oéftgcidos foi
classificada como crénica (70-100%), isto €, eetdyi Tabela 4
Devido a resisténcia dos bovinos a infeccdo pélobovis (Thoen,
Lobueet al, 2006; Brotherstone, Whitet al, 2009; Driscoll, Hoffman
et al, 2011), é possivel que durante a infeccdo natura@aioria das
lesbes de bTB encontradas estejam em estagio akwanda
desenvolvimento. Curiosamente, verificamos que ape® estagio
cronico das lesdes, a espessura do encapsulanmmidospr utilizada
como um marcador de desenvolvimento das lesGesafiaisn que
permite classificar os granulomas em trés grupoxipris (I-1ll) de
acordo com a espessura e densidade da capsulawpheeeou delimita
a reacao granulomatosa tubercul@@@gura 12). A quantidade de tecido
conjuntivo em torno do granuloma (encapsulamemim & pouco denso
— encapsulamento fibroso espesso e denso) estétivaegmte
correlacionada com o nimero de UFOMiebovisou BAAR, sugerindo
um papel crucial do encapsulamento do granulomabaoma resposta
do hospedeiro para o controle da proliferagdo naictariana durante a
infeccdo natural. Em contraste, lesbes tuberculasaslinfonodo
retrofaringeo de bovinos experimentalmente infextadomM. bovis
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apresentaram maior nimero de BAAR em estagios skndelvimento
mais crénico, com maiores niveis de encapsulamentoneralizacao
(Wangoo, Johnsoret al, 2005; Palmer, Waterst al, 2007). Estes
dados estdo em contraste direto com os resultaatmos no presente
estudo, que pode ser explicado pela diferenca malos de infecgéo,
isto é, infeccdo experimental comparada a infeegaral, sugerindo
gue o microambiente intragranuloma é dinamico daranprogressao
da doenca e a resposta do remodelamento tecidindééado porM.
bovis pode depender do sitio anatdbmico, via de infecszadesafio
infeccioso. Adicionalmente, realizamos a andlisantgjtativa da carga
de micobactérias viaveis no tecido (intragranulomaue em
comparacgdo com numero de BAAR reflete de forma megisesentativa
a carga deM. bovis vidvel presente nas lesbes de bTB. O
encapsulamento possivelmente pode ser induzido pEeaga
micobacteriana nos granulomas. Além disso, animais lesbes mais
densamente encapsuladas apresentaram menor disg@&minda
infeccdo, sugerindo que a inducdo do encapsulamemwo tecido
conjuntivo maduro (estruturado e denso) delimitagranuloma e
participa ativamente como uma resposta do hosmefdana o controle
do M. bovisdurante a infec¢ao natural.

Na andlise histopatologica, a maioria dos granusoptdmonares
investigados no nossa coorte grupo de animais odofetados (NR)
apresentaram-se encapsulados com mudltiplas areagranulomatosas
de necrose de caseificacdo com presenca de mmag@d distrofica
central. De acordo com os critérios estabelecidoa p andlise da fase
de desenvolvimento do granuloma no tecido linf@deante a infeccao
experimental, os granulomas analisados neste espmitem ser
classificados como lesdes cronicas (fase Il / (Wangoo, Johnsost
al., 2005; Palmer, Wateret al, 2007). Além disso, a andlise
histomorfolégica dos granulomas pulmonares revefltiterencas
significativas nas populacbes celulares que comp@emmesposta
granulomatosa(Figura 13). Consistente com estes resultados, o
processo de maturacdo do granuloma envolve a rdgmrgs fagocitos
e linfocitos para o local da inflamacdo em respastpersistentes
estimulos micobacterianos (Cosma, Humbstrtal, 2004; Ulrichs e
Kaufmann, 2006; Russell, 2007; Gil, Diakzal, 2010; Egen, Rothfuchs
et al, 2011). Uma resposta anti-micobacteriana efetivehalspedeiro
depende principalmente da resposta imune celulamfradada por
citocinas produzidas por células T antigeno-esipasif como IFNg
(Cooper, Daltonet al, 1993; Boom, 1996; Flynn e Chan, 2001,
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Vordermeier, Chambermst al, 2002; Welsh, Cunninghaset al, 2005).
Embora o papel protetor da resposta imune mediadadlulas seja
desconhecido em bovinos naturalmente infectados Melbovis no
presente estudo observou-se uma correlacdo sajivfic entre o
numero de neutrofilos ou de células gigantes mudteadas do tipo
Langhans e a carga micobacteriana intragranulomainflirado
neutrofilico pode ser observado particularmente faass iniciais da
infeccado (Wangoo, Johnsa al, 2005; Palmer, Watemst al, 2007) e
pode ser importante para a formacao dos granulofé@s disso, tém
sido sugerido que os neutréfilos podem desempenimar papel
regulador anti-micobacteriano (Seiler, Aichedg al, 2003; Feng,
Kaviratneet al, 2006). Também observamos correlagédo positiva entr
numero de neutréfilos e o numero de UFC, sugerigde a carga
bacilar ou proliferacdo dbl. bovisinduz o recrutamento de neutréfilos
e/ou manutencdo desta populacdo celular no inteldoigranuloma.
Consistente com estes dados, Taylor e colaboraderaenstraram que
camundongos infectados colh. tuberculosis quando repetidamente
estimulados com antigenos micobacterianos, apeessant intenso
infiltrado de neutréfilos (Taylor, Turnest al, 2003), sugerindo que o
fluxo dos neutrdfilos pode ser modulado por estisurhicobacterinos.
Em contraste, o0s neutréfilos também podem deserapenh
potencialmente um papel no favorecimento do crestion de
micobactérias no interior do granuloma durante fecgéio natural
(Eruslanov, Lyadovaet al, 2005; Keller, Hoffmanret al, 2006). A
correlagdo negativa entre o nimero de células giganultinucleadas
tipo Langhans e o nimero de UFCMebovisintragranuloma sugere,
como esperado, que macrofagos multinucleados atvadntribuam
para o controle da bTB. Dados provenientes de rasd®{perimentais
tém demonstrado que células gigantes multinucleéigasLanghans,
podem ser encontradas em todos os estagios devdeémento do
granuloma no linfonodo (Wangoo, Johnsdral, 2005; Palmer, Waters
et al, 2007). Em conjunto, nossos resultados indicamgyaaulomas
induzidos durante a infecgdo pelb. bovis nos pulmdes séo lesdes
dindmicas em que as populacdes de células mudéongmdo curso da
doenga, criando um microambiente diversificado mpexo durante a
infeccdo. Além disso, fornecem informacdes relesisbbre possiveis
biomarcadores de gravidade da doenca durante ecéifenatural por
este importante patégeno para o rebanho bovino iadund

A compreensdo da fisiopatologia da resposta gramattsa
tuberculosa é fundamental para o desenvolvimentaodes modelos
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vacinais e farmacos para o tratamento da tubeeul8akamoto, ;
Waters, Palmer et al). Neste contexto, diferentes modelos
experimentais tem sido implementados e testadoa patender a
evolucdo e progressdo da tuberculose (Endsley, Hxgal, 2007;
Ramakrishnan, 2012; Sakamoto, 2012). No modelonousipesar de
ser o mais frequentemente utilizado para estudontlsanismos de
defesa antimicobacteriana, quando infectado atrdagsias aéreas por
M. bovisou M. tuberculosis,ocorre a formacédo de les6es pulmonares
granulomatosas sem a presen¢a de necrose caseosapsulamento
com caracteristicas distintas dos granulomas Spigoservados em
grandes animais (suinos, bovinos, equinos e hurarfdsai,
Chakravartyet al, 2006; Huynh, Joshet al, 2011). Em grandes
animais, a estrutura e subdivisdo do parénquimagndr em septos (1-
2 cnt), bem comoelementos da resposta imune parecemmpgleskar
um papel fundamental na formacéo da estruturaicdagl® granuloma
(Tsai, Chakravartyet al, 2006; Huynh, Joshet al, 2011; Waters,
Palmeret al, 2011). Adicionalmente, a grande quantidade d&ldec
conjuntivo intra/interlobular que une os grandesogae bronquios a
superficie pleural e a camada de tecido conjuntjue reveste o0s
pulmdes com a superficie mesotelial voltada paraspaco pleural
podem servir de base para a circunscricdo das slesbémitar a
expansdo da resposta granulomatosa, dando o foresdtotural e
anatdémico classico ao granuloma (Plopper, Mariassy}, 1983). Estas
estruturas ndo estdo presentes em espécies deisanigrRores como
ratos, cobaias, coelhos ou macacos, limitandouzlesie determinados
elementos da fisiopatologia do granuloma nestesiosdxperimentais
(Plopper, Mariassgt al, 1983; Tsai, Chakravartgt al, 2006). Assim,
0 padrdo classico de resposta granulomatosa tubsacue
remodelamento tecidual apresentados neste tralpaitie representar
uma oportunidade de estudo e compreensdo dos eteEmeala
imunopatogénese da tuberculose humana e animah dikso, como os
granulomas ndo estdo restritos a infeccbes miceti@cds, o
conhecimento acumulado sobre estas estruturas fdsadpodem ser
Uteis para estudar outras doencas infecciosas eneséno doencas
inflamatérias néo-infecciosas.

A estrutura da resposta granulomatosa tuberculas@wwlucao
da doenca estdo associadas a capacidade do hospesdgionder a
infeccado peloM. bovis (Phillips, Fosteret al, 2002; Pollock e Neill,
2002; Welsh, Cunninghanet al, 2005) Neste contexto, as co-
infecgBes podem contribuir para diminuir intensielad resposta imune
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antimicobacteriana (Charleston, Hogteal, 2001; Phillips, Fosteet al,
2002; De La Rua-Domenech, Goodchétial, 2006) como observado
durante s infecgdo concomitante pelobovise M. avium(Hope, Thom

et al, 2005), virus da Diarreia Viral Bovina (BVD) (Cleston, Hopeet

al., 2001) ouFasciola hepatica(Karlson, 1962 ; Hughes, Badlt al,
2005; Flynn, Mannioret al, 2007; Claridge, Digglet al, 2012). Neste
estudo, nés realizamos uma andlise sistematicéedertos correlatos
da defesa anti-micobacteriana em 17 bovinos, deii@imfeccdo natural
concomitante pelo BLV &1. bovis(grupo de animais positivos para o
virus da leucose enzodtica bovina, BLV). Os aniraisfectados pelo
BLV apresentaram bTB mais gravgigura 14), com maior de
disseminacao das les@gsavidade da patologia e carga micobacteriana
vidvel intragranuloma quando comparados com 0s animais nao
coinfectados (grupo de animais ndo coinfectados). NBRRtes dados
indicam que a co-infeccdo pelo BLV deve ser comaitke um fator de
risco adicional para a bTB, pois influencia a cageae do hospedeiro
limitar o crescimento micobacteriano e conter asafiinacdo da
infeccdo nos tecidos, favorecendo uma infeccdo ressiya.
Consistente com estes resultados, Emanuelson ebocatires
(Emanuelson, Scherlingt al, 1992; Oie, 2012b) observaram associagéo
entre a infeccdo pelo BLV e o aumento da incidérdia outras
infeccbes como enterites, mastites e pneumoniasredranhos de
bovinos leiteiros, entretanto, 0os mecanismos &asdosi a maior
suscetibilidade, dos animais BLV-positivos a ouirdsccdes ndo foram
descritos. Do ponto de vista préatico, estes bovows bTB grave e
maior carga micobacteriana viavel, representamisco potencial para
transmissdo do agente (Cassidy, 2006; Berg, Fadessal, 2009;
Ameni, Vordermeieret al, 2011) entre bovinos, rebanhos e possiveis
hospedeiros selvagens.

Um granuloma organizado (tipico) é estruturadormacrofagos
infectados, células epitelidides, macréfagos esgos)iacélulas gigantes
multinucleadas do tipo Langhans, com um intensorutamento
periférico de linfocitos e deposi¢do de capsuleofb (Palmer, Waters
et al, 2007; Ramakrishnan, 2012; Sakamoto, 2012). Nestado,
mostramos que 0s animais coinfectados pelo BLV sgptam uma
resposta granulomatosa tuberculosa em que a péputi linfécitos,
principalmente no ambiente intragranulomatoso, #irdiida e o
numero de neutréfilos aumentagkéigura 14), sugerindo uma mudanca
no perfil de recrutamento de células para o granale possivelmente
no papel desta estrutura para o controle e cordefigdnfeccao. Além
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disso, observamos também um menor nivel de eneapsnto dos
granulomas pulmonares primario& populacdo de linfocitos T e B
representam cerca de 50-60% do total de leucoditogiranuloma,
sendo 15-50% linfécitos T (cerca de 60-70% daslagli CD4 (Thl,
Thl7 e Treg), 15-30% células T Cof, 2% células 5 e células NK)
e 1-10% linfécitos B (Wangoo, Johnsehal, 2005; Tsai, Chakravarty
et al, 2006; Palmer, Wateet al, 2007). Assim sendo, a diminui¢do no
recrutamento/fluxo de linfécitos para o granulomade alterar a
homeostase da resposta antimicobacteriana, vist@sg|linfocitos CD4
(Th1/Th17), T CD8u/ e Tyé (principais fontes de TNF e IFN-
(Cooper, Daltonet al, 1993; Wangoo, Johnsaet al, 2005; Palmer,
Waterset al, 2007; Plattner, Huffmaat al, 2012) e as células B (Tsali,
Chakravartyet al, 2006) participam ativamente dos mecanismos de
formacdo, organizacdo e funcdo do granuloma. Aomoe®mpo, o
maior fluxo de neutréfilos para o interior da respogranulomatosa
crdnica em animais com bTB mais grave e com maiargec
micobacteriana sugere que 0 recrutamento seja ammulpor
mecanismos ligados ao crescimento micobacterianteaido, podendo
refletir tanto um mecanismo antimicobacteriano cengatério (Seiler,
Aichele et al, 2003; Feng, Kaviratneet al, 2006) quanto o
favorecimento a infeccdo (Eruslanov, Lyadostal, 2005; Keller,
Hoffmann et al, 2006). Coletivamente, nossos dados indicam que a
homeostase do fluxo ou recrutamento de células paaenbiente da
resposta granulomatosa tuberculosa nos animais Risitivos esta
afetada e a diminuicdo da populacdo de linfécitompromete a
resposta imune adaptativa e possivelmente as pdagles de controle
e/ou contencdo micobacteriana, tornando os boviras suscetiveis a
infeccao peldM. bovis

A manutencdo da estrutura do granuloma é mediadaupa
resposta de hipersensibilidade do tipo tardia (DTbhtra moléculas
imunoestimulatorias dav. bovis (Mccune, Feldmanret al, 1966;
Palmer, Waterset al, 2007; Ramakrishnan, 2012; Sakamoto, 2012).
Véarios  patdgenos de bovinos apresentam  propriedades
imunomodulatérias (Charleston, Hope al, 2001; Flynn, Mannioret
al., 2007). Trabalhos anteriores demonstram que afeogdo pela
Fasciola hepatica/M. boviafeta o equilibrio entre a resposta Th1/Th2,
mantendo os niveis de IL-4 (citocina anti-infamao(Flynn, Mannion
et al, 2007; Claridge, Diggleet al, 2012), comprometendo a
intensidade e atividade da resposta imune celufatora e a
sensibilidade dos testes de diagndstico dependdetdsNy. De forma
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semelhante, Charleston e colaboradores (Charlgdtipget al, 2001),
demonstraram que a infeccdo persistente por unaard@pcitopatica do
virus da diarreia viral bovina (BVDV) suprime fariente a resposta
proliferativa de linfécitos e a producdo IRNnas fases iniciais da
infeccdo. Surpreendentemente, a andlise da DTHHanos com LP-
LBV mostrou que estes animais apresentam uma redggdipo DTH
significantemente menor que animais LBV-negatifggura 15 A).
Estes resultados foram confirmados através dasenfilstomorfoldgica
da DTH (Figura 15 B), sugerindo que a infeccdo pelo BLV
compromete a resposta antimicobacteriana, assino,conresultado
positivo nos testes diagndsticos (TCC e quantifioage IFNy), ambos
dependentes de uma resposta antigeno-especifiasstaolfWelsh,
Cunninghamet al, 2005; De La Rua-Domenech, Goodchéd al,
2006). Adicionalmente, estas evidéncias podem tapoitantes
implicagBes sobre os programas de controle da WiEB) que 55%
(10/18) dos animais seria considerada negativaG® (Die, 2011). Sob
estas circunstancias é plausivel que animais csuita€o inconclusivo
ou fraco positivo paraM. bovisno TCC, sob as condicbes de co-
infeccdo pelo BLV (LP-BLV), podem apresentar reag&sgativa,
diminuindo as chances dos casos de bTB serem dicpos. A
diminuicdo da sensibilidade do TCC (27-38%) tamidémreportada
durante a co-infeccdo natural (Flynn, Mannginal, 2007; Claridge,
Diggle et al, 2012) e infec¢cdo experimental concomitante fasciola
hepaticae M. bovis(10' CFU deM. bovis— BCG) (Flynn, Mannioret
al., 2007). Estes dados demonstram a importanciaddagercdes para
a resposta antimicobacteriana e capacidade predidos testes
diagnésticos (Claridge, Diggkt al, 2012).

A infeccdo pelo BLV aumenta a expressdo de molécdia
complexo maior de histocompatibilidade tipo Il (MHIL e receptores
para IL-2 (IL-2R), afetando a resposta dos linfixiB e T (Stone, Hof
et al, 1995; Stone, Nortort al, 2000; Hughes, Balet al, 2005).
Adicionalmente,Erskine e colaboradores demonstraram que bovinos
BLV-positivos apresentam PBMCs com menor propom@dinfécitos
T e maior proporcdo de células B quando comparados animais
BLV-negativos (Erskine, Corkt al, 2011). Além disso, observaram
menor proliferagdo de linfécitos T em animais LPWBlguando
estimulados com concanavalina (ConA) (Hughes, &adll, 2005). De
forma semelhante, nossos resultados mostram quePRBSICs
provenientes dos animais LP-BLV apresentem menpareséo celular
quando estimuladas com Cor{Rigura 16). Em conjunto estes dados
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sugerem quebovinos BLV-positivos apresentam alteracdes nas
proporcBes de linfocitos (B e T) e mecanismos deliferacéo,
comprometendo a competéncia imunolégica e possirgbma resposta
antimicobacteriana dos animais (Stone, Norgdral, 2000; Hughes,
Ball et al, 2005). Os mecanismos pelos quais os linfocitesedgilados
durante a infeccdo pelo BLV modificam a respostaaeanos contrau.
bovismerecem uma investigacdo detalhada. E possivedsjliefocitos

T de animais BLV-positivos apresentem uma maiora tae morte
durante a ativagao com antigenosviidovis.

O estudo da interagdo entre BLMve bovisdurante a infecgéo
natural, além de ser pioneiro, proporciona evidénciiretas de que a
co-infeccdo pelo BLV esta associado com uma doemgia grave e
maior suscetibilidade dos bovinos a bTB, aumentaoddsco de
transmissédo e disseminacdoMobovis Além disso, nos casos de LP-
BLV, a reducdo ou supressdo da resposta antigepecifisa pode
reduzir a eficacia do TCC e favorecer a permanédeianimaisM.
bovispositivos nos rebanhd&igura 17). Esta condicdo possui graves
implicacdes para os programas de controle/erradilicdg bTB, uma vez
que por se tratar de um agente altamente prevafaderia explicar em
parte a continuidade da disseminacdo da infeccad.dbovis bem
como o fracasso dos programas de vigilancia e ieagiib da bTB em
muitas regides/paises.
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Figura 17 - Diagrama mostrando os eventos provaveis durante
exposicao do bovino abl. bovis. Ap6s exposicdo adl. bovis, este
pode ser eliminado pelos mecanismos da imunidaa@ iou induzir
uma resposta imune adaptativa. Dependendo dotadgsufinal da
interacdo patégeno-hospedeiro pode ocorrer a elgam da infeccgéo,
desenvolvimento de uma infecgdo latente ou quadrduBierculose
classica. Bovinos com infeccdo latente a medidasgwesubmetidos a
condigbes imunossopressoras (ex. infeccdo pelo Blpddem
desenvolver uma infec¢do ativa. Sob diversas sityagcomo por
exemplo imunossupressdo o0s bovinos podem ndo @epon
adequadamento aos testes convencionais de diagnésbmo
TCC/PPD (---) fatores interferentes (ex. infec¢do por BL\(){)
possivel interferéncia da coinfec¢des por BLV. BMifus da leuose
bovina. TCC/PPD, teste tuberculinico ou medidantkrfieron.
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CONCLUSOES

Resumo dos principais avancos no estudo da imuogfraése da bTB
alcancados com a realizagédo deste estudo:

v A disseminagdo anatdmica das lesdes de bTB estalamnonado
com a gravidade da infecgéo e atividade da doenca;

v" O encapsulamento do granuloma pode ser um impenma@tanismo
de resposta do hospedeiro para conter o crescirnémiodisseminacao
do M. bovisnos tecidos.

v" Os neutr6filos e células gigantes multinucleadatepodesempenhar
um papel na regulacdo do crescimentoMidbovisdurante a infeccdo
natural em bovinos;

v' Durante a infecgdo pelo BLV 0s animais apresentalperculose
mais grave e reducdo na resposta antigeno-espéaitivo.

Em conjunto, os dados apresentados neste estuglamenovos
elementos da resposta imunopatolégica e fisiopgittdédo hospedeiro
durante a infec¢do natural pdld. bovisque poderiam ser utilizadas
como uma fonte potencial de biomarcadores paratari® estudo de
novos modelos vacinais/candidatos a moléculas adjas, bem como,
métodos diagndésticos mais eficientes. Além disedem contribuir de
forma efetiva para a implantagéo de estratégiasnais de vigilancia e
controle da tuberculose bovina.
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Abstract

Rational discovery of novel immunodiagnostic and vaccine candidate antigens to control bovine tuberculosis (bTB) requires
knowledge of disease immunopathogenesis. However, there remains a paucity of information on the Mycobacterium bovis-
host immune interactions during the natural infection. Analysis of 247 naturally PPD+ M. bovis-infected cattle revealed that
92% (n=228) of these animals were found to display no clinical signs, but presented severe as well as disseminated bTB-
lesions at post-mortem examination. Moreover, dissemination of bTB-lesions positively correlated with both pathology
severity score (Spearman r=0.48; p<<0.0001) and viable tissue bacterial loads (Spearman r=0.58; p =0.0001). Additionally,
granuloma encapsulation negatively correlated with M. bovis growth as well as pathology severity, suggesting that
encapsulation is an effective mechanism to control bacterial proliferation during natural infection. Moreover, multinucleated
giant cell numbers were found to negatively correlate with bacterial counts (Spearman r=0.25; p=0.03) in lung
granulomas. In contrast, neutrophil numbers in the granuloma were associated with increased M. bovis proliferation
(Spearman r=0.27; p=0.021). Together, our findings suggest that encapsulation and multinucleated giant cells control M.
bovis viability, whereas neutrophils may serve as a cellular biomarker of bacterial proliferation during natural infection.
These data integrate host granuloma responses with mycobacterial dissemination and could provide useful
immunopathological-based biomarkers of disease severity in natural infection with M. bovis, an important cattle pathogen.
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the numbers of PPD-positive animals [11], demonstrating PPD
sensitivity could be affected by parasitic co-infections. Together,

Introduction

Bovine tuberculosis (bTB), caused by infection with the
intracellular acid-fast bacilli Mycobacterium bovis, is an important
neglected zoonosis, which significantly decreases livestock produc-
tion and economically affects international trade [1-3]. Addition-
ally, M. bovis infection is estimated to be responsible for ~10% of
human tuberculosis (TB) in Africa [3] and ~2.5% of human cases
in Latin America [4], thus underscoring the importance of disease
control programs based on the understanding of infection
dynamics [5-8].

Currently, no effective vaccine exists for bovine TB. The main
procedures to control/eradicate this intractable disease are
diagnosis and compulsory slaughter of positive animals [9]. In
this context, the most utilized diagnostic tool for M. bovis infection
in cattle is the single intradermal comparative cervical tuberculin
test (SICTT), which measures a delayed type hypersensitivity
response to the tuberculin antigen-purified protein derivative
(PPD) [10], but may fail to detect specific pathogen infection [11
13]. Indeed, Claridge et al. have recently reported that Fasciola
hepatica co-infection in bTB diseased cattle significantly decreases

PLOS ONE | www.plosone.org

these data indicate an urgent need for an effective vaccine as well
as better diagnostic tests to control bTB. However, there remains a
paucity of information on bTB immunopathogenesis, especially
during natural infection.

M. bovis primarily infects macrophages, where they can survive,
replicate and disseminate into different anatomical sites [14,15].
The risk of transmission as well as the host’s survival relies mainly
on the ability of well-organized structures called granulomas to
contain mycobacterial infection [14-17]. Tuberculous granuloma
is a complex host-protective structure generated in response to
persistent mycobacterial stimuli with focal accumulation of
inflammatory cells, such as multinucleated giant cells and
lymphocytes [16,18-21]. In addition, encapsulation, a process
involving production of connective tissue around the granuloma,
has been shown to be critical for controlling both mycobacterial
growth and tissue dissemination [14,15,22].

The pathological outcome of experimental M. bovis infection has
been associated with diversity and efficiency of host immune
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response as well as a useful tool for evaluating efficiency of new
vaccine antigen candidates and disease severity [23-26]. Further-
more, the presence of cellular populations, such as epithelioid cells,
multinucleated giant cells, lymphocytes and neutrophils in the
tuberculous  granuloma [19,21] during experimental M. bovis
infection, suggests these cells may play important roles in
controlling bTB. Although genetic variability and age-associated
factors have been shown to potentially be involved in susceptibility
to M. bovis infection [2,27-32], fundamental host defense aspects of
the natural infection by M. bovis have not been fully elucidated.
Consistently, cellular immune responses against this major bovine
pathogen as well as the tuberculous granulomatous response
clicited during natural infection in cattle are poorly understood.
In the present study, we have performed a detailed analysis of
several host immune and pathology rcspomc pﬁramct(‘rs in a

bovines displayed severe lung pathology and bacterial disser

tion, which correlate with viable mycobacterial loads within the
granuloma. Furthermore, immune-related cells and tissue remod-
eling of the granuloma were found to correlate with bacterial
containment during natural infection. Our results proude useful
ights on possible biomarkers of disease severity in natural
infection with an important cattle pathogen.

ir

Results

Viable Bacterial Loads Correlate with Tissue Pathology in
Naturally M. bovis-infected Cattle

Experimental and observational data have demonstrated that
bovines display increased resistance to J bovis  infection
[25,31,33-35]. Such resistance has been thought to impact
surveillance programs as well as bacterial dissemination given a
possible delay between bTB testing and cattle elimination. To gain
insight on the immune-pathological responses induced during the
window between infection and appearance of bTB-associated
clinical signs, we have studied a cohort of 247 PPD-positive
bovines naturally infected with M. bovis (Figs. 1 and 2). In this
cohort, 92.3% of the animals (228 bovines) displayed no clinical
signs suggestive of mycobacterial infection (asymptomatic group,
AS; Fig. 2A). At the post-mortem evaluation, 217 bovines (95.2%
of the AS group) presented severe visible bTB-lesions (Figs. 1A
and 2B) with varying degrees of gross pathology scoring
(Figs. 2C and D). The majority of animals presented lesions in
the lungs, primarily in right cranial lobe and in pulmonary-
associated lymph nodes (Fig. 2E and inset), suggesting the
aerogenous route of transmission was probably the main via of
infection in the studied bovine herds. Thus, these findings
demonstrate different organs are affected by M. bovis and suggest
that following primary infection, the bacterium can disseminate to
a variety of tissues during natural infection.

To study disease severity and possible immunopathological
correlates of M. bovis infection, we developed a score system based
on anatomical bTB-lesions dissemination (Fig. 3A). Using this
system, 66.2% (n = 151) of bovines were defined as levels IV and V
(Fig. 3A), pointing out a possible connection between dissemi-
nated infection and disease activity. To validate this hypothesis, we
then performed Spearman correlations between viable bacterial
loads (CFU counting, Fig. 1A), pathology severity (PS score,
Fig. 1C and D) and bTB lesion dissemination. As demonstrated
in figure 3 (B and C), our score system positively correlates with
gross pathology severity as well as tissue bacterial loads. These
results formally demonstrate that naturally infected cattle with
increased pathology severity display higher loads of viable M. bovis.
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These findings suggest asymptomatic animals could play an
important role in bacterial transmission and maintenance of
disease before diagnostic and elimination of bovine populations in
nature.

Granuloma Encapsulation Negatively Correlates with M.
bovis Loads in Naturally Infected Cattle

The observed dissemination of M. bovis and the presence of
severe bTB-lesions in asymptomatic animals suggest the existence
of a robust immune response during natural infection [23-25,34].
To investigate bovine-protective factors associated with control of
natural infection, which could influence host disease-M. bovis
interplay and transmission, we have performed a detailed study of
the granuloma, a major structure known to be associated with
containment of mycobacterial dissemination [14-16,20]. Follow-
ing analysis of primary lesions from 217 infected AS animals (573
tuberculous granulomas), three major degrees (I-IIT) of encapsu-
lation intensity were observed, (Fig. 4A) in which most of the
animals (138; 64%) showed level III (thickly encapsulation),
indicating an attempt to limit the infection in such studied cattle.
Consistent with these results, a significant negative correlation
between encapsulation and viable bacterial loads (Spearman
r=—0.61, p=0.0001) was observed (Fig. 4B). Moreover, gross
pathology severity (Spearman r=—0.50, p<<0.0001) (Fig. 4C)
and AFB staining (Spearman r=—0.41, p<<0.0001) (data not
shown) were also found to negatively correlate with encapsulation.
Interestingly, AFBs were found to be located mainly within the
necrotic caseum centre of granulomas and rarely within macro-
phages, multinucleated giant cells or mineralized debris (Fig. 4A,
inset). These data suggest generation of granuloma encapsulation
is important to contain M. bovis growth in naturally-infected
bovine herds.

Analysis of cellular profile of lung granulomatous
response from bovines naturally infected with M. bovis

‘We next performed a detailed analysis of the cellular profile of
pulmonary granulomas of M. bovis-infected asymptomatic animals.
As demonstrated in figure 5A, histological analysis of the lung
tuberculous granulomatous response revealed four major histopa-
thology groups (grades I-IV), which differ on granuloma-
associated cell type numbers: Langhans multinucleated giant cells,
epithelioid macrophages, neutrophils and lymphocytes (Fig. 5B).
As expected, multinucleated giant cells displayed a positive
correlation with histopathology grades (Spearman r=0.55,
p=<0.0001). In contrast, neutrophil numbers presented a
negative correlation with our defined histopathology grades
(Spearman r = —2.55, p=<0.0001) (Fig. 5C). These data suggest
lung granulomas from bovines naturally-infected with M. bovis,
although chronically infected and encapsulated, are sites of
bacterial growth that dynamically recruits neutrophils. In support
of this hypothesis, we observed a positive correlation between
neutrophil numbers and viable M. bovis (Spearman r=0.27,
p=0.021) (Fig. 5D). In addition, M. bovis CFU counts negatively
correlated with multinucleated giant cell numbers (Spearman
r=—0.25, p=0.03) (Fig. 5E) and lung histopathology grades
(Spearman r=—0.30, p=0.009) (Fig. 5F). Together, these
evidence suggest neutrophils and giant cells may play a role in
regulating M. bovis growth in the lung during natural infection of
bovines.

Discussion

Although bTB is an important neglected zoonosis which
significantly decreases livestock production and impacts public
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Figure 1. Bacteriology analysis and molecular typing of M. bovis. (A) Tissue homogenate obtained from PPD+ asymptomatic animals was
inoculated in Ogawa-Kudoh+sodium pyruvate and incubated at 37°C for 8 weeks. After that, colonies were counted and DNA extraction method
employed. Purified DNA obtained from (A) was used as template for PCR amplification of (B) IS1081 (~135 bp) or (C) RvD1Rv2031c (~500 bp) gene
sequences. Amplification products of single PCR from representative samples are shown. Lane M: 100 bp DNA ladder; lanes 1-22 PCR products of M.
bovis isolates; AN5 - Mycobacterium bovis AN5 strain, standard strain positive control; 37Rv — Mycobacterium tuberculosis strain, H37Rv; D4 -
Mycobacterium avium Subsp. avium D4 strain, non-tuberculosis mycobacteria (NMTBC) member; lane NC, negative control (without DNA).

doi:10.1371/journal.pone.0053884.g001

health, little is known about the dynamics of host-M. bovis
interactions during natural infection. Moreover, the immunopath-
ological parameters associated with protective host response in
cattle during natural M. bovis infection remains largely unknown.
In this study, we have performed a detailed analysis of important
anti-mycobacteria host defense response components in a cohort
of 247 naturally M. bovis-infected cattle. Despite the absence of
clinical signs of bTB, the majority of infected cattle displayed high
frequency and severity of the bTB-lesions in the lung (68.6%)
(right cranial lobe) as well as pulmonary-associated lymph nodes.
In addition, no correlation between the PPD size reactions and
pathology se was observed in our cohort (Spearman
r=0.01 p=
Observations obtained from naturally M. bovis-infected cattle
submitted to low-intensive farming conditions have demonstrated
that the majority of lesions were present in mesenteric lymph
nodes [32,36]. In contrast, naturally M. bovis-infected bovines
exposed to intensive husbandry ems  display augmented
frequency of bTB-lesions in the respiratory tract [31,36,37]. Thus,
it is possible that intensive husbandry systems favor M. bovis
dissemination among dairy herds as a result of increased animal
contact [5,38]. Consistent with this hypothesis, we have found that
66% of animals displayed pulmonary and sys

emic spreading of

PLOS ONE | www.plosone.org

bTB infection (levels ITII/1V) (Fig. 3A) suggesting that exposure to
the pathogen was first established in the lung tissue. Moreover, the
high frequency of lesions observed in the respiratory tract suggests
that the major route of M. bovis transmission was most likely
aerogenous. These evidences are supported by previous studies
which demonstrated that bovines infected via the intranasal route
by M. bovis results in pathology confined to the respiratory tract
[39-41]. Involvement of mesenteric lymph nodes was also
observed in our cohort, although at a significantly lower frequency
(8.8%) (Fig. 2E), suggesting that infection by the oral route may
occur simultaneously during natural infection.

It is commonly accepted that M. bovis primarily infects
macrophages, where they are able to survive, replicate and
disseminate into different anatomical sites [14,15,20]. Progression
of mycobacterial disease and survival of the host are thought to

depend on their ability to limit mycobacterial growth by an
effective granulomatous response [14-16,20,42,43]. In the case of
experimental M. bovis infection in cattle, different stages of
granuloma development have been observed to be associated
with disease progression [19,21], pointing out a dynamic process
of the tuberculous granuloma structure. Our results confirm and
extend previous studies [19,21], which suggest an important role
for the host granulomatous responses against M. bovis during
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Figure 2. Clinical and gross pathology findings in cattle naturally infected with M. bovis. (A) Following clinical examination, animals bTB-
positive (n=247) were categorized according to their clinical status into asymptomatic (AS, n=228), moderate symptoms (MS, n=11), severe
symptoms (SS, n=8). (B) Gross pathology analysis further divided the PPD+ asymptomatic animals into two groups: the presence of visible bTB-
lesions (VL) or absence of visible bTB-lesions (NVL). (C and D) Severity of tissue gross pathology in asymptomatic bTB bovines was scored by
applying a previously described semi-quantitative scoring system (Vordermeier et al, 2002). Results shown are median of scores = SEM. (C) Organs/
Tissues: thoracic organs and tissues (lung (LG), pleura (PLE), pericardia (PC)); abdominal (liver (LV), spleen (SP), intestine (IN), mesentery (MT), genitor-
urinary system (GS), as well as udder (UD), other tissues (OT)); (D) Lymph nodes: head lymph nodes (mandibular (ML), parotid (PL), retropharyngeal
(RL) lymph nodes and palatine tonsil (PT)); thoracic lymph nodes (tracheobronchial (TL), bronchial (BL) and mediastinal (MDL)); abdominal lymph
nodes (hepatic (HL), mesenteric (MSL)) as well as lliac (ILL), Sciatic (SL), pre-scapular (PEL) and pre-crural (PCL) lymph nodes. (E) Frequency of bTB-
lesions in different organs/lymph nodes affected of asymptomatic bTB bovines. Legends as described in (C) and (D). (E, inset) Frequency of lung
lobes affected (left cranial lobe (LCR), left caudal lobe (LCA), right cranial lobe (RCR), right caudal lobe (RCA), middle lobe (MD) and accessory lobe (AC)
were determined.

doi:10.1371/journal.pone.0053884.9g002

@ Lymph nodes @ Organs

Frequency (%)
w e
? T

-
o«
1

0-
1 ] 1] v v
Level of bTB-lesions dissemination

(B)

Pathology severity score

Level of bTB-lesions dissemination Level of bTB-lesions dissemination

Figure 3. A ical di: ination of bTB-lesi and infection burden in asymp ic cattle Ily infected with M. bovis. (A)
Frequency of animals categorized according to their anatomical dissemination of bTB-lesions into five levels: |, lesions of bTB in the head lymph
nodes, including retropharyngeal, mandibular, and parotid lymph nodes; II, presence of lesions of bTB in thoracic lymph nodes, including the
mediastinal, bronchial, tracheobronchial lymph nodes, or in abdominal lymph nodes, including mesenteric, inguinal, gastric, hepatic, splenic, renal,
sub-iliac, medial and lateral iliac lymph nodes; Ill, simultaneous presence of lesions suggestive of bTB in thoracic and abdominal lymph nodes; IV,
presence of lesions of bTB in organs of the thoracic or abdominal cavity; and V, simultaneous presence of lesions of bTB in organs of thoracic and
abdominal cavities. Schematic cartoon of the scoring system is represented. Continuous line represents both cavities affected (thoracic and
abdominal); dotted line represents only one cavity affected. Green balloons indicate affected organs and blue balloons indicate affected lymph
nodes. Correlation between levels of lesion dissemination and pathology severity (B) or mycobacterial loads (C) in cattle naturally infected with M.
bovis. In (B), the results are expressed applying the gross pathology severity semi-quantitative scoring per animal previously described in [26], and (C)
as number of CFU.mL™" (colony-forming units per mL of granulomatous tissue homogenate). Spearman’s correlation indexes (Spearman’s r and p
values) are shown in the graphs.

doi:10.1371/journal.pone.0053884.g003
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natural infection. We found that anatomical dissemination of
bacteria/lesions is associated with tissue mycobacterial loads as
well as severity of the gross pathology, suggesting the existence of a
dynamic host immune response during natural infection. Although
further studies are needed to better characterize the process of M.
bows dissemination in naturally-infected bovines, the parameters
presented here could be employed as predictive biomarkers of
disease progression and utilized in control surveillance programs.

Cattle immune responses against M. bovis may be a result of
several factors, such as strain resistance, infection route and
encapsulation of the tuberculous lesions. Connective tissue
deposition (encapsulation) is thought to limit dissemination of
bacteria and play a critical role in controlling mycobacterial
proliferation by entrapping bacilli inside the lesions [14,20,22,25].
However, Liebana et al. have reported the absence of correlation
between AFB numbers and stage of granuloma development
during natural infection with M. bovis in England and Wales [31].
In our study, histological analysis of granulomatous response and
tissue remodeling revealed high frequency of chronic lesions in
different tissues, which negatively correlated with viable myco-
bacterial counts (Figs. 4 and 5).

PLOS ONE | www.plosone.org

In order to better investigate the lesion development in cattle
naturally infected with M. bovis, we first applied the methodology
described by Wangoo et al. [21], which performed a descriptive
study of the granulomatous responses in lymph nodes from cattle
infected with M. bovis by the intratracheal route. The employment
of such methodology in our samples led us to classify the majority
of lesions in different organs/tissues (70-100%) as in the final stage
of granuloma development, ie. stage IV (Table 1). Due to
increased resistance of cattle to M. bovis infection [2,28-30], it is
possible that during the natural infection, most of bTB-lesions
found in asymptomatic animals are in advanced/chronic stage of
development. Interestingly, we found that, despite the observed
chronic stage of lesions, thickness of encapsulation could be
employed as a marker of lesion development and allowed us to
further classify the granulomas into three major groups (I-III)
(Fig. 4). The amount of connective tissue surrounding the
granuloma (thin encapsulation - thickly fibrous encapsulation)
negatively correlated with viable M. bovis or AFB staining,
suggesting a pivotal role of granuloma encapsulation as a host
response controlling mycobacterial proliferation during natural
infection. In contrast, lymph nodes from experimentally M. bovis-
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Figure 5. Histopathological analysis of cellular profile of gr resp in lung of asymp ic cattle naturally infected
with M. bovis. (A) Lung tissues were categorized according to the granuloma cellular response profile and tissue remodeling into four groups: I-IV.
Representative lung-tuberculous granulomatous response patterns are shown: | (1 and 2) encapsulated granulomas with caseous necrosis areas and
presence of several scattered lymphocytes and dense clusters of neutrophils near the capsule; Il (3 and 4) encapsulated granuloma, with extensive
areas of caseous necrosis. Granulomatous cellular response composed primarily of epithelioid macrophages, lymphocytes, multinucleated Langhans
giant cells and clusters of neutrophils; Il (5 and 6) encapsulated granulomas, with extensive multicentric areas of caseous necrosis and centralized
dystrophic mineralization. Granulomatous cellular response composed of epithelioid macrophages and scattered Langhan’s giant cells, which
surround the necrotic areas with dense clusters of lymphocytes and few neutrophils; Ill (7 and 8) encapsulated granulomas, with extensive
multicentric areas of caseous necrosis and centralized dystrophic mineralization. Granulomatous cellular response composed of epithelioid
macrophages admixed with increased numbers of multinucleated Langhan’s giant cells, dense clusters lymphocytes and few neutrophils. Left panels,
slides shown at 10 x magnification; Scale bar =100 um. Right panels, slides shown at 40 x magnification; Scale bar =50 um. (B) Results presented are
mean * SEM for each group shown in (A). Correlation between neutrophil counts and histopathology grades (C), Correlation between viable
mycobacterial loads and neutrophils (D), multinucleated Langhans giant cells counts (E) as well as lung-granulomatous response profile (F).

Spearman'’s correlation indexes (Spearman’s r and p values) are shown in the graphs (n=168 animals for correlation figures).

doi:10.1371/journal.pone.0053884.g005

infected cattle were found to present increased AFB numbers in
advanced-stage granulomas [19,21]. These data are in direct
contrast with the findings obtained herein and could be explained
by the employment of different models of infections, i.
experimental vs natural infection. In addition, we have performed
analysis of viable bacteria, which in comparison with AFB
staining, more closely reflects the M. bovis loads present in the
bTB lesions. The encapsulation response possibly may be induced
by the bacillary burden in the granulomas. Nevertheless, animals
with increased numbers of thickly encapsulated lesions were found
to display lower bTB-lesions dissemination, suggesting induction of
a mature connective tissue in the granulomas actively participates
of anti-M. bovis immune responses during natural infection.

The majority of pulmonary granulomas investigated in our
cattle cohort presented as encapsulated lesions with multiple
intragranulomatous areas of caseous necrosis and the presence of
dystrophic mineralization, which according to the criteria
established for granuloma in lymphoid tissue during experimental
infection, can be classified as chronic bTB-lesions (stage III/IV)
[19,21]. Furthermore, histomorphological analysis of the lung
granulomas revealed major differences in cell type counts (Fig. 5).
Consistent with these results, the process of granuloma maturation
involves the migration of phagocytes and lymphocytes to the
inflammation site in response to persistent mycobacterial stimuli
[15,16,20,22,42]. An effective anti-mycobacteria host response
primarily rely on cell-mediated immune response, controlled by
cytokines such as IFN-y produced by antigen-specific T cells
[17,24,26,44,45]. Although the protective role of cell-mediated
immune responses is unknown in cattle naturally infected with AL
bovis, in the present study, we have observed significant correla-
tions between neutrophil or Langhan’s giant cell numbers and
granuloma mycobacterial loads. Neutrophilic infiltrate was
observed particularly in early stages of granuloma infection
[19,21] and could be important for granuloma formation. Also,
neutrophils have been suggested to play a regulatory anti-
mycobacterial role [46,47]. We have a found a positive correlation
between neutrophil numbers and CFU counts, suggesting that
bacillary burden induce neutrophil recruitment and/or mainte-
nance into the granulomas. In contrast, neutrophil could
potentially play a detrimental role by favoring mycobacterial
growth in granulomas during natural infection [48,49]. A negative
correlation between multinucleated giant cell numbers and M.
bowis CFU counts in granulomas suggests, as expected, that
activated multinucleated macrophages contribute to the control of
this important bovine pathogen. Data from experimental models
have demonstrated Langhan’s-type multinucleated giant cells can
be found in all stages of development of lymph node granulomas
[19,21]. Together, our findings indicate that M. bovis-induced
granulomas in the lungs are dynamic lesions in which the cell
populations change over the course of disease, stimulating a
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diverse milieu during infection. The physiopathology of this
complex structure during natural infection of M. bovis merits
further investigation.

Cattle are natural hosts of M. bovis, which besides being an
economically important pathogen for international trade, is an
imminent risk to public health. The evidence presented in this
study could reflect a situation of bTB found in Brazil, which may
not be transferable to other countries. Nevertheless, the data a
presented here offer basic information on the host response during
the natural infection with M. bovis, which could be utilized as a
potential source for biomarkers to test novel vaccine/adjuvant
molecule candidates as well as efficient diagnostic methods. In
addition, our findings may be important to reveal new components
to understand the immunopathogenesis of the bTB and contribute
to the establishment of rational strategies for bTB infection
surveillance and control.

Materials and Methods

Animals and Ante-mortem Evaluation

The study obtained ethical clearance from the Universidade do
Estado de Santa Catarina ethical review committee (P#1.13.10).
Federal government inspection abattoirs comply with PNCETB
06/2004 and MAPA 03/2000, which follow International Ethical
Guidelines of Animal Welfare. The study population was
comprised of 247 crossbred Holstein/Jersey cows between the
ages of ~1.6 to 11 years which were mandatorily conducted to
abattoirs after a positive reaction for the single intradermal
comparative cervical tuberculin test (SICTT; PPD) following
Brazilian regulations [50]. These animals derived from 18 dairy
farms with intensive husbandry systems, which experienced
23 bTB outbreaks between 2009 and 2011. Farms were located
in Santa Catarina State, Brazil, and maintained under surveillance
control against bTB following Brazilian’s regulations. SICTT tests
vere performed in accordance with regulations set forth by the
Brazilian Department of Agriculture (MAPA) [50]. Briefly, two
sites located 12 ¢cm to 15 cm apart on the cervical area of the mid-
neck were shaved and skin thickness was measured using calipers.
The first site was injected with 0.1 mL of bovine PPD (PPD-B - M.
bowis strain. ANS, 1 mg protein/mL), while the second site was
injected with 0.1 mL of avian PPD (PPD-A - Mycobacterium avium
strain D4, 0.5 mg protein/mL) [50]. After 72 hours, skin thickness
at the injection sites was measured, and the difference between the
reaction sizes for the two injection sites was determined. An animal
was classified as PPD-positive if the skin thickness at the PPD-B
injection site was at least 4 mm greater than the skin thickness at
the PPD-A injection site [9].

During ante-mortem analysis, animals were classified into the
following three clinical stages based on symptoms observed during
clinical evaluation: absence, absence of clinical signs; moder-
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ate, weight loss, hyporexia, coughing intermittently; and severe,
extreme weight loss, weakness, hyporexia, hemoptysis, dyspneia,
progressive cough and tuberculous mastitis.

Post-mortem Examination and Pathology Analysis

All major body organs and lymph nodes were examined for the
presence of visible lesions suggestive of bTB disease. Organs and
lymph nodes were cross-sectioned in 0.5 ¢cm to 1 cm intervals and
examined individually for the presence of lesions. Organ and tissue
samples from animals with or without bTB visible lesions (VL)
were collected for M. bovis culture and PCR analysis as well as for
histopathological examination. Only animals displaying sample
tissues positive for M. bovis by culture, PCR or direct examination
(Ziehl-Neelsen — acid fast bacilli - staining) were included in the
study. The anatomical dissemination of the visible gross patho-
logical lesions in different organs and tissues were scored according
to the following system: 1= presence of bTB-lesions in the lymph
nodes of the head, including the left and right medial and lateral
retropharyngeal, left and right mandibular, and left and right
parotid lymph nodes; II=presence of bTB-lesions in thoracic
lymph nodes, including the cranial and caudal mediastinal, cranial
tracheobronchial, left and right tracheobronchial lymph nodes, or
in abdominal lymph nodes, including mesenteric, deep and

PLOS ONE | www.plosone.org

Table 1. Distribution and stage of histological development of primary tuberculous granulomas in cattle naturally infected with

Mycobacterium bovis.

Distribution of granulomas D stages of (%)

[} n 1] 1\")

Major organs/tissues

Thorax Lung 1.9 (3/159) 1.2 (2/159) 11.3 (13/159) 85.5 (136/159)
Pleura 0 222 (4/18) 5.6 (1/18) 722 (13/18)
Hearth 0 0 0
Pericardia 0 0 0 100 (6/6)

Abdominal Liver 0 125 (1/8) 0 87.5 (7/8)
Spleen 0 0 16.7 (1/6) 83.3 (5/6)
Intestine 0 0 286 (2/7) 71.4 (5/7)
Mesentery [ 0 25 (2/8) 75 (6/8)
Genito-urinary system 0 286 (2/7) 0 71.4 (5/7)

Carcass Udder 0 0 0 100 (5/5)
Other tissues 25 (1/4) 75 (3/4) 0 0

Lymph nodes

Head Parotid [ 16.7 (2/12) 0 83.3 (10/12)
Retropharyngeal 4.2 (1/24) 0 167 (4/24) 79.2 (19/24)
Mandibular 0 5.9 (1117) 529 (9/17) 41.2 (717)
Palatine tonsil 0 0 0 100 (3/3)

Thorax Tracheobronchial 2.4 (1/42) 4.7 (2/42) 143 (6/42) 85.7 (36/42)
Bronchial 1.6 (1/63) 3.2 (2/63) 4.7 (3/63) 90.5 (57/63)
Mediastinal 4.3 (2/47) 2.1 (1/47) 4.3 (2/47) 89.4 (42/47)

Abdominal Hepatic 0 0 222 (2/9) 77.8 (7/9)
Mesenteric 0 9.1 (3/33) 12.1 (4/33) 69.7 (23/33)

Others lliac 0 0 0 100 (2/2)
Sciatic 0 0 0 100 (3/3)
Prescapular 0 143 (1/7) 0 85.7 (6/7)
Precrural 0 0 0 100 (3/3)

doi:10.1371/journal.pone.0053884.t001

superficial inguinal, gastric, hepatic, splenic, renal, subiliac, medial
and lateral iliac lymph nodes; III = simultaneous presence of bTB-
lesions in thoracic and abdominal lymph nodes, including lymph
nodes already mentioned above; IV =presence of bTB-lesions in
organs of the thoracic or abdominal cavity, with or without the
presence of lesions in the draining lymph nodes associated with the
organ; and V = simultancous presence of bTB-lesions in organs of
thoracic and abdominal cavities, with or without the presence of
lesions in the draining lymph nodes associated with the organ. Out
of the cattle with score IV or V, most of them (85%) displayed also
lesions in draining lymph nodes.

The severity of the visible gross pathological changes in the
major body organs and lymph nodes were classified by applying
the semi-quantitative scoring of gross lesions previously described
by Vordermeier et al. [26]. Briefly, each lung lobe, including left
cranial, left caudal, right cranial, right caudal/middle, and
accessory lobes, was cross-sectioned at 0.5 to 1.0 cm intervals
and scored from 0 to 5 depending on the number of lesions and
extent of pathology observed, 0 being no visible lesions and 5
being coalescing gross lesions. The scores of the individual lobes
were summed to calculate the lung score. The major organs/
tissues, including the pleura, pericardia, liver, spleen, intestine,
mesentery, uterus, ovaries, kidney, bladder and muscular tissue,
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were scored as well. The lymph nodes, including the mandib-
ular, parotid, medial retropharyngeal, palatine tonsil, bronchial,
mediastinal and tracheobronchial, hepatic, mesenteric, iliac,
sciatic, pre-scapular and pre-crural lymph nodes, were cross-
sectioned at 0.5 em intervals and were scored using a score of 0 to
3, 0 being no visible lesions and 3 being extensive or coalescing
gross lesions. Pathology scores were combined to determine mean
gross pathology severity score per animal.

Bacteriology and Molecular Typing of M. bovis from bTB
Lesions

Tissue sections collected at post-mortem from lymph node and
lung samples were individually homogenized using a rotating-
blade macerator system (Tissue ruptor®). One milliliter of
homogenate was decontaminated and concentrated by Petroff’s
Sodium Hydroxide method according to [9]. Culture and
enumeration of bacteria (CFU.mL7l tissue homogenate) was
performed by inoculating 100 pL. of decontaminated tissue
homogenate in Ogawa-Kudoh (OK) agar containing sodium
pyruvate (12 mg/mL) and counting colonies after aerobic
incubation at 37°C for 8 wecks. After growth in OK+pyruvate,
colonies were molecularly typed by PCR. Briefly, purified
mycobacterial  DNA  from colonies extracted as previously
described [51] was used as template for PCR amplification of
the following multi-copy insertion gene IS1081 (~135 bp), present
in the M. tuberculosis complex organisms (Fig. 1B) [52] and
RvDIRv2031c (~500 bp) a polymorphic region of 2900 bp in the
M. bovis genome which was not homologous in the genomes of M.
tuberculosts and M. avium (Fig. 1C) [53].”

Histopathological Analysis

Tissues samples were fixed in 10% neutral buffered formalin
and dehydrated in graded ethanol solutions. After dehydration,
samples were paraffin-embedded, sectioned (4 um), and stained by
hematoxylin and eosin (H&E), Massons trichrome or AFB
method. Microscopically, the granulomas from lymph nodes
and major organs/tissues (pericardia, pleura, liver, spleen,
intestine, mesentery, uterus, ovaries, kidney, bladder, adrenal and
muscular tissue) were classified into the following four categories
[21] according to the development of the lesion: stage I - initial or
carly lesions; stage II - solid granulomas; stage III - minimal
necrosis; or stage IV - necrosis and mineralization. Additionally,
three levels of granuloma encapsulation were identified following
classification being proposed in this study: level 1 - thin
encapsulation; level II - dense fibrous capsule; level III - thickly
fibrous encapsulation. All lung granulomas were subjected to
systemic histopathological examination. Specifically for the clas-
sification of lung granulomas, the following proposed criteria were
used to classify in four different groups of lesions: group I (score
=1) granulomas circumscribed by fibrous encapsulation with
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