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RESUMO

PRODUCAO DE QUIMIOCINAS INDUZIDA POR DUAS CEPAS DE
Corynebacterium pseudotuberculosis E CARACTERIZACAO
DE LIPIDIOS ASSOCIADOS

A linfadenite caseosa ¢ uma doenca infecciosa que afeta principalmente caprinos
e ovinos, sendo caracterizada pela formacéo de lesdes caseosas nos linfonodos externos
e internos, assim como em alguns 6érgdos, tais como pulmé&o, figado e bago. Essa doenga
tem alta prevaléncia na caprino-ovinocultura brasileira, sendo responsavel por muitas
perdas econdmicas. Muito da relacdo bactéria’hospedeiro ainda ndo estd bem
estabelecida e pouco se sabe sobre imunidade inata e sobre os componentes de parede
ndo proteicos especificos dessa bactéria. Este trabalho teve como objetivo analisar a
participacdo de quimiocinas na resposta a Corynebacterium pseudotuberculosis e
verificar diferencas nesse perfil imune apos estimulagdo com cepas de diferentes graus
de patogenicidade em modelo murino. Foi realizado estimulo de esplendcitos murinos
com cepas bacterianas viaveis apresentando baixa e alta patogenicidade, denominadas
T1 e VD57, respectivamente, e com extratos antigénicos das mesmas cepas. Apds o
estimulo, foi realizada a dosagem de quimiocinas utilizando a técnica de ELISA no
sobrenadante proveniente do cultivo de células. Em relacdo aos extratos antigénicos
utilizados, o antigeno lisado de T1 teve maior capacidade de estimulacdo de
quimiocinas. Num segundo momento, levando em consideracao esse resultado, foi feita
uma purificacdo dos antigenos lisados de ambas as cepas de C. pseudotuberculosis para
caracterizacdo e diferenciacdo de suas moléculas ndo proteicas. Verificou-se que o
método de purificacdo, utilizando solventes orgénicos, cromatografia de interacdo
hidrofébica e extracdo de gel, teve éxito e que as cepas apresentam diferentes perfis
lipidicos, os quais podem influenciar a patogenicidade de cada cepa, provavelmente

sendo responsaveis por gerar distintos perfis de inducdo das quimiocinas.

Palavras-chave: Linfadenite caseosa, quimiocinas, componentes ndo proteicos da

parede celular, Corynebacterium pseudotuberculosis.



ABSTRACT

CHEMOKINE PRODUCTION INDUCED BY TWO
Corynebacterium pseudotuberculosis STRAINS AND CHARACTERIZATION
OF ASSOCIATED LIPIDS

Caseous lymphadenitis is an infectious disease that occurs mainly in small
ruminants, characterized by caseous lesions in internal and external lymph nodes, as
well as in some organs such as lung, liver and spleen. This disease has a high
prevalence in the Brazilian herd of sheeps and goats, provoking many economic losses.
The relationship between parasite and host is unclear and little is known about innate
immune response and non-proteinic components of the cell wall specific to this
bacterium. The main target of this study was to analyze the involvement of chemokines
in the response of Corynebacterium pseudotuberculosis and check in murine model the
differences in this immune profile after stimulation with strains presenting different
degrees of pathogenicity. Balb/c splenocytes were stimulated with bacterial strains
showing low and high pathogenicity, called T1 and VD57, respectively, and with
antigen extracts of the same strains. After this, the chemokines were dosed by ELISA
technic in supernatant of culture cells. Regarding antigens extracts used, the T1 lysate
antigen had greater capacity to chemokine stimulation. In a second time, considering
this result, lysate antigens of both C. pseudotuberculosis strains were purified for
characterization and differentiation of their non-proteinic components. It was found that
the method of purification using organic solvents, hydrophobic interaction
chromatography and gel extraction have been successful and the strains exhibited
different lipid profiles, which can influence the pathogenicity of each strain, probably
being responsible for generating distinct profiles in chemokine induction.

Key-words: Caseous lymphadenitis, chemokines, non-proteinic components of the cell

walls, Corynebacterium pseudotuberculosis.



1. INTRODUCAO

Corynebacterium pseudotuberculosis é o agente causador da linfadenite caseosa
(LC) em caprinos e ovinos. A LC é uma zoonose economicamente importante, que afeta
amplamente pequenos ruminantes no mundo. A doenca é caracterizada pela formagéo
de granulomas nos linfonodos periféricos e, mais raramente, nos linfonodos internos e
pulmdes (HEIN e CARGILL, 1981). Animais doentes sdo reservatorios potenciais,
sendo que a forma de contagio ocorre principalmente através do contato com a secrecao
eliminada de granulomas superficiais que se rompem nos animais com a forma clinica
da doenca. Esses granulomas rompidos contaminam camas e abrigos, levando a
permanéncia do micro-organismo por longo tempo no ambiente (YERUHAM et al.,
1997). As perdas econdmicas ocasionadas pela doenca sdo evidenciadas através da
diminuicdo da producéo de leite, da desvalorizagdo da pele devido as cicatrizes, da
perda de peso, do comprometimento de carcacas, além da médo de obra para tratar 0s
animais doentes (RIBEIRO et al., 1991; ALVES e OLANDER, 1999).

Uma vez estabelecida no rebanho, a doenca é dificil de ser erradicada, pois 0 uso
de antibidticos ndo constitui uma estratégia de tratamento eficaz, tendo em vista que as
drogas ndo penetram nos granulomas com facilidade e a drenagem desse pode levar a
contaminagédo da pele e do ambiente, facilitando a disseminagdo bacteriana (NAIRN e
ROBERTSON, 1974). Os granulomas internos sdo de dificil diagnostico, podendo
constituir focos de disseminacdo da doenca até mesmo para outros rebanhos onde esses
animais possam ser introduzidos (SCHREUDER et al., 1987). O melhor método de
controle € a erradicacdo da infeccdo através da identificacdo, quarentena e remocdo de
animais infectados (PRESCOTT et al., 2002), sé que os métodos de deteccdo de
animais infectados tém eficiéncia limitada (PATON et al., 1995; PAULE et al., 2003).

A viruléncia microbiana e a patogenia da LC, muitas vezes, estdo associadas a
estrutura peculiar da parede celular. A camada lipidica, presente na face externa da
parede, assemelha-se ao encontrado no género Mycobacterium (HARD, 1979). Essa
camada impede a destruicdo do patdgeno pelas enzimas lisossomais, permitindo que, C.
pseudotuberculosis sobreviva dentro do macr6fago, como um agente intracelular
facultativo (TASHJIAN e CAMPBELL, 1983; BRAITHWAITE et al., 1993). A relagéo
entre viruléncia e quantidade de lipideos na parede de C. pseudotuberculosis ja foi
evidenciada (BURELL, 1978; MUCKLE e GYLES, 1983). A ampliacdo do



conhecimento sobre o0s diversos aspectos da relacdo entre o bacilo causador da
linfadenite e o hospedeiro é fundamental para o estabelecimento de estratégias
eficientes na contencéo e eliminacdo desse agravo. Assim, 0 empenho para se conhecer
como cepas Vvirulentas e atenuadas de C. pseudotuberculosis se relacionam com o
hospedeiro pode gerar informacGes Uteis para o0 desenvolvimento de novas vacinas,
métodos de diagnostico e terapia efetiva, aléem de gerar conhecimento sobre a cinética

das respostas imunes contra bactérias intracelulares.

Na dinamica da resposta imune contra o C. pseudotuberculosis, acredita-se que
as quimiocinas, assim como ocorre com o Mycobacterium tuberculosis (ALGOOD et
al., 2003), tém funcao primordial na formacéo e manutencdo do granuloma, o qual isola
fisicamente a bactéria, impedindo sua disseminagdo no organismo, e cria um ambiente
que permite a interacdo das células para uma resposta imune efetiva que agem na
tentativa de eliminar o patdgeno. Até o0 momento nao existem estudos que avaliem a
producdo destas moléculas em infeccbes com C. pseudotuberculosis. Portanto, o
presente trabalho avaliou a indugdo da producdo de quimiocinas por diferentes
linhagens e distintos extratos antigénicos de C. pseudotuberculosis em camundongos
susceptiveis, tracando um perfil comportamental destas moléculas e evidenciando sua
importancia durante a infeccdo com o referido patogeno. Além disso, foram
caracterizados e diferenciados lipidios purificados de duas cepas com distintas
patogenicidades por se mostrarem potenciais alvos para testes de diagndstico e
imunoprofilaxia da LC na fase aguda da infeccao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Linfadenite caseosa

2.1.1. A Doenca

A linfadenite caseosa (LC) € uma doenca infectocontagiosa de carater crénico,
também conhecida como mal do caroco, possuindo como agente etiologico a bactéria
Corynebacterium pseudotuberculosis. Essa doenca acomete principalmente caprinos e
ovinos, podendo afetar equinos (com o nome de linfangite ulcerativa), bovinos, bufalos
e cervideos (BENHAM et al., 1962; BATEY, 1986).

O acometimento de humanos por C. pseudotuberculosis é relativamente raro. Nos
casos mais graves leva a uma linfadenopatia localizada, tratada com excisdo cirurgica
do linfonodo afetado. Nao héa relatos de infeccBes fatais, por isso é classificada como
infeccdo ocupacional, pois esta associada a pessoas que tenham contato constante com
animais infectados. Entretanto, isto demonstra que essa bactéria apresenta potencial
zoondtico (PEEL et al., 1997).

Nos pequenos ruminantes, a doenca caracteriza-se por um quadro de formacéo de
granulomas nos linfonodos externos e internos e em visceras. Entretanto, esse
granuloma, torna-se um mecanismo de protecdo para 0 patdgeno, pois impede que
anticorpos, bem como antibidticos, adentrem a estrutura devido a sua camada fibrosa. A
drenagem ou ruptura do abscesso pode levar a contaminacdo do meio ambiente, além de
permitir a introducdo do micro-organismo causador dessa doenca em animais saudaveis
(NAIRN e ROBERTSON, 1974). A linfadenite caseosa normalmente acarreta perdas
econdmicas devido a perda de peso, reducdo da producdo de leite, deficiéncia
reprodutiva, podendo até levar o animal a morte. Os granulomas internos sao de dificil

diagnostico, podendo constituir focos de disseminacao da doenca (ELLIS et al.,1987).

2.1.2. Aspectos epidemioldgicos

A LC ocorre em todas as areas onde h& populacdo significativa de ovinos e
caprinos no mundo, entretanto existem inumeras dificuldades na obtencdo de dados para
se definir a prevaléncia desta doenca, principalmente devido a sua caracteristica

essencialmente cronica e a sintomatologia ndo especifica, escassa ou até mesmo



ausente. Além disso, outros agentes etiologicos levam a formacdo de granulomas
semelhantes, tais como Arcanobacterium pyogenes, Streptococcus spp e Staphylococcus
spp. Adicionalmente, na maioria dos inquéritos epidemioldgicos, os dados baseiam-se
em animais provenientes de abatedouros, que ndo sdo remetidos para o abate quando

apresentam a forma clinica da doenca (UNANIAN et al., 1985).

A caprinocultura e a ovinocultura tém se destacado no agronegdcio brasileiro. O
rebanho ovino brasileiro esta concentrado na regido Sul, onde predomina a producao de
14, seguido da regido Nordeste, onde a producao de carne e pele é mais relevante (IBGE,
2010). Tanto no Nordeste, que detém o maior rebanho caprino do Brasil, quanto no
Sudeste, é frequente a criacdo concomitante de ovinos e caprinos (PINHEIRO et al.,
2000). No Brasil, estima-se que a maioria dos rebanhos de ovinos e caprinos esteja
infectada e que a prevaléncia clinica varia entre 30% a 75% dos animais (FARIA et al.,
2004; GUIMARAES et al., 2011). De acordo com levantamento sorolégico realizado
no Estado de Minas Gerais nas espécies caprina e ovina, foram encontradas
soroprevaléncias de 78,9% em caprinos (SEYFFERT et al., 2010) e 75,8% em ovinos
(GUIMARAES et al., 2011). No Distrito Federal, a prevaléncia encontrada foi de 44%
em rebanhos comercias de ovinos (DO CARMO et al., 2012). Um dos registros de
prevaléncia feitos na Bahia foi conduzido por Meyer (2003), no semiarido baiano,

obtendo um percentual médio de 46,66%.

2. 1. 3. Tratamento e controle

Para que ocorra sucesso no controle da LC, primeiro deve-se separar 0s animais
doentes para que ndo haja riscos de infectar os animais sadios. Sao muitas as tentativas
de impedir a disseminacdo da doenca, visto que a permanéncia da bactéria no solo ou
em objetos em contatos com 0s animais torna-se uma fonte constante de propagacao da
mesma (BROWN E OLANDER, 1987).

Apesar do C. pseudotuberculosis ser sensivel a muitos antibidticos, o tratamento
dos animais com esses medicamentos é ineficaz, visto que a cépsula fibrética do
granuloma impede a penetragdo desses na lesdo. A remogdo cirdrgica e cuidadosa dos
granulomas é a maneira mais segura de tratamento dos animais doentes (BROWN e
OLANDER, 1987).



2.2. Historico

C. pseudotuberculosis foi isolada em 1888 de um caso de linfangite bovina pelo
francés Edmond Nocard. Em 1891, Preisz e Guinard isolaram um germe similar de um
abscesso renal de ovelhas. Novamente Nocard, em 1893, isolou 0 mesmo micro-
organismo a partir de uma enfermidade cutanea similar ao mormo em equinos. Preisz
em 1894 descreveu o agente, comparando-o com o bacilo diftérico, denominando-o
Bacillus pseudotuberculosis ovis. A Sociedade Americana de Bacteriologia, no ano de
1923, passou a adotar a palavra Corynebacterium como nome do género, sendo o
micro-organismo renomeado Corynebacterium ovis. A partir da sexta edi¢cdo do Manual
Berguey, em 1948, passou-se adotar a denominacdo atual de Corynebacterium
pseudotuberculosis (BENHAM et al., 1962).

2.3. Corynebacterium pseudotuberculosis
2.3.1. Classificacéo

A bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, pertence ao género
Corynebacterium, e a0 mesmo grupo supragenérico dos géneros Mycobacterium,
Rhodococcus e Nocardia, que corresponde ao Actinomycetes (WILLIAMSON, 2001;
DORELLA et al., 2006; D’AFONSECA et al., 2008). Os estudos de hibridizacdo DNA-
DNA e da sequéncia do RNA ribossdmico 16S demonstram que Corynebacterium
pseudotuberculosis pertence ao mesmo género que Corynebacterium diphteriae e
Corynebacterium ulcerans (TAKAHASHI et al., 1997). Em 1971, Biberstein e
colaboradores sugeriram a existéncia de dois biotipos de C. pseudotuberculosis,
baseados na capacidade de reduzir ou ndo nitrato em nitrito. Em 1988, Songer e
colaboradores confirmaram estes resultados e propuseram os nomes de biotipo equi,
nitrato redutase positivo, isolado de cavalos e bovinos, e biotipo ovis, nitrato redutase

negativo, isolado de pequenos ruminantes e bovinos.



2.3.2. Caracteristicas tintoriais, morfoldgicas e bioquimicas

C. pseudotuberculosis € caracterizada como um bacilo Gram positivo,
intracelular facultativo de macréfagos (embora possa infectar outras células),
pleomorfico, imdvel, ndo esporulado e anaerébico facultativo, possuindo dimensées que
variam entre 0,5 a 0,6 um de didmetro ¢ 1 a 3 um de comprimento. A bactéria em
cultivo laboratorial pode se apresentar isolada ou formando grupamentos, pequenos,
brancos e secos (BATEY, 1986; DORELLA et al., 2006; VALDIVIA, et al., 2012). E
um micro-organismo mesofilico, cuja temperatura ideal de crescimento é 37°C, e pH
ideal entre 7,0 e 7,2, requerendo um periodo de incubacédo de 48 a 72 horas (MOURA-
COSTA, 2002).

O micro-organismo apresenta uma grande capacidade fermentativa, sendo capaz
de utilizar para tal propriedade uma variada fonte de carboidratos como a glicose,
frutose, manose, maltose e sacarose com producao de acido, entretanto sem a producéo
de gas. Mostra-se positiva para os testes de catalase, urease e fosfolipase D, porém
negativa para os testes de oxidase, esculina, hidrolise de gelatina, digestdo da caseina e
fermentacdo da lactose. A reducdo de nitrato é varidvel, ndo sendo geralmente
observada em estirpes isoladas de pequenos ruminantes (biovar ovis) e sim a partir do
isolamento de equinos e bovinos (biovar equi) (MOURA-COSTA, 2002).

Embora seja uma bactéria beta-hemolitica, a hemolise ao redor das colénias é
variavel, podendo nédo ser observada no periodo de 48 a 72hs. Quando se acrescenta ao
meio o detergente Tween 80, a atividade hemolitica das cepas é favorecida, assim como
grandes zonas de hemdlise se desenvolvem na presenca de Rhodococcus equi (BAIRD e
FONTAINE, 2007).

2. 3. 3. Fatores de viruléncia

A patogenia dessa bactéria ainda ndo estd completamente esclarecida, mas
fatores de viruléncia ja foram descritos, como os lipidios de superficie e a exotoxina
fosfolipase D (PLD), importantes na imunopatogenia da doenca (BROWN e
OLANDER, 1997). A PLD vem sendo identificada como uma potente exotoxina de C.
pseudotuberculosis e um fator chave para o desenvolvimento da LC. Diversos estudos

usando a exotoxina bruta ou parcialmente purificada demonstraram que a atividade da



PLD sobre a esfingomielina, que constitui a membrana das células do endotélio
vascular, parece ser importante no processo de disseminacdo dessa bactéria da area
infectada para os linfonodos, por aumento de permeabilidade capilar. Bactérias sem a
expressao desse gene ndo sdo capazes de disseminar a doenca no organismo do
hospedeiro (McNAMARA et al.,, 1994). Similarmente, a presenca de anticorpos
especificos para PLD limita o progresso da doenca clinica (ALVES e OLANDER,
1999; BAIRD et al., 2007).

Os lipidios de superficie de C. pseudotuberculosis dificultam a fagocitose da
bactéria, resistindo a enzimas lisossémicas e permitindo a sua sobrevivéncia dentro da
célula (WILLIANSON, 2001). Uma relacdo entre viruléncia e a quantidade de lipidios
na parede de C. pseudotuberculosis foi evidenciada em infecgdes experimentais, tanto
em camundongos como em ovinos, mostrando que quanto maior o contetdo lipidico,
maior a capacidade de formar granulomas (BURRELL, 1978; MUCKLE e GYLES,
1983).

2. 3. 4. Lipidios de superficie

Uma caracteristica interessante de C. pseudotuberculosis € o alto teor de lipidios
no seu envoltorio celular, constituindo até 40% do seu peso, além de conferir
propriedades tintoriais Unicas, que ajudam no diagnostico de amostras clinicas
infectadas, e ser importante na interacdo parasito-hospedeiro. Jolly (1966) atribui a
presenca destes lipidios a formacgdo de flocos caracteristicos em meio liquido. Essa
grande quantidade de lipidios aumenta a resisténcia da bactéria a digestdo por enzimas
celulares, dificulta a fagocitose, aumentando sua viruléncia e patogenicidade (JOLLY,
1966; BROWN e OLANDER, 1987). Os lipidios contribuem também para a resisténcia
contra agentes antimicrobianos e resisténcia a agentes acidos ou alcalinos, tanto no

ambiente intracelular, como extracelular (DHEDA et al., 2010).

Segundo Williamson (2001), os lipidios celulares bacterianos tém caracteristica
piogénica e este fator de viruléncia esta associado com a formacgéo de granulomas. Em
trabalhos experimentais, tanto em camundongos quanto em ovinos, houve alta relagéo
entre contetdo lipidico das linhagens testadas e capacidade de formar granulomas
(BURRELL, 1978; MUCKLE e GYLES, 1983).



Lipidios associados a agUcares tornam-se um fator de viruléncia que vem sendo
estudado e relacionado com a imunopatogenicidade de C. pseudotuberculosis, ao quais
sdo: ancoras de fosfatifilmioinositol associado a manose (PIMs), lipomanano (LM) e
lipoarabinomanano (LAM). Esses sdo o0s mais abundantes glicocolipidios de
importancia médica e médica veterinaria (MISHRA et al., 2008) descritos no género e
reagem com anticorpos IgM, sendo capazes de reconhecer a infeccdo ainda na fase
inicial (GIRALDO et al., 2000).

2. 3. 5. Transmissdo

A transmissdo da LC pode ocorrer pelo contato do animal sadio com objetos
contaminados do meio ambiente ou por contato direto com animais doentes
apresentando granulomas superficiais ou pulmonares com exsudacdo (ELLIS et al.,
1987), instrumentos ou solugbes de banho, o solo e/ou vegetacdo contaminados
(NAIRN e ROBERTSON, 1974; CARNE, 1978). O agente etiolégico da linfadenite é
capaz de sobreviver por até oito semanas no meio ambiente sem, no entanto, se
multiplicar. Como micro-organismo pode alojar-se em superficies e continuamente
infectar animais por contato direto. A persisténcia deste micro-organismo no ambiente
parece ser o principal fator responsavel pela sua transmissdo no rebanho (AUGUSTINE
e RENSHAW, 1986).

A infeccdo normalmente ocorre por meio de ferimentos na pele ou na membrana
mucosa, seguida pela disseminacdo da bactéria para os linfonodos superficiais, nos
quais os granulomas normalmente se desenvolvem, ocorrendo necrose nos Sseus
interiores. A disseminacdo da bactéria também pode atingir os 0Orgaos viscerais,
particularmente os pulmdes, pois 0 micro-organismo é capaz de penetrar nesse Orgao
através da inalacdo, ou seja, por aerossois expelidos por um animal acometido por
granulomas pulmonares (BATEY, 1986; ELLIS et al., 1987). As moscas também
podem ser consideradas como vetores passivos do micro-organismo (NAGY, 1971;
BRAVERMAN et al., 1999).

2. 3. 6. Fisiopatologia e resposta imune

A bactéria utiliza como a principal porta de entrada ferimentos ou pequenas
abrasdes na superficie da pele dos pequenos ruminantes (DORELLA et al., 2006;



BAIRD e FONTAINE, 2007). Apos a entrada, ocorre a formacgdo de pequenas lesbes
granulomatosas no local de acesso, comumente na regido subcutanea, ou nos linfonodos
superficiais, originando a LC externa ou superficial. A medida que o micro-organismo
se dissemina, utilizando a via linfatica ou sanguinea, as lesdes se desenvolvem em
orgdos internos, comumente nos linfonodos mediastinicos ou nos pulmdes, entretanto
qualquer 6rgdo pode ser acometido sendo essa forma conhecida como LC visceral
(KURIA et al., 2001; BAIRD e FONTAINE, 2007).

Os granulomas da LC sdo resultado principalmente da resposta imune do
hospedeiro, como um mecanismo que contem a disseminacdo deste micro-organismo.
As lesdes sdo constituidas de camadas concéntricas de macrdéfagos e principalmente
linfocitos T CD4+ e TCD8+. Estas células estdo distribuidas em torno de um centro
necrotico e circundadas por uma capsula fibrosa. O centro necrético contém liquido
necrotico de coloracdo variando do branco ao amarelado e/ou esverdeado que,
inicialmente, € mole e semifluido, evoluindo com o tempo para uma consisténcia
pastosa, chegando & caseosa nas lesdes mais antigas (WILLIAMSON, 2001). E
identificada uma semelhanca entre os granulomas causados pela infeccdo por C.
pseudotuberculosis e os causados por Mycobacterium tuberculosis (PASCUAL et al.,
1995).

2. 3. 7. Diagnostico

Normalmente, o diagnostico da LC em pequenos ruminantes é baseado no
quadro clinico e na identificacdo microbioldgica de C. pseudotuberculosis em material
extraido dos granulomas. O diagnéstico avaliando apenas a sintomatologia é
complicado, pois outros micro-organismos podem causar lesées semelhantes e o animal
pode ndo apresentar granulomas visiveis (UNANIAN et al., 1985). Ja a identificacdo
microbioldgica também tem suas limitacBes, devido a possivel contaminacdo do

material drenado, a qual pode impossibilitar o diagndstico.

Testes soroldgicos sdo importantes para um controle eficiente, visto que animais
infectados podem ndo apresentar sintomas aparentes e disseminar a infeccdo (KABA et
al., 1991). Vérios testes, incluindo testes ELISA com diferentes preparacoes
antigénicas, vém sendo desenvolvidos para detectar anticorpos contra C.
pseudotuberculosis em pequenos ruminantes, mas a maioria dos testes ndo € satisfatoria

quando aplicados sozinhos (PATON et al., 1995). Alguns testes funcionam bem



(DERCKSEN et al., 2000; KABA et al., 2001; REBOUCAS et al., 2013), mas
geralmente possuem pequenas falhas de sensibilidade em animais que apresentam
somente granulomas internos. Esses testes ainda ndo foram disponibilizados
comercialmente (BINNS et al., 2007). A dosagem de INF-y também é um método que
vem sendo estudado para se detectar a infeccdo por C. pseudotuberculosis, mas que
precisa de aprimoramentos (PRESCOT et al., 2002; MENZIES et al., 1994; SUNIL et
al., 2008; REBOUCAS et al., 2011).

Técnicas de diagnostico molecular tém trazido avangos na pratica clinica das
doencas infecciosas veterinarias. A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) é uma
técnica altamente sensivel e que possui um amplo potencial para deteccdo de patdgenos
(YANG e ROTHMAN, 2004), principalmente como diagnostico complementar, por ser
um método de maior custo e necessitar de laboratdrio e equipamentos especializados.
Um ensaio de multiplex PCR foi desenvolvido por Pacheco e colaboradores (2007), o
qual obteve alta especificidade e sensibilidade na deteccdo de C. pseudotuberculosis em

cultivo bacteriano oriundo de material caseoso.

2. 3. 9. Resposta imune a Corynebacterium pseudotuberculosis

Neutrofilos e macrofagos sdo células predominantes logo apos a infeccéo por C.
pseudotuberculosis (JOLLY, 1965; HARD, 1969). A presenca dessas células permite o
desenvolvimento dos mecanismos da resposta imune inata, que sdo importantes nos
primeiros dias da infeccdo, sendo responsaveis em gerar as condi¢fes necessarias para o
desenvolvimento da resposta adaptativa e direcionar o rumo da infeccdo (LAN et al.,
1999). O predominio inicial de macrofagos esta relacionado a uma rapida resolucdo da
infeccdo, enquanto que a maior presenca de polimorfonucleares levaria, numa etapa
seguinte, a uma infeccdo cronica (JOLLY, 1965).

Os lipidios de superficie celular de C. pseudotuberculosis, apds a fagocitose,
levam a morte dessas células (HARD, 1972; BATEY, 1986), iniciando assim a
formacdo dos granulomas. A retencdo do patdgeno na cépsula fibrética constitui um
importante mecanismo de defesa, limitando a disseminacdo da infeccdo (BATEY,
1986). Em infec¢es por Mycobacterium avium, estudos demonstraram que moléculas
de superficie do patdgeno provocam danos nas membranas celulares que impossibilitam

0 hospedeiro de desenvolver uma resposta eficaz para eliminagdo do micro-organismo,



estando a estrutura peculiar da parede celular relacionada com viruléncia e patogenia
(LANNELLE e DAFFE, 1991).

Os granulomas, principal manifestacdo clinica da doencga, sdo formados por
varias camadas celulares. Internamente é encontrado um centro necrotico, seguido por
uma camada rica em macrdfagos, uma zona com predominancia de linfocitos T e uma
zona rica em linfécitos B, limitada externamente por uma cépsula fibrética (PEPIN et
al., 1994). A sinalizacdo para a formagdo desse abscesso ainda ndo € conhecida, mas
como as quimiocinas recrutam células de defesa do hospedeiro e estdo envolvidas na
formacéo e manutencdo do granuloma na tuberculose (BEHAN et al., 2011), acredita-se
também estarem envolvidas durante a infeccdo por C. pseudotuberculosis, mais
especificamente as beta-quimiocinas. Essas quimiocinas inflamatdrias sdo produzidas
por varios tipos celulares (células endoteliais, epiteliais e fibroblastos) em resposta a
estimulos externos, tais como micro-organismo e citocinas pro-inflamatdrias, como
TNF-a e IL-1.

A imunidade adaptativa a C. pseudotuberculosis é atribuida a mecanismos
celulares e humorais (LAN et al., 1999), mas a resisténcia a bactérias intracelulares
facultativas esta mais relacionada a presenca de células T CD4+, principalmente dos
clones Thi, pela producdo de IFN-y e TNF-o que aumentam a atividade bactericida do
macréfago e estimulam linfocitos TCD8+, o0s quais podem produzir mais IFN-y, além

de lisar células infectadas.



3. JUSTIFICATIVA

Corynebacterium pseudotuberculosis é o agente causador da LC em caprinos
e ovinos. E uma zoonose economicamente importante, que afeta amplamente
pequenos ruminantes no mundo, sendo caracterizada pela formagdo de abscessos nos
linfonodos periféricos, e mais raramente nos linfonodos internos e pulmdées (HEIN e
CARGILL, 1981). No Nordeste brasileiro, a prevaléncia de linfadenite caseosa nos
rebanhos é alta, 0 que resulta em graves prejuizos econdmicos para essa regido do
pais, na qual muito dos pequenos criadores tem a caprinocultura como uma das suas
principais atividades produtivas (RIBEIRO et al., 1988).

E indiscutivel a importancia das quimiocinas na dindmica da resposta imune
contra patégenos intracelulares facultativos, e até o presente momento ndo existem
estudos envolvendo as quimiocinas em infec¢cdo com C. pseudotuberculosis.

O presente estudo é necessario para melhor elucidar a dindmica destas
moléculas tdo importantes na resposta imune, sendo relevante para o melhor
entendimento do comportamento e desenvolvimento de estratégias de combate a esta
doenca de grande importancia econdmica na caprino-ovinocultura, que é a
linfadenite caseosa. Também esperamos determinar se 0 antigeno capaz de suscitar
tal estimulo nos esplendcitos esta localizado na prépria bactéria, ou entre as

moléculas secretadas por esta durante seu crescimento.

4. HIPOTESE

Tendo em vista que M. tuberculosis € um forte indutor de quimiocinas,
sabendo que as quimiocinas CCL-2, CCI-3, CCL-4 e CCL-5 exercem papeis
fundamentais na formacdo do granuloma tuberculoso e que seus componentes de
parede celular tem um papel crucial nessa acao; é cabivel esperar que na infeccdo por
C.pseudotuberculosis, o qual possui uma resposta imunologica semelhante ao agente
etioldgico da tuberculose, essas quimiocinas, assim como 0s componentes de parede

celular sejam importantes para direcionar a progressao ou ndo da LC.



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral

Avaliar a inducdo da producdo de quimiocinas por uma cepa com alta e outra
com baixa patogenicidade de Corynebacterium pseudotuberculosis e seus preparados
antigénicos utilizando modelo murino in vitro, tragando a cinética de producdo
dessas moléculas e evidenciando sua importancia durante a infeccdo com o referido

patdgeno, além da caracterizacdo de lipidios de parede da bactéria.

5.2. Objetivos especificos

- Verificar a producdo das citocinas TNF-o e IL-1 perante o estimulo de
esplendcitos murinos com diferentes antigenos de cepas de C. pseudotuberculosis

com baixa e alta viruléncia.

- Verificar a producdo das quimiocinas CCL-2 (MCP-1), CCL-3 (MIP-1a),
CCL-4 (MIP-1B) e CCL-5 (RANTES) perante o estimulo de esplendcitos murinos
com diferentes antigenos de cepas de C. pseudotuberculosis com baixa e alta

viruléncia.

- Determinar se o antigeno capaz de suscitar tal estimulo nos esplendcitos esta
localizado na prépria bactéria, ou entre as moléculas secretadas por esta durante seu

crescimento.

- Definir o perfil lipidico das cepas de alta e baixa viruléncia de C.

pseudotuberculosis.
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RESUMO

Corynebacterium pseudotuberculosis é o agente etiolégico da Linfadenite
Caseosa, doenca a qual é responsavel por perdas econdmicas significativas na pecuaria.
O mais notével sinal clinico nessa infecgdo é a formacédo de granulomas, principalmente
em pequenos ruminantes. A sinalizacdo responsavel pela formagdo e manutengdo desses
granulomas é desconhecida. Sabendo que citocinas e quimiocinas direcionam células
para sitios e tecidos especificos, é plausivel que quimiocinas participem da formacéo do
abscesso. Este trabalho teve como objetivo avaliar a inducdo da producdo de
quimiocinas por duas cepas de C. pseudotuberculosis em modelo murino. Esplendcitos
retirados de camundongos foram estimulados com a bactéria viva e diferentes extratos
antigénicos das cepas de C. pseudotuberculosis T1, de baixa patogenicidade, e VD57,
de alta patogenicidade. Os sobrenadantes dos cultivos de esplendcitos foram retirados
com 24, 48 e 72 horas apds o inicio do cultivo, e as quantificacBes de IL-1, TNF- a,
CCL-2, CCL3, CCL4 e CCLS5 foram realizadas por ELISA. A bactéria viavel da cepa
VD57 demonstrou alta capacidade em estimular as moléculas em estudo quando
comparado com a cepa T1, principalmente nos momentos iniciais, o que pode ter
impacto na formagdo do granuloma. O antigeno lisado de T1 foi capaz de estimular a
maioria das moléculas, quando comparado com outras fracGes antigénicas de ambas as
cepas. Esses resultados indicam que C. pseudotuberculosis é indutora de quimiocinas, e

que as cepas testadas diferem no padrdo de inducdo das mesmas.

Palavras chaves: Corynebacterium pseudotuberculosis, citocinas, quimiocinas,

granulomas.



INTRODUCAO

Corynebacterium pseudotuberculosis é uma bactéria Gram positiva, intracelular
facultativa e agente etioldgico da linfadenite caseosa (LC). Essa doenca é uma zoonose
ocupacional de ocorréncia mundial, infectocontagiosa de carater crénico, que acomete
principalmente pequenos ruminantes. Esses animais apresentam lesdes granulomatosas
nos linfonodos externos e/ou internos, as quais também podem ocorrer em 6rgdos como
coracdo, figado e pulméo. Essas lesbes podem trazer perdas econémicas ao setor
pecudario devido a depreciacdo do couro, condenacdo de visceras e carcacas, perda de
peso e diminuicio da producéo de leite (FONTAINE e BAIRD, 2008; GUIMARAES et
al., 2011).

A caprinocultura e ovinocultura tem se destacado no agronegécio brasileiro,
principalmente na regido Nordeste, que tem na Bahia o estado com o maior rebanho de
caprinos do Pais (BRASIL, 2010), constituindo as principais fontes econémicas e
nutricionais de muitas familias (RIBEIRO et al., 1988; MEYER, 2003; DORELLA et
al., 2006). A LC é bastante disseminada em regi6es com criacdes de caprinos e ovinos,
com prevaléncia clinica atingindo 30% a 75% dos animais (FARIA et al., 2004;
GUIMARAES et. a.l, 2011). Um estudo soroldgico realizado no ano de 2003 em 19
municipios do semiarido baiano demonstrou uma prevaléncia media de 46,6%
(MEYER, 2003).

A inflamacdo granulomatosa € uma caracteristica histolégica marcante de
infeccbes com alguns agentes intracelulares, consequéncia da estimulagdo antigénica
cronica causada pela persisténcia bacteriana no fagdcito (BEHAM et al., 2011). Na
infeccdo por Mycobacterium tuberculosis ja foi verificado que quimiocinas sao
essenciais na formacdo e manutencdo de granulomas, o qual tem como funcédo isolar
fisicamente a bactéria, impedindo sua disseminacdo no organismo e criar um ambiente
que permita uma resposta imune efetiva (ALGOOQOD et al., 2003).

Alguns trabalhos referentes as quimiocinas vém sendo realizados envolvendo
Mycobacterium tuberculosis, causador da tuberculose humana, o qual pertence ao
mesmo grupo filogenético que C. pseudotuberculosis, e desencadeia uma resposta
imune semelhante a0 mesmo. O M. tuberculosis € um forte indutor da expressao de
quimiocinas, tendo seus componentes de parede celular um papel crucial nesta acéo.
Citocinas agem de forma coordenada na formacdo do granuloma e regulam -

guimiocinas (quimiocinas da familia CC) como CCL-2, CCL-3, CCL-4 e CCL-5, as



quais possuem habilidade de recrutar e ativar células T, mastocitos, mondcitos, células
dendriticas e natural Killer (NK) para o sitio de infeccdo (HASAN et al., 2009; KANG
et al., 2011). Isso indica que essas moléculas sdo capazes de modular a resposta imune
contra essas infeccdes bacterianas (INTEMANN, 2011; MENDEZ-SAMPEIRO, 2008).

O campo das quimiocinas €é relativamente novo, ja que essas foram descobertas e
vem sendo estudadas ha pouco mais de 20 anos. Até o momento ndo existem estudos
que avaliem a producdo destas moléculas em infecgdes com C. pseudotuberculosis. O
presente trabalho tem como objetivo avaliar a inducéo da producdo de quimiocinas pela
bactéria viva e por diferentes extratos antigénicos produzidos a partir de uma cepa de
baixa e outra de alta patogenicidade de C. pseudotuberculosis em modelo murino, com
a finalidade de tracar um perfil comportamental destas moléculas e evidenciar sua

importancia durante a infeccdo com o referido patogeno.

MATERIAL E METODOS

Animais utilizados

Para realizacdo do cultivo de esplendcitos, foram utilizados 20 camundongos da
linhagem BALB/c, com idade de quatro a seis semanas, provenientes do Biotério
Central do Centro de Pesquisas Gongalo Muniz (FIOCRUZ-BA), e mais 20 animais
para realizacdo da curva de sobrevivéncia ao desafio com as linhagens bacterianas. O
projeto de pesquisa que deu origem ao presente manuscrito foi aprovado pelo Comité de
Etica do Instituto de Ciéncias da Satde UFBA (001/2009).

Linhagens bacterianas

Para a producdo de antigenos, foram empregadas duas estirpes bacterianas. A
linhagem T1 (MOURA-COSTA et al., 2008) foi isolada de um caprino naturalmente
infectado da regido de Santa Luz - Ba e mantida no Laboratério de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA) desde o
ano de 2000, onde foi realizada a identificagdo pelo teste “API coryne” (BioMérieux
AS, Marcy-I’Etoile, Franga), e apds sucessivas culturas em meio especifico, foi
considerada de baixa patogenicidade por apresentar hemolise sinérgica com
Rhodococcus equi menos intensa que outras estirpes. A partir de entdo, esta linhagem é

mantida na colecdo do Laboratério de Microbiologia do ICS/UFBA, sendo utilizada em



diversos ensaios laboratoriais, por promover uma infeccdo mais branda tanto em
caprinos e ovinos como em camundongos infectados experimentalmente. A outra
estirpe utilizada foi denominada VD57 (MOURA-COSTA et al., 2008), tendo sido
identificada da mesma maneira que a cepa T1 e também pertence a colecdo do
Laboratorio de Microbiologia do ICS/UFBA. Essa linhagem possui alta viruléncia e é

proveniente de um caprino naturalmente infectado da regido de Juazeiro, Bahia.

Curva de sobrevivéncia de camundongos Balb/c desafiados com as linhagens
bacterianas estudadas

10 camundongos Balb/c foram inoculados 1x10° de bactérias da linhagem T1 e
outros 10 animais foram inoculados com 1x10° de bactérias da linhagem VD57. Todas
as injecbes foram realizadas por via intraperitoneal. A taxa de sobrevivéncia dos
murinos foi acompanhada durante o periodo de 30 dias, com inspecao diaria das caixas

gue os continham para anotacéo de dbitos.

Solucbes antigénicas

Antigeno secretado concentrado pelo método de particdo de trés fases (TPP)

Para a producdo das proteinas secretadas de ambas as cepas, quatro litros de
cultura de cada uma delas, obtidas de cultivo em meio BHI (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, EUA) a 37°C por 48 horas, foram utilizados, seguindo-se protocolo para
concentracdo das proteinas secretadas estabelecido por Paule e colaboradores (2004).
As amostras foram armazenadas a - 20°C até o uso.

Antigeno somatico/lisado

As linhagens bacterianas foram cultivadas em meio BHI a 37°C por 48 horas.
A cultura foi entdo centrifugada a 3000 x g por 30 minutos a 4°C. A massa das bactérias
foi lavada duas vezes com salina tamponada com fosfato (PBS) e posteriormente foi
adicionado PBS (1:5) para ser realizada a sonicag¢do a 60HZ, usando cinco ciclos de 60
segundos cada (Branson Sonifier 450). As amostras foram centrifugadas a 10000 x g

por 30 minutos a 4°C e armazenadas a - 20°C.

Obtengao dos esplendcitos murinos



Vinte camundongos foram sacrificados, lavados com alcool 70%, e secos com
papel toalha. Em uma capela de fluxo laminar, foram mantidos em decubito dorsal e
seccionados com materiais de dissecacdo estéreis, para retirada do baco. Os bacos foram
acondicionados em placa de Petri contendo meio RPMI e mantidos sempre a 4°C. Para
extracdo dos esplendcitos, os 6rgdos foram homogeneizados com macerador de tecidos
e 0 produto da maceragédo colocado em tubos para centrifugacdo a 4°C por 10 minutos a
500 x g. O sobrenadante foi desprezado e a massa foi ressuspensa em 1ml de RPMI. Os
esplendcitos foram contados em camera de Neubauer, e entdo adicionados a uma
concentragéo de 1x10° células/ml em cada pogo de uma placa de cultivo de 24 pocos,
utilizando-se meio RPMI a uma temperatura de 37C e 5% de CO2. O volume final de
cada poco foi de 1ml.

Estimulos dos esplendcitos:

Os esplendcitos de 10 camundongos foram estimulados como descrito a seguir:
somente com tampédo Salina Fosfato (PBS), representando o grupo controle; 5 pg/mi
mitogeno Pokeweed (PWM) (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO), representando o grupo
controle positivo; com 102, 10* e 10° unidades formadoras de colénias - CFU,
respectivamente, da cepa de baixa patogenicidade T1 de C. pseudotuberculosis; com
102, 10* e 10° CFU, respectivamente, da cepa de alta patogenicidade VD57 de C.
pseudotuberculosis. Todos os estimulos foram realizados em triplicata, e o sobrenadante
foi retirado de cada um destes 24, 48 e 72 horas ap0s o inicio do cultivo. Foram
retirados esplendécitos de mais 10 camundongos, os quais foram estimulados como a
seguir: somente com PBS, representando o grupo controle; 5 pg/ml de mitégeno PWM,
representando o grupo controle positivo; com 80 pg/ml de antigeno secretado em meio
BHI de cepa T1 de C. pseudotuberculosis; com 80 pg/ml antigeno de cepa T1 de C.
pseudotuberculosis lisada; com 80 pg/ml de antigeno secretado da cepa VD57 de C.
pseudotuberculosis; com 80 ug/ml de antigeno de cepa VD57 lisada de C.
pseudotuberculosis. Esses estimulos também foram realizados em triplicata, e cada um
deles foi retirado 24, 48 e 72 horas depois do estimulo inicial. As concentracdes de

antigeno utilizadas seguiram o que foi descrito por Reboucas e colaboradores (2011).

Mensuragdo de quimiocinas e citocinas da imunidade inata em sobrenadante de

cultivo



Os sobrenadantes do cultivo de esplendcitos com os diferentes estimulos
foram submetidos a quantificacdo das citocinas IL-1 e TNF-a, e das quimiocinas CCL-
2, CCL-3, CCL-4, CCL-5, através do ensaio de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA)

sanduiche, utilizando Kits disponiveis comercialmente (ReD Diagnostics).

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo método de Kruskal Wallis, para
distribuicbes ndo paramétricas, para comparacdes entre o controle negativo e o positivo,
bem como do controle negativo com as estimulacdes de cada concentracdo do antigeno
vivo e de fragdes antigénicas das cepas de C. pseudotuberculosis em diferentes tempos.
A andlise de correlacdo entre a inducdo de citocinas e quimiocinas foi feita pelo método

de Spearman, também para distribuicGes ndo paramétricas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Esse estudo foi conduzido para melhor elucidar a dindmica da producdo de
quimiocinas e citocinas durante a infec¢do por C. pseudotuberculosis, por esplendcitos
de camundongos susceptiveis Balb/c estimulados com diferentes extratos antigénicos
dessa bactéria. Foi escolhido esse modelo animal devido as inimeras vantagens, tais
como o facil manejo, a existéncia de linhagens isogénicas, além de demonstrar um
padrdo de resposta a doenga que guarda semelhancas ao observado com 0s caprinos e
ovinos (MOURA-COSTA et al., 2008). Duas linhagens bacterianas da colecdo do
Laboratorio de Microbiologia da UFBA foram utilizadas: T1 com baixa patogenicidade
e VD57 com alta patogenicidade. Com a finalidade de demonstrar a patogenicidade de
cada estirpe, foi realizada uma curva de sobrevivéncia com 20 camundongos Balb/c,
metade deles inoculados com T1 e a outra parte com VD57, e acompanhado o0 nimero
de sobreviventes durante 30 dias (Figura 1). Dos animais desafiados com a cepa T1,
90% se mantiveram vivos durante o periodo estudado, enquanto 0s sobreviventes
referentes & inoculacdo com VD57 foram 50%, 0 que comprova a patogenicidade
descrita para cada uma delas. A linhagem T1 foi inicialmente considerada atenuada pela
diferenca estabelecida na infec¢do ao ser comparada com outras linhagens da bactéria,

onde apresentou uma infeccdo mais branda em modelo murino (VALE, 2005; SILVA,



2010; FRAGA, 2012), como também no modelo caprino (MOURA-COSTA et al.,
2008) e ovino (LIMA; 2009).
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Figura 1. Curva de sobrevivéncia de camundongos Balb/C apoés desafio com as cepas
VD57 e T1 de C. pseudotuberculosis, acompanhados por 30 dias apds o desafio. 90%
dos animais inoculados com T1 sobreviveram, enquanto 50% dos animais inoculados
com VD57 sobreviveram apos 30 dias de observacao.

Para a estimulacdo da producao de quimiocinas por esplendcitos murinos, foram
utilizadas diferentes concentracdes das bactérias vivas em diferentes tempos de cultivo
(24, 48 e 72h), assim como distintos extratos antigénicos (secretado e lisado), cultivados
também com os mesmos tempos citados para as bactérias vivas. O controle positivo
(PWM) de todas as culturas apresentou diferenca estatistica significante em relacdo ao
controle negativo (PBS), garantindo o controle de qualidade do cultivo realizado (dados
ndo mostrados). Em alguns momentos, o PBS apresentou leitura na producdo de
citocinas e quimiocinas, 0 que ja era esperado devido a lise e morte celular durante o
tempo transcorrido na metodologia, e esse fato foi considerado para validar a analise
final.

As citocinas inflamatérias TNF-o e TL-1 foram escolhidas para inser¢do neste
estudo por estarem descritas na literatura como indutoras de quimiocinas na infecgéo
por Mycobacterium tuberculosis, e o fato da auséncia de TNF-a resultar em um
granuloma com mé formacéo, o que pode prejudicar o controle da infecgdo tanto na
tuberculose como na LC (SADEK et al., 1998; KORBEL et al., 2008; ALGOOD et al.,
2011). As quimiocinas sdo responsaveis por recrutar células de defesa do hospedeiro

para os locais de infecgdo, regulando o trafego de linfocitos e outros leucécitos através



dos tecidos linféides periféricos. A expressdo de B-quimiocinas, incluindo CCL-2,
CCL-3, CCL-4 e CCL-5 vém sendo demonstradas em processos crénicos, como
psoriases (GILLITZER et al., 1993), inflamagdo gengival (YU X et al., 1993) e
formacdo do granuloma schistosomal (LUCAKS et al., 1993). Estas quimiocinas
exercem papéis fundamentais na formagdo do granuloma na tuberculose (HAGGE et al.
2009; HASAN et al., 2009; MENDEZ-SAMPEIRO, 2008), uma das principais
estruturas envolvidas também no combate a linfadenite caseosa. Sendo assim, as
moléculas CCL-2, CCL-3, CCL-4 e CCL-5 foram avaliadas nesse estudo por serem
descritas como importantes durante a infeccdo com a bactéria causadora da tuberculose
humana, a qual € amplamente estudada e possui uma resposta imune semelhante com o
bacilo causador da LC (HASAN et al., 2009; ALGOOD et al., 2011; KANG et al.,
2011). Na Figura 2, pode-se observar a producdo das citocinas e quimiocinas estudadas
com diferentes concentracbes antigénicas de uma cepa de baixa e outra de alta
patogenicidade de C. pseudotuberculosis vivas.
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Figura 2. Producio de citocinas por esplenocitos de 10 camundongos estimulados
com diferentes concentracdes de duas cepas de C. pseudotuberculosis em tempos
distintos. * Diferenca estatistica significantiva entre o controle negativo (PBS) e o
estimulo em cada tempo. (p £0,05).



Houve producdo significativa de TNF-a quando os esplenocitos foram
estimulados com a cepa VD57 no tempo de 48 horas ap6s o cultivo, em todas as
concentragOes de bactérias vivas. Nao houve producéo significativa de TNF- a quando
as células foram estimuladas por T1 viva. No tempo de 24 horas, houve uma grande
variacdo nos niveis de TNF- o produzidos pelos esplendcitos apds estimulo com VD57,
0 que levou a um grande desvio padrdo (Figura 2a). Essa variacdo ja foi descrita na
literatura para outras citocinas, em modelos murinos, ovinos e caprinos (EI-ENBAAWY
et al., 2005; MOURA-COSTA et al.,, 2008; REBOUCAS et al., 2011), o0 mesmo

aconteceu com outras moléculas estudadas em diferentes tempos de cultivo.

A metodologia utilizada para avaliar a inducdo de TNF-a também foi realizada
para avaliar a produgéo de IL-1 e das quimiocinas estudadas. Os resultados da produgao
de IL-1 podem ser vistos na Figura 2b; houve inducdo significativa, embora em niveis
inferiores ao alcancado por TNF-a, quando os esplendcitos foram estimulados por
VD57 viva, em todos os tempos e concentracdes, 0 mesmo ndo ocorrendo quando o

estimulo foi feito com a cepa T1.

Na Figura 2c, encontram-se o0s resultados da producdo de CCL-2 pelas células
do bago dos camundongos com a bactéria viva das duas linhagens de C.
pseudotuberculosis. Houve producédo significativa de CCL-2 quando as células foram
estimuladas com 10* CFU de VD57 somente no tempo de 48 horas e, apesar de TNF-a e
de IL-1 também serem produzidas nesse momento, nao foi verificado correlacdo entre a
producdo dessas moléculas com CCL-2 (tabela 1). A bactéria viva T1, da mesma
maneira que ocorreu com as citocinas descritas, ndo apresentou producéo significativa
de CCL-2 em nenhum dos estimulos. E bem documentado que CCL2 é potente ativador
de mondcitos, atraindo linfécitos T CD4* e células dendriticas, e exerce papel
fundamental no controle da tuberculose em ratos (BEHAN et al., 2011; INTEMANN et
al., 2011), embora altos niveis dessa molécula em humanos possa ocasionar aumento de
susceptibilidade a tuberculose, talvez por insensibilizacdo do seu receptor (INTEMANN
etal., 2011).

Especificamente, CCL-3, CCL-4 e CCL-5 na infeccdo por M. tuberculosis
induzem ativacdo e proliferacdo de células T e de macrofagos. CCL-3 promove ainda a
diferenciacdo de celulas Thl (ARIAS et al.,, 2007). No presente estudo, VD57

estimulou a producéo significante de CCL-3 48 e 72 horas apds o estimulo, em todas as



concentracdes da bactéria viva e T1 estimulou producdo de CCL-3 de forma mais tardia,
somente 72 horas apds estimulo (Figura 2d). Essa quimiocina foi a Unica com producéo
significativa referente & cepa de baixa patogenicidade. A inducéo significativa de CCL-
3 pela cepa de baixa patogenicidade esta relacionada positivamente com a inducao de
TNF-a e IL-1, mesmo ndo ocorrendo inducdo significativa dessas citocinas por essa
cepa (Tabela 1). A producdo referente a quimiocina CCL-3 foi a maior de todas as
moléculas estudadas para ambas as cepas de C. pseudotuberculosis. Entdo, sugere-se
que o sistema imune necessita da quimiocina CCL-3 para montar a sua resposta frente a
infeccdo com C. pseudotuberculosis e que a resposta a cepa patogénica € mais precoce

quando comparada a menos patogénica.

A quimiocina CCL-4 foi produzida de forma significante por esplendcitos
estimulados com a bactéria VD57 viva ap6s 48 horas nas concentragdes de 10* a 10°
CFU e essa producdo teve correlacdo positiva com a producéo de TNF-a. A bactéria T1
viavel ndo induziu producdo de CCL-4 (Figura 2e). Assim como percebido em relacdo a
CCL2, CCL4 também é induzida pela cepa patogénica viavel e ndo pela pouco
patogénica, se mostrando importante para sinalizacdo inicial que provavelmente
resultard na formacdo do granuloma, principal sintoma clinico da infeccdo crénica

gerada pelo bacilo causador da linfadenite caseosa.

Ja em relacdo a CCL-5 ndo houve producdo significativa pelos esplendcitos em
nenhuma concentracdo da bactéria viavel de ambas as linhagens (Figura 2f), ou seja, a
Unica molécula ndo estimulada pela cepa de alta patogenicidade. Esse padrdo de
resposta da cepa VD57 provavelmente esta associado a um mecanismo de escape do
micro-organismo patogénico para continuar a multiplicacdo pelo organismo, visto que a
importancia da quimiocina CCL-5 foi evidenciada no controle da tuberculose murina,
onde a resposta imune adquirida e a formacdo do granuloma foi fraca na sua auséncia
(VESOSKY et al., 2010). Portanto, a auséncia de inducdo de CCL-5 pela cepa VD57
patogénica pode resultar na ma formacdo do abscesso caseoso e a ndo retencdo dessa
bactéria dentro do granuloma. A linhagem T1 viva, por ndo ser uma potente indutora de
sintomatologia e, portanto, pouco indutora de granuloma, parece necessitar somente da
producdo de CCL-3, um potente ativador de resposta Thl, e induzir certa resisténcia
verificada em seus hospedeiros, sendo CCL-5 mais uma das quimiocinas sem producéo
significativa. Ja a cepa VD57 foi capaz de estimular todas as moléculas estudadas até o

momento, mas falhou em estimular a producdo de CCL-5, o que pode estar associada



com a sua alta patogenicidade, induzindo um granuloma desestruturado que permita o
escape da bactéria para continuar a se disseminar pelo organismo do hospedeiro. Ha
também de se levar em consideracdo que uma inducdo significativa de citocinas da
imunidade inata, pode, quando em altas concentragdes, levar a um quadro de choque

séptico e morte do animal.

Com intuito de estabelecer se a inducdo de cada citocina se relaciona com o0s
niveis obtidos para cada quimiocina estudada na infeccdo por C. pseudotuberculosis
utilizando como estimulo a bactéria viva e suas fragdes em esplendcitos murinos, foram
realizadas andlise de correlacdo de Spearman (Tabela 1). S6é foram levados em
consideracdo para analise de correlacdo os dados quando houve producéo significativa
de cada molécula comparada ao controle negativo. Pode se notar que, no geral, as
citocinas pesquisadas obtiveram correlagdo com a indugéo das quimiocinas na infecgcéo
por C. pseudotuberculosis e, nos casos que nao houve essa correlacao, outro fator que
pode ter estimulado a inducdo das quimiocinas seria o préprio micro-organismo, através
de sua capacidade de adesdo celular e invasividade. As quimiocinas inflamatdrias
pesquisadas sdo produzidas por leucécitos e varios tipos celulares (células epiteliais,
endoteliais e fibroblastos) em resposta a estimulos externos, incluindo citocinas pro-
inflamatdrias, principalmente TNF-a e IL-1 (MATSUSHIMA et al., 1988;
OPPENHEIM et al., 1991), induzidos por constituintes de micro-organismos, como
moléculas da parede celular (CHATTERJEE et al., 1992). E conhecido que a inducio
de citocinas inflamatorias por macrofagos alveolares na tuberculose estimula a
expressdo de quimiocinas de uma forma autdcrina (TAUB et al., 1995; WALLIS et al.,
1986). Brieland e colaboradores (1995) verificaram que TNF-a e IL-1 estimulam a
producdo de CCL-2 em macrofagos alveolares murinos, embora Streiter e colaboradores
(1990) ndo tenham observado o mesmo em macrofagos alveolares humanos. As
diferencas encontradas talvez acontecam por causa de diferentes condi¢des de cultivo,
sendo possivel que a expressdao de citocinas inflamatdérias em infeccdes por M.
tuberculosis (SADEK et al., 1998) e por C. pseudotuberculosis contribuam para o

aumento dos niveis de quimiocinas.



Tabela 1. Correlagdo entre citocinas e quimiocinas produzidas de
forma significativa pelas cepas vivas de C. pseudotuberculosis e
fragbes antigénicas, detectadas pelo método estatistico de
Spearman. Os tragos indicam situagdes nas quais ndo foi observada
producdo significativa de quimiocinas.

Cepa VD57 viva

Citocinas/Quimiocinas CCL-2 CCL-3 CCL-4 CCL-5
TNF- a ausente positiva positiva

IL-1 ausente positiva ausente

Cepa T1 viva

Citocinas/Quimiocinas CCL-2 CCL-3 CCL-4 CCL-5
TNF- a positiva

IL-1 positiva

Lisado de T1

Citocinas/Quimiocinas CCL-2 CCL-3 CCL-4 CCL-5
TNF- a ausente positiva positiva positiva
IL-1 positiva positiva ausente positiva
Secretado de VD57

Citocinas/Quimiocinas CCL-2 CCL-3 CCL-4 CCL-5
TNF- a positiva positiva
IL-1 - ausente - ausente

As distintas concentracBes bacterianas utilizadas para estimular as células
murinas ndo mostraram diferencas marcantes na inducdo das moléculas, mas podemos
afirmar que a quantidade de 10* células bacterianas é a ideal para uso posterior nas
mesmas condic¢des de cultivo, por mostrar capacidade de inducdo quando somente uma
das outras concentracdes ou quando ambas (10? e 10°) estimularam a producdo das

citocinas e quimiocinas de maneira significante.

Os resultados mostram que C. pseudotuberculosis € capaz de induzir
quimiocinas e, assim como em estudo com bacilo da tuberculose descrito anteriormente
(RHOADES et al., 1995), nota-se que a producdo de quimiocinas pode variar de acordo
com as cepas estudadas. Segundo Saukkonem e colaboradores (2002), uma cepa
virulenta de M. tuberculosis foi capaz de induzir macrofagos alveolares humanos a
produzirem CCL-2, CCL-3, CCL-4 e CCL-5, resultado também encontrado por outros
pesquisadores (SADEK et al.,, 1998) e uma cepa avirulenta foi capaz de induzir as

mesmas quimiocinas, com destaque maior para CCL-3. Nesse estudo, Sadek, utilizando



distintas cepas de C. pseudotuberculosis, no geral, a bactéria VD57 (patogénica)
estimulou mais TNF-a, IL-1, CCL-2, CCL-3 e CCL-4 quando comparada a T1. A
VD57 s6 ndo foi capaz de estimular a producdo de CCL-5, enquanto a linhagem de
baixa patogenicidade T1 s6 estimulou producdo de CCL-3 apds 72 horas, indicando que
a cepa de alta viruléncia apresentou uma resposta mais rapida, o que pode ter impacto
na formacdo do granuloma (SAUKKONEM et al., 2002; VESOSKY et al., 2010). O
resultado, apesar de indicar diferencas cepa-especifica ja descritas na literatura, néo foi
semelhante ao encontrado em estudo de M. tuberculosis envolvendo cepas virulenta e
avirulenta, provavelmente pelas diferencas nas metodologias e nos mecanismos de

escape do sistema imune.

Além de estimular as células do baco de camundongos com a bactéria viva,
também foram utilizados extratos antigénicos (lisado e secretado) das duas cepas
bacterianas estudadas de alta e baixa patogenicidade, para verificar a producdo de TNF-
a, IL-1, CCL-2, CCL-3, CCL-4 e CCL-5. Os resultados podem ser visualizados na
Figura 3. A bactéria em alguns momentos induziu taxas maiores de producdo das
moléculas estudadas do que algumas de suas fragdes, provavelmente devido a interacdo
do patdgeno vivo com células hospedeiras, desempenhando fungdes de reconhecimento,

adesdo, invasdo, sobrevivéncia nos esplendcitos e taxa de crescimento.
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Figura 3. Producgdo de citocinas por esplendcitos de 10 camundongos estimulados com 80ug

de antigeno lisado ou secretado das cepas T1 e VD57 de C. pseudotuberculosis, em tempos

distintos. * Diferenga estatistica significativa entre o controle positivo e o estimulo, em cada
determinado tempo (p <0,05).



Pode-se observar, na Figura 3a, a producéo significativa de TNF-a quando os
esplendcitos foram estimulados com antigeno lisado da bactéria T1, nos tempos 48 e 72
horas. O antigeno secretado de T1 e as fracGes antigénicas de VD57 ndo induziram
producdo significativa de TNF-a. Houve producéo significativa de IL-1 no cultivo das
células do baco nos tempos 48 e 72 horas com a inducdo com antigeno lisado da
bactéria T1, assim como TNF-a, embora em menores niveis e também quando foram

estimulados com o antigeno secretado da cepa VD57 no tempo de 48 horas (Figura 3b).

Em relacdo a CCL-2, utilizando o antigeno lisado da cepa T1, também houve
producdo significativa esplendcitos murinos em 24, 48 e 72 horas ap6s o estimulo com
correlacdo positiva a producdo de TNF-a (Tabela 1) e ndo houve producéo significativa
com o antigeno secretado de ambas as cepas e nem com lisado de VD57 (Figura 3c). O
antigeno lisado de T1 obteve producdo significativa de CCL-3 na estimulacdo dos
esplendcitos nos tempos de 24, 48 e 72 horas e com correlacdo positiva em relacao a
producdo das citocinas (Tabela 1). Também houve producédo significativa de CCL-3
quando a estimulacéo foi realizada com antigeno secretado da cepa VD57 24 horas apés
o estimulo (Figura 3d), essa producdo sé teve correlacdo positiva com a inducdo da
citocina TNF-o (Tabela 1).

Houve producdo significativa de CCL-4 apenas quando os esplendcitos foram
estimulados com o antigeno lisado da cepa T1, 48 e 72 horas ap6s o estimulo (Figura
3e), com niveis de inducéo correlacionados com os de TNF-a (Tabela 1). Na Figura 3f,
verificamos que CCL-5 foi produzido significantemente quando os esplendcitos foram
estimulados com o antigeno lisado da cepa T1, 24, 48 e 72 horas ap6s o estimulo com
correlagbes com 0s niveis das citocinas, e ocorreu também producdo significativa de
CCL-5 24 horas apds o estimulo por antigeno secretado da cepa VD57, correlacionada
com a inducdo de TNF-a (Tabela 1).

Analisando esses resultados referentes a estimulacdo de células do baco de
camundongos Balb/c com fracGes antigénicas de cepa com alta e baixa patogenicidade,
percebemos que o antigeno lisado oriundo da cepa T1 obteve maior estimulagdo de
quimiocinas e citocinas quando comparado aos outros antigenos utilizados nesse estudo,
principalmente no tempo de 72 horas. Em trabalhos anteriores com camundongos
também Balb/c, j& tinha sido descrito uma melhor estimulacdo de citocinas pelo lisado

de T1 em relacdo ao secretado da mesma cepa (VALE, 2005). As taxas altas de indugéo



das moléculas estudadas pelo lisado de T1 provavelmente estdo associadas a
concentracdo do antigeno indutor da imunidade inata, com exposi¢do de moléculas néo
expostas naturalmente, ou mesmo que estdo encobertos por outros antigenos de
membrana. VD 57, em alguns momentos, induziu de forma significativa CCL-5 e CCL-
3 (24h), e IL-1 (48h), utilizando o antigeno secretado. O antigeno lisado de VD57 e o
antigeno secretado de T1 ndo foram capazes de induzir de forma significativa as
citocinas e quimiocinas estudadas. Portanto, assim como verificado em estudos
anteriores, a contribuicdo das quimiocinas pode variar significantemente de acordo com
a viruléncia do organismo e seus mecanismos de escape (CHENSUE, 2001; HAGGE et
al., 2009).

Propriedades relacionadas a fatores de viruléncia, como composi¢cdo da parede
celular, podem ser responsaveis por diferencas na resposta imune e provavelmente na
formacdo do granuloma (MARQUES DA SILVA et al.,, 2010). As altas taxas de
producdo de quimiocinas frente ao antigeno lisado de cepa T1 reforcam a ideia de que
as diferengas observadas em modelo murino perante os distintos extratos antigénicos
podem estar associados a composicao da parede celular de cada linhagem bacteriana e
que essa fracdo antigénica da cepa de baixa patogenicidade é um candidato promissor
para uso em imunodiagndstico e imunoprofilaxia da LC. Entender os fatores que
contribuem para esse complexo relacionamento entre o patdgeno e o hospedeiro é

essencial para modular com sucesso 0s ensaios clinicos.

Montando um quadro com todos os resultados obtidos, podemos notar que,
dependendo da cepa e do extrato antigénico de C. pseudotuberculosis utilizados em
modelo murino, pode haver producdo das citocinas TNF- a e IL-1 e das quimiocinas
CCL-2, CCL-3, CCL-4 e CCL-5, e com isso permitir uma acdo de quimiotaxia,
principalmente de leucdécitos e macréfagos importantes na formacdo do abscesso, assim
como na infeccdo por M. tuberculosis. Vale a pena ressaltar que a cepa viva capaz de
causar doenca s6 ndo induziu CCL-5, responsavel pela formacdo e manutencdo de um
granuloma que consegue isolar a bactéria do organismo, sendo provavelmente um fator
contribuinte para sua patogenicidade. Também como verificado na tuberculose,
diferengas na producdo dessas moléculas podem ter impacto na resposta imune inata e
adquirida da LC (VESOSKY et al., 2010).



CONCLUSOES

Frente ao protocolo experimental desenvolvido e aos resultados obtidos, conclui-
se que:

e C. pseudotuberculosis é capaz de induzir a producdo das quimiocinas estudadas.

e A cepa de alta patogenicidade viva estimula mais as quimiocinas quando
comparada com a de baixa viruléncia viva, o que pode ter impacto na formacéo
da principal sintomatologia clinica da LC, o granuloma.

e O antigeno lisado de T1 foi o extrato antigénico que mostrou maior capacidade
de inducgéo das quimiocinas, seguido pelo secretado de VD57. O secretado de T1
e o lisado de VD57 ndo foram capazes de induzir as moléculas estudadas em
nenhum momento de forma significativa.

e Com a maior capacidade de inducdo de quimiocinas, o lisado de T1 constitui um
candidato promissor para melhor purificacdo e posterior utilizacdo para
desenvolvimento em teste de imunodiagndstico e imunoprofilaxia.

e Cepas bacterianas diferentes resultam em distintos padrdes de inducdo dessas
moléculas o que pode influenciar na sua patogenicidade e capacidade de

formagéo e manutencgéo do granuloma.
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RESUMO

A linfadenite caseosa (LC) é uma doenca infectocontagiosa causada pela
bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis principalmente em pequenos ruminantes,
sendo caracterizada pela formacgéo de granulomas nos linfonodos e/ou visceras. Apesar
de ndo se conhecer muito sobre a interacdo patdgeno/hospedeiro desta bactéria, €
conhecido que a sua composicdo lipidica é importante para sua caracterizagao
taxondmica e patogenicidade. Nesse estudo, lipidios de parede de cepas de C.
pseudotuberculosis com baixa e alta patogenicidade foram isolados e purificados. As
cepas foram cultivadas, e foram realizadas extracfes com solventes organicos na massa
bacteriana. As fracOes geradas de ambas as cepas foram submetidas a uma
cromatografia de interagdo hidrofébica. Apds analise em SDS-PAGE, foram observadas
diferencas entre o perfil de moléculas extraidas das diferentes cepas. Antigenos de 11
kDa das cepas foram reconhecidos por anticorpos IgM, sendo que a cepa de baixa
patogenicidade reagiu mais intensamente no imunoblot. Avaliando o perfil lipidico de
cada cepa estudada por espectometria de massas, podemos concluir que a linhagem de
alta patogenicidade difere da de baixa patogenicidade por apresentar maiores
quantidades de A&cidos graxos insaturados e glicerofosfoinositois, fato que pode

contribuir para sua capacidade em causar a doenga nos animais suscetiveis.

Palavras chaves: Corynebacterium pseudotuberculosis, linfadenite caseosa, lipidios.



INTRODUCAO

A caprino-ovinocultura é uma atividade rural de grande importancia para o Brasil,
principalmente para os pequenos e médios produtores da regido Nordeste, pois 0s
rebanhos de pequenos ruminantes constituem a principal fonte econémica e nutricional
dessa populacdo (MEYER, 2003; DORELLA et al., 2006). Entre as doencas que
acometem os rebanhos caprinos e ovinos nesta e em outras regides brasileiras, esta a
linfadenite caseosa, doenca cronica infecciosa cujo agente etioldgico é a bactéria
Corynebacterium pseudotuberculosis, bacilo pleiomorfico Gram positivo e patégeno
intracelular facultativo de fagocitos (DORELLA, 2006). As manifestacdes dessa doenca
nos pequenos ruminantes sdo caracterizadas principalmente por necrose caseosa dos
linfonodos. Por ser uma bactéria intracelular facultativa, a resposta imune celular se
constitui uma importante arma do hospedeiro para combater a infeccdo (MEYER et al.,
2006).

Estudos recentes realizados com M. tuberculosis demonstraram que antigenos
ndo proteicos apresentam um grande potencial para o desenvolvimento de vacinas e
testes de imunodiagnostico (HAMASUR et al., 2003; MISHRA et al., 2007; MISHIRA
et al., 2008). Os lipidios sdo os principais constituintes da superficie celular bacteriana e
foram descritos como importantes fatores para a patogénese da infeccdo por C.
pseudotuberculosis (HARD, 1972). De modo geral, a associacao das moléculas lipidicas
na parede bacteriana resulta em uma barreira altamente impermeével caracteristica do
género Corynebacterium, havendo uma relacdo entre a porcentagem de lipideos de
superficie e a inducdo de granulomas cronicos (MUCKLE e GYLES, 1982).

Entre os principais e mais abundantes fatores de viruléncia da parede celular,
estdo as ancoras de fosfatidil-myo-inositol associadas a manose (PIMs) e os
lipoglicanos presentes nas bactérias da familia Corynebacterineae, envolvendo as
moléculas de lipomanose (LM) e lipoarabinomanose (LAM) (MISHRA et al., 2008);
essas moléculas sdo fortes indutoras de citocinas imunoestimulatérias (VERCELLONE
et al., 1998). Ja foi observado que lipidios extraidos de cepas diferentes de M.
tuberculosis apresentam estimulacdo de padrbes distintos de respostas imunes
(MOHAN et al., 2008).

Embora as pesquisas relacionadas as moléculas de superficie ainda estejam

desvendando relagcBes patdgeno/hospedeiro, estudos realizados com protozoarios



indicam que estes compostos apresentam grande potencial para a elaboracdo de testes de
imunodiagndstico, visto que sdo antigenos reconhecidos pelo sistema imune desde a
fase aguda das infecgdes (GIRALDO et al., 2000). Diante dos potenciais
biotecnologicos dos lipidios apresentados pela literatura, este trabalho tem como
objetivo avaliar o perfil de moléculas estruturais hidrofobicas de C. pseudotuberculosis
de cepas de baixa e alta viruléncia, de forma aidentificar e caracterizar o0s
antigenos com potencial aplicabilidade em testes de imunodiagndstico e

imunoprofilaxia.

MATERIAL E METODOS

Linhagens bacterianas

Para o estudo comparativo dos antigenos ndo proteicos de cepas de C.
pseudotuberculosis foram empregadas duas estirpes bacterianas. A linhagem T1
(MOURA-COSTA et al., 2008) foi isolada de um caprino naturalmente infectado da
regido de Santa Luz e mantido no Laboratério de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
da Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA) desde o ano de 2000, onde
foi realizada a identificac¢do pelo teste “API coryne” (BioMérieux AS, Marcy-1’Etoile,
Franca), e foi considerada de baixa patogenicidade por apresentar hemdlise sinérgica
com Rhodococcus equi menos intensa do que outras estirpes. A partir de entdo, esta
linhagem é mantida, na colecdo do Laboratorio de Microbiologia do ICS/UFBA, sendo
utilizada em diversos ensaios laboratoriais por promover uma infeccdo mais branda
tanto em caprinos e ovinos como em camundongos infectados experimentalmente. A
outra estirpe utilizada é denominada VD57 (MOURA-COSTA et al., 2008), foi
identificada da mesma maneira que a T1 e também pertence a colecdo do Laboratério de
Microbiologia do ICS/UFBA. Essa linhagem possui alta viruléncia e foi proveniente de

um caprino naturalmente infectado da regido de Juazeiro, Bahia.

Extracdo dos componentes de superficie das linhagens de C. pseudotuberculosis

As linhagens bacterianas T1 e VD57 foram cultivadas em meio BHI a 37°C, por
48 horas. A cultura foi entdo centrifugada a 3000 x g por 30 minutos a 4°C. A massa
das bactérias foi lavada duas vezes com salina tamponada com fosfato (PBS) e

posteriormente adicionou-se a cada 2g da amostra 10 ml de PBS para ser realizada a



sonicacdo a 60HZ, usando cinco ciclos de 60 segundos cada (Branson Sonifier 450), em
banho de gelo. As amostras foram centrifugadas a 10000 x g por 30 minutos a 4°C, o
pellet foi liofilizado e submetido a extracdo com cloroférmio-metanol-agua (5/10/4,
vol/vol), de acordo com Giraldo e colaboradores (2002) com pequenas modificacdes
(Figura 1). O material foi submetido a extracdo trés vezes com 35 ml de cloroférmio-
metanol-agua durante uma hora sob agitacéo, seguida de centrifugagéo a 4.500 g por 20
minutos a 4°C; os sobrenadantes resultantes foram reunidos e o volume final foi
reduzido por rota-evaporacdo. A solucdo final concentrada foi submetida a extracao
com 30 ml butanol-agua (1/1, vol/vol) sob agitacdo por uma hora e centrifugadas a
4.500 g por 20 minutos a 4°C, o que resultou em uma fase butanolica e uma fase
aquosa, as quais foram nomeadas F1 e F2, respectivamente; a fracdo F2 passou por este
procedimento mais duas vezes, e as solucBes finais foram reunidas e rota-evaporadas,

resultando em um volume final de 6 ml e armazenadas a -20°C.

Pellet contendo 2 g
células C. pseudotubercilosis
Extragido com Cloroformio:Metanol: Agua
(5:10:4 por volume)
‘I' Centrifuga¢do em 4.500 g
por 20 min / 4°C

Sobrenadante

¥

Particdo com Butanol: Agua
(1:1 por volume)

Fase Butanolica |[Fase Aquosa
(fracao 1) (fracio 2)
Fl F2

Figura 1. Fluxograma da estratégia utilizada para o fracionamento dos
componentes estruturais do C. pseudotuberculosis com base em suas
caracteristicas de hidrofobicidade.



Caracterizacao do perfil eletroforético e do reconhecimento antigénico por IgM

As fragdes F2 obtidas da linhagem T1 e VD57 foram submetidas ao
procedimento de eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% com duodecil-sulfato de
sodio (SDS-PAGE). Posteriormente, o gel foi corado com nitrato de prata ou
eletrotransferido para uma membrana de nitrocelulose para realizacdo do Western Blot.
Apbs a transferéncia, a membrana foi bloqueada com salina tamponada com fosfato
adicionado de 1% de Tween 20 (PBS-T), acrescido de 5% de soroalbumina bovina por
12 horas a 4°C. Em seguida, foi incubada a 37°C por 1 hora com um pool de amostras
de soro de ovinos coletados 21 dias apds infeccdo experimental por C.
pseudotuberculosis, diluidos 1:50 em PBS-T contendo 1% de leite desnatado; o pool
utilizado foi lavado com esferas magnéticas sensibilizadas com proteina A (sheep anti-
mouse 1gG, Dynabeads®, Invitrogen), objetivando a remocdo de anticorpos 1gG e
reducdo das ligacdes inespecificas no imunoblot. Utilizou-se um pool de soros de
animais confirmadamente negativos para a infeccdo por C. pseudotuberculosis por
ELISA (Rebougas et al., 2013) como controle negativo dos testes. Foi utilizado entdo o
anticorpo de deteccdo anti-lgM de ovino conjugado com peroxidase (Bethyl) diluido em
PBS-T na proporcao de 1:250, sendo também incubado por uma hora. A revelacdo foi
conduzida com cromogeno 4-cloro-1-naftol adicionado de substrato peroxido de
hidrogénio. Como referencial de peso molecular, utilizou-se uma solugéo padrdo de
peso molecular pré-corada (BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder, Invitrogen).

Cromatografia de interacéo hidrofobica

A fracdo F2 de ambas as cepas foram ressuspensas em 100mM acetato de
amonio contendo 5% de propanol e submetidas a cromatografia de interacdo
hidrofobica utilizando a resina de Octyl-sepharose CL-4B (Sigma) como fase solida e
os eluentes foram compostos por um gradiente de propanol de 10% a 70%, escalonado a
cada 5%. Apds a passagem dos eluentes na coluna (12,5 ml por vez), estes foram
recolhidos, reunidos por gradiente de propanol e rota-evaporados.

Método para recuperacdo de moléculas no gel de poliacrilamida
Para visualizagdo do perfil cromatografico das diferentes estirpes de C.
pseudotuberculosis e obtencdo de moléculas purificadas do gel de poliacrilamida 15%,



apos a cromatografia foi realizada uma eletroforese e uma posterior extracdo pelo
método de maceracdo por seringa (SME), descrito por Scherr e Ryan (2001). Os géis
foram cortados horizontalmente, o material extraido (1 grama por vez) foi colocado em
seringa de 3ml (Plastipack) e forcado atraves da abertura sem agulha para uma outra
seringa e esse procedimento foi repetido por 5 vezes. O material foi coletado em tubo de
eppendorff, foi adicionado 1 ml de &4gua miliQ, a mistura foi agitada em vortex por 30
segundos e incubada a temperatura ambiente durante mais 5 minutos. Em seguida, foi
realizada uma centrifugacdo de 1.200 x g por 1 minuto. O sobrenadante foi coletado,
analisado numa eletroforese e utilizado para caracterizacdo da molécula por

espectometria de massas.

Espectometria de massas (MS) da fracdo hidrofébica F2 de ambas as linhagens
bacteriana

Duas amostras das fragdes obtidas na cromatografia com 35% de gradiente de
propanol das cepas de C. pseudotuberculosis (escolhidas apds resultado de SDS-
PAGE), e purificadas do gel, foram injetadas diretamente no aparelho ESI-g-tof
(Micromass/Waters) com ionizacdo no modo positivo, capilar 2500.0 v, temperatura da
fonte de 80°C, energia do ion de 1.5 v gerando os espectros para analise. Essa etapa foi
realizada em parceria com o Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG).

Anélises de eletroforese e dos espectogramas

A analise do perfil eletroforético em SDS-PAGE e do padrdo de reconhecimento
de antigenos pela imunoglobulina IgM foi conduzida através do software GelAnalyzer
v.2010, sendo estabelecidos os pesos moleculares estimados de cada antigeno.

Os espectros de massa foram analisados no banco de dados online para lipidios —
“Lipids maps”. Os perfis obtidos com cada uma das amostras obtidas apds a purificacao

do gel de cada cepa foram unidos para uma andlise final mais objetiva.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Pouco se sabe sobre os mecanismos de patogenicidade de Corynebacterias.
Muitas bactérias possuem adaptacdes que as permitem infectar e sobreviver no interior
de uma célula especifica. Alguns micro-organismos, como M. tubeculosis, M. leprae e
C. pseudotuberculosis podem sobreviver e se multiplicar dentro de fagdcitos
mononucleares, células especializadas em mecanismos citocidas potentes (HAHN et al.,
1981; HAMILTON et al., 1987).

As espécies de Corynebacterium sao caracterizadas por uma arquitetura
complexa da parede celular contendo peptideoglicanos e, principalmente, lipidios
complexos, os quais compdem cerca de 60% da estrutura total (BURKOVSKI, 2013).
Diferencas entre concentracdo e tipos de lipidios influenciam diretamente a
patogenicidade de C. pseudotuberculosis e sua habilidade em formar granulomas
(SULEIMAN et al., 2006). Analises de composic¢do de moléculas de membrana, como
glicolipidios e lipidios vém sendo utilizadas para avaliar, diferenciar e identificar
géneros, espécies e cepas bacterianas e parasitarias (COLOE et al., 1984; SULEIMAN
et al., 2006; NIEHUS et al., 2014).

No presente estudo foram isolados lipidios de diferentes cepas de C.
pseudotuberculosis, uma com alta e outra baixa patogenicidade, para avaliar a diferenca
entre perfis de cada uma das cepas. Apds isolar e purificar as moléculas, foi feita
caracterizacdo das mesmas por meio de espectometria de massas. A analise de
moléculas por espectrometria de massas ainda é uma tarefa dificil, ja que os tipos de
ligagBes e os isdbmeros nem sempre sdo distinguiveis por MS, porém o desenvolvimento
destas analises é indispensavel, pois fornecem informacGes importantissimas para
caracterizacdo de moléculas (SOUZA, 2008).

Os perfis eletroforéticos das fracbes F2 das cepas T1 e VD57 encontram-se
representados na Figura 2. Diferencas foram constatadas entre o perfil de moléculas
extraidas a partir de cada cepa; moléculas de peso estimado de 70 kDa, 58 kDa, 49 kDa,
22 kDa, 20 kDa, 19 kDa e 10 kDa foram visualizadas apenas na F2 de T1, enquanto que
moléculas de peso de 40 kDa, 36 kDa, 26 kDa e 7 kDa foram detectadas apenas na F2
de VD57. Moléculas com peso estimado entre 7 kDa e 14 kDa apresentaram aspectos
extenso e sombreado, o que as diferenciou das moléculas de maior peso, as quais se
apresentaram com aspecto de bandas. Pesquisas desenvolvidas com Rhodococcus equi
(GARTON et al., 2002), Corynebacterium glutamicum (MISHRA et al., 2008) e
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Mycobacterium tuberculosis (TORRELLES et al., 2009) apontam que moléculas com
peso estimado entre 6 kDa e 15 kDa, com aspecto sombreado na eletroforese, séo
glicoconjugados; as extensas ramificagbes sacaridicas das moléculas, constituidas
principalmente por arabinose e manose, sdo responsaveis pela aparéncia visualizada na
eletroforese. No presente trabalho, moléculas compativeis com essas descri¢des foram
identificadas na fracdo F2. As diferencas visualizadas no perfil eletroforético das
fracbes F2 das cepas T1 e VD57 indicam que a ocorréncia de algumas moléculas

estruturais do C. pseudotuberculosis pode ser cepa-especifica.

Fragcao F2 cepa T1 Fracao F2 cepa VD57
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Figura 2. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 15% das fragoes F2 de
moléculas estruturais hidrofébicas de C. pseudotuberculosis das cepas T1 e
VD57 corados pelo nitrato de prata.
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A analise de Western Blot realizada com pool de soros ovinos positivos para
IgM anti-C. pseudotuberculosis, apresentada na Figura 3, constatou-se o
reconhecimento de antigenos com peso molecular estimado de 11 kDa na fracdo F2 de
ambas as cepas, com maior grau de intensidade na cepa de baixa patogenicidade. Os
resultados utilizando o controle negativo nao apresentaram nenhum reconhecimento de
bandas e ndo foram mostrados. O reconhecimento por IgM é de suma importancia, pois
0 anticorpo produzido na fase aguda de doencas infecciosas, e € responsavel, juntamente
com a imunidade inata, pelo controle inicial da disseminacdo bacteriana. Muito
provavelmente o menor reconhecimento de antigenos de parede por IgM ocorre fazendo
com que a cepa VD57 tenha um perfil de alta patogenicidade, pois ndo tem sua

disseminacéo bem controlada pela agdo de anticorpos, como ocorre com a cepa T1.

Fracao F2

T1 VD57

11 kDa

Figura 3. Perfil de reconhecimento por anticorpos IgM de antigenos estruturais das fracdes F2 extraidos
de C. pseudotuberculosis das cepas T1 e VD37, detectando infeccio aguda quando as membranas foram
incubadas com pool de soros de ovinos infectados experimentalmente com o microrganismo no
momento de 21 dias apos a inoculacgdio; um pool de soros de ovinos negativos para LC foi utilizado na
incubaciio como controle negativo, ¢ por ndo apresentarem reconhecimento antigénico algum estas
amostras ndo foram incluidas na figura.



A cromatografia possibilitou separar moléculas das fracdes F2 das cepas T1 e
VD57 conforme suas caracteristicas de hidrofobicidade. Esses resultados estdo
representados nas Figuras 4a e 4b, respectivamente. Constata-se que 0s antigenos
referidos anteriormente com peso molecular entre 7 kDa e 14 kDa foram eluidos em
gradientes de propanol de 10% a 40% na fracdo F2 da cepa T1, enquanto que em
gradientes de 10% a 70% na VD57. As moléculas eluidas a partir da VD57 que se
encontram entre os gradientes de propanol de 25% e 40% apresentam um padrdo de
bandas diferente das moléculas encontradas nos mesmos eluentes relativos a cepa T1.
Uma pesquisa realizada com Corynebacterium glutamicum, na qual se avaliou
caracteristicas estruturais de lipoglicanos, demonstrou que alteracBes qualitativas e
quantitativas nos seus residuos alteram a apresentacdo eletroforética das moléculas
(TATITURI et al., 2007). Considerando os resultados obtidos de eletroforese da fracao
total e das sub-fracbes cromatograficas de F2 de ambas as cepas, dentre os quais se
verifica a presenca de moléculas eluidas em diferentes gradientes de propanol e com
visiveis diferencas na apresentacdo eletroforética, sugere-se a possivel existéncia de
diferentes compostos lipidicos entre as cepas T1 e VD57.

Apds a corrida eletroforética das amostras oriundas da cromatografia as bandas
entre 7 e 14 kda (em vermelho na figura 4) foram purificadas do gel pelo método de
extracdo por seringa (SCHERR e RYAN, 2001). Com a finalidade de caracterizar as
moléculas ap6s adquirir o espectro de massas (Figura 5), foi utilizado a plataforma
online “Lipid Maps” descrita por de Fahy e colaboradores (2007). Essa plataforma foi
desenvolvida com inumeras ferramentas para executar tarefas tais como desenhar
estruturas lipidicas e prever estruturas para dados obtidos com MS. As ferramentas
online utilizadas foram a pesquisa na base de dados de mapas estruturais lipidicos

utilizando o valor da massa (m/z) e analise MS para lipidios de M. tuberculosis.
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Figura 4.Perfil eletroforético em SDS-PAGE 15% das sub-fracdes geradas pela
cromatografia de interacéo hidrofobica por diferentes gradientes de propanol (10%
a 70%) a partir da fracdo F2 de C. pseudotuberculosis cepa T1 e VD57, corados
pelo nitrato de prata. As amostras circundadas em vermelho foram extraidas do gel
ap0s nova eletroforese e purificadas pelo método SME.
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Figura 5. Espectometria de massas das moléculas purificadas do gel de ambas as cepas de C.

pseudotuberculosis no aparelho ESI-g-tof da Micromass/Waters. Em vermelho destaca-se as
principais diferencas entre as cepas.



Como descrito na Tabela 1, ambas as cepas de C. pseudotuberculosis
apresentaram espectros compativeis com acidos graxos, como 0s seguintes: palmitico,
linoleico, araquiddnico e mevalénico. O &cido palmitico € o acido graxo mais comum
encontrados em animais, plantas e micro-organismos (GUNSTONE et al., 2007) e foi
descrito em C. pseudotuberculosis tanto em cepa virulenta como atenuada através de
cromatografia liquida/gasosa (SULEIMAN et al., 2006). Acido palmitico é o &cido
graxo dominante na membrana plasmaética de C. glutamicum (BURVOVSKY, 2013).
Enfim, tanto o &cido palmitico, como o linoleico e o araquiddnico sdo acidos graxos de
ocorréncia natural. O &cido mevalonico foi isolado em culturas de diferentes micro-
organismos (TAMURA et al., 1958; DISH et al., 1998). Uma vez que é conhecido que
algumas bactérias necessitam de poucas quantidades desse composto para seu
crescimento, ele pode passar despercebido em deteccdes realizadas em muitos
organismos (O'LEARY, 1962). E um percursor de isoprendides encontrados em quase
todos os micro-organismos vivos (NOWICKA e KRUK, 2010).

Tabela 1. Composicédo dos acidos graxos purificados de parede das cepas VD57 e T1 de

C. pseudotuberculosis, de acordo com o obtido através de ensaio de espectometria de

massas.
Cepa de C. pseudotuberculosis
Lipidios Vb 57_ _ _ o o
(alta patogenicidade) (baixa patogenicidade)

Palmitico Presente Presente
Linoleico Presente Presente
Araquidodnico Presente Presente
Mevalbnico Presente Presente
Proprionil carnitina Ausente Presente
Glicerofosfoglicerol Presente Presente
Glicerofosfocolina Presente Presente
Fosfocolina Presente Ausente
Glicerofosfoinositol Presente Ausente
Glicerol Presente Presente




Apenas a cepa T1, com baixa patogenicidade, apresentou o espectro referente ao
acido graxo propionil carnitina. Esse composto pode ser encontrado nos 6érgdos de
mamiferos, em muitos animais inferiores, plantas e micro-organismos (FRAENKEL e
FRIEDMANN, 1957). O papel da carnitina no crescimento e no metabolismo de micro-
organismos pode variar dependendo da espécie e das condi¢bes ambientais, como
concentracdo de sal e oxigénio (REBOUCHE e SEIM, 1998). Outro ponto a ser
considerado nos espectros lipidicos é que a cepa VD57 apresentou o pico de 100% para
193 m/z, um &cido graxo insaturado, enquanto a cepa T1 de baixa patogenicidade
apresentou valores em percentagem menor (entre 70 e 80%). Significando que a cepa de
alta patogenicidade destacadamente possui mais moléculas desse acido graxo insaturado
do que a T1, fato que contribui para sua patogenicidade, visto que a capacidade de
producdo de acidos graxos insaturados conduz uma maior gravidade na infeccdo (FOZO
et al., 2007).

Houve divergéncias nos resultados encontrados por Suleiman e colaboradores
(2006) pesquisando &cidos graxos em diferentes cepas de C. pseudotuberculosis e 0s
encontrados aqui. Esse fato pode ter ocorrido devido a diferencas nas metodologias
utilizadas. Moléculas lipidicas encontradas em altas concentracGes nas membranas de
muitos tipos celulares e que foram verificadas nas cepas de C. pseudotuberculosis
estudadas foram glicerofosfoglicerois e glicerofosfocolina. Glicerofosfoglicerois sédo
amplamente distribuidos na natureza e os mais abundantes componentes fosfolipidicos
bacterianos. Apesar da glicerofosfocolina de 896 m/z ter sido detectada em ambas as
cepas, sua provavel quebra (698 m/z) s6 foi encontrada na cepa VD57 de alta viruléncia,
assim como a fosfocolina (784 m/z), o que pode representar uma diferenca de isdbmeros,
ramificacdes laterais ou de biodisponibilidade. A colina e seus compostos relacionados
sdo nutrientes essenciais que funcionam como substratos da maioria das vias
metabdlicas, refletindo a atividade da membrana ou aumento da populacdo celular
(TOAL et al., 2005; VEDULIN, 2006).

A cepa VD57 apresentou moléculas diferenciadas nos seus espectros: 0S
glicerofosfoinositois (600 e 614 m/z) que sdo catabdlitos de fosfatidilinositol.
Fosfatidilinosotol (PI) sdo abundantes lipidios na membrana de Mycobacterias,
presentes também em C. glutamicum, e um percursor de glicolipidios, como os
fosfatidil manosidios (PIMs), lipomanano (LM) e lipoarabinomanano (LAM) (HAITES
et al., 1995; Burvosky, 2013). E conhecido que tanto PIMs quanto LAM possuem



potentes atividades imunomodulatdrias e que sdo importantes na patogénese de M.
tuberculosis e C. pseudotuberculosis (MISHRA et al., 2008). Sabendo da habilidade
destas moléculas em facilitar a sua capacidade de infectar macrofagos e células
dendriticas (TASCON et al., 2000), inibir a producdo de citocinas pro-inflamatérias,
tais como IL-12 e TNF-alfa, assim como inibir a maturacdo fagossomal (NIGOU et al.,
2002; FRATTI et al., 2003), sugerimos que os glicerofosfoinositois encontrados
unicamente na cepa de C. pseudotuberculosis com alta patogenicidade esteja
relacionado com diferencas na sua resposta imune em relacdo a cepa com baixa
patogenicidade, ou seja, a presenca dessas moléculas indica uma capacidade aumentada
de causar LC.

A molécula de glicerol (924 m/z) foi encontrada em ambas as cepas, apesar de
ndo aparecer na figura 5a. Esse glicerolipidio na sua forma combinada, ou seja, ligado a
acidos graxos tais como o acido palmitico e oleico, se encontra presente em todas as
células animais e vegetais, fazendo parte de sua membrana celular, na forma de
fosfolipidios.

A partir desses resultados, podemos concluir que a cepa de alta patogenicidade
se difere da menos patogénica por apresentar maiores quantidades de acidos graxos
insaturados e glicerofosfoinositois, 0 que contribui para sua grande capacidade em
causar LC nos animais suscetiveis. Acreditamos que essa metodologia pode ser
utilizada para distinguir cepas de C. pseudouberculosis em relacdo a sua
patogenicidade, porém mais estudos com o mesmo protocolo devem ser realizados para
avaliar se outras cepas com distintos graus de patogenicidade obterdo padrbes de
respostas semelhantes aos encontrados aqui.

Embora a utilizacdo de antigenos estruturais purificados em testes sorol6gicos
ndo tenha sido constatada na literatura para C. pseudotuberculosis. Fontaine e
colaboradores (2006) verificaram que os titulos de anticorpos contra antigenos
estruturais se elevaram primeiro, em relacdo aos niveis de anticorpos contra a exotoxina
fosfolipase D (PLD) também foi demonstrado que todos os ovinos experimentalmente
infectados com C. pseudotuberculosis desenvolveram anticorpos contra 0s antigenos
estruturais enquanto que nem todos os animais elaboraram uma resposta imune humoral
contra a PLD. Essas informacgdes levam a crer que o sistema imune do hospedeiro é
primeiro exposto a moléculas estruturais, para entdo num segundo momento ser exposto
as exotoxinas, o0 que € coerente também do ponto de vista microbiolégico, visto que

apos um determinado micro-organismo invadir o seu hospedeiro, os primeiros fatores



de viruléncia a serem expressos sdo adesinas e invasinas, moléculas normalmente
associadas a fixacdo bacteriana nos tecidos; ap6s a colonizacdo primaria do sitio de
infeccdo, a segunda fase de expressdo de fatores de viruléncia envolve a secrecdo de
toxinas associadas a disseminacdo do micro-organismo. Dessa forma, fica evidente o
potencial da utilizacdo dos antigenos estruturais F2 de C. pseudotuberculosis para o

aprimoramento de imunodiagndstico e imunoprofilaxia.

4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que:

e A combinacdo das técnicas de extracdo de moléculas estruturais hidrofébicas por
solventes organicos e de cromatografia de interacdo hidrofobica seguida por
eletroforese e purificacdo das amostras de baixo peso molécula do gel foi efetiva
em gerar solugdes antigénicas purificadas das cepas de C. pseudotuberculosis T1
e VD57 para avaliacdo por ES.

e As cepas de C. pseudotuberculosis estudadas apresentam distintos perfis de
lipidios, esse fato pode esta relacionado com a patogenicidade de cada cepa e
ajuda a compreender diferentes perfis eletroforéticos e de imunoreconhecimento,
e esse fato pode estar relacionado com a patogenicidade de cada cepa.

e Moléculas da cepa T1, por demonstrarem bandas mais intensas no imunoblot,
apresentam um maior potencial biotecnol6gico, portanto o seu extrato F2 é um

candidato com potencial para imunodiagnéstico na fase aguda.
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