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RESUMO

Campylobacter fetus € um patégeno que coloniza o trato genital e placenta bovina, no entanto, 0s
mecanismos envolvidos no tropismo tecidual deste microrganismo sdo desconhecidos. Varios
mecanismos sao importantes para a afinidade tecidual de Campylobacter spp., incluindo a
quimiotaxia. Neste estudo foi avaliada a atividade quimiotética de acidos organicos, aminoacidos,
carboidratos e ion inorganico, componentes do muco uterino, nas concentragdes entre 0.005M a
1M e horménios produzidos pela placenta bovina nas concentraces entre 0.005 ng/mL a 500
ng/mL para duas amostras de C. fetus subsp. venerealis e quatro amostras de C. fetus subsp. fetus.
Meso-eritritol, 17p-estradiol e lactogénio placentario bovino ndo apresentaram atividade
guimiotatica, nas concentracdes testadas, para as amostras avaliadas, enguanto deoxicolato de
sodio foi quimiorepelente. L-fucose, sulfato de ferro ferroso, fumarato de sédio, piruvato de sodio,
succinato de sodio, L-aspartato, L-glutamato e L-serina foram quimioatraentes para as amostras
avaliadas de C. fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus. Progesterona foi quimioatraente,
em concentragdes acima de 50 ng/mL, para duas amostras de C. fetus subsp. fetus. Assim, este
estudo demonstrou que substancias quimicas presentes no Gtero e placenta bovina atraem C. fetus
subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus e que duas amostras de C. fetus subsp. fetus foram atraidas
por altas concentracdes de progesterona.

Palavaras-chave: comportamento quimiotatico, quimiodeteccdo, atragdo, progesterona.

ABSTRACT

Campylobacter fetus is a pathogen that colonizes the bovine genital tract and placenta, however,
the mechanisms responsible for the tissue tropism of this microorganism are unknown. Several
mechanisms are important for tissue affinity of Campylobacter spp., including chemotaxis. In this
study, the chemotactic activity of organic acids, amino acids, carbohydrates and inorganic ion,
common uterine mucous components, in concentrations from 0.005M to 1M, and hormones
produced by the bovine placenta, in concentrations of 0.005 ng/mL to 500 ng/mL, was evaluated
for two strains of C. fetus subsp. venerealis and four strains of C. fetus subsp. fetus. Meso-
erythritol, 17p-estradiol and bovine placental lactogen presented no chemotactic activity in the
concentrations tested, while sodium deoxycholate was chemorepellent for all strains tested. L-
fucose, iron ferrous sulfate, sodium fumarate, sodium pyruvate, sodium succinate, L-aspartate, L-
glutamate and L-serine were chemoattractants for the evaluated C. fetus subsp. venerealis and C.
fetus subsp. fetus strains. Progesterone was chemoattractant, in concentrations above 50 ng/mL,
for two strains of C. fetus subsp. fetus. Thus, this study showed that chemical substances present
in the bovine uterus and placenta attract C. fetus subsp. venerealis and C. fetus subsp. fetus and
that two strains of C. fetus subsp. fetus were attracted by high concentrations of progesterone.

Keywords: chemotactic behavior, chemosensing, attract, progesterone.



1. INTRODUCAO

A campilobacteriose genital bovina (CGB) é uma doencga infecciosa sexualmente transmissivel
causada por Campylobacter fetus subsp. venerealis, bactéria que habita o trato genital dos
bovinos, e é caracterizada por repeti¢do de cios a intervalos aumentados e irregulares e abortos.
A doenga é responsavel por repeti¢des de cio, morte embrionaria e abortamentos, infertilidade
temporéria ou permanente em algumas vacas, gerando perdas econdmicas significativas em
funcdo de vacas que ndo ficam prenhes no final da estacdo de monta, de queda na quantidade de
bezerros nascidos, de queda na producdo de leite pela diminuicdo na quantidade de vacas em
lactacdo, de queda na producédo de carne, de custos com tratamento, de adogdo de vacinacéo, de
descarte precoce de animais e de restricdo nas comercializacdo de sémen e de animais. Os
problemas reprodutivos nos bovinos também podem ocorrer pela infecgdo por Campylobacter
fetus subsp. fetus, subespécie habitante do intestino dos animais, incluindo os ruminantes, e
responsavel por abortos esporadicos em bovinos e infertilidade e aborto enzodtico em ovinos.

Apesar do agente etioldgico da doenca ter sido descoberto a mais de um século (1913) por
McFadyean e Stockman, na Inglaterra, e da grande importancia econdbmica para a industria
mundial de bovinos, pouco ainda se sabe sobre o tropismo pelo Utero gestante e sobre o aborto
decorrente da infecgdo por Campylobacter fetus. A especificidade de hospedeiro e o tropismo
tecidual sdo processos intimamente envolvidos com a patogenia das doencas infecciosas. O
tropismo tecidual € a predilecdo do microrganismo por determinado tecido para colonizagdo e
crescimento. Essa predilegdo por um tecido do hospedeiro € em virtude daquele local especifico
possuir células com receptores especificos, bem como os nutrientes e fatores de crescimento
essenciais, 0 pH adequado, a tensdo de oxigénio e a temperatura ideal para o desenvolvimento do
microrganismo. O inicio e o sucesso da infec¢do dependem do tropismo e da identificacdo pelo
microrganismo do local adequado para a colonizagdo do hospedeiro. As bactérias moveis
identificam o local adequado para colonizagdo por quimiotaxia, que é 0 movimento inato de
bactérias em direcdo a um ambiente favordvel ou para longe de um ambiente desfavoravel.
Diversos trabalhos envolvendo Escherichia coli, Helycobacter pylory e Campylobacter jejuni tem
demonstrado a importancia do tropismo e da quimiotaxia na patogenia desses microrganismos.
Com C. jejuni, estudos tem demonstrado que o microrganismo possui tropismo pelo trato
intestinal e identifica por quimiotaxia os locais adequados no intestino para a colonizagéo.

C. fetus possui marcado tropismo pelo trato genital e tecidos placentéarios bovinos. No entanto
ainda nao foram elucidados os mecanismos envolvidos no tropismo de C. fetus pelo trato genital
e consequentemente a participacdo no abortamento. Nao é conhecido o mecanismo responsavel
pela atracdo de C. fetus para o Utero gestante, nem as substancias quimicas e fatores locais
envolvidos na afinidade e localizagdo tecidual. Hipotetiza - se que a quimiotaxia pode ser o
mecanismo responsavel pela afinidade do C. fetus pelo Utero gestante e que substancias presentes
nesse tecido possam atuar como fatores quimiotaticos para a bactéria.

Nesse estudo foram avaliadas substancias presentes ou sintetizadas pelo Gtero e placenta da vaca
e que possam atuar como fatores quimioatraentes para C. fetus.

2. OBJETIVO

Este estudo teve por objetivo avaliar substancias presentes ou sintetizadas pelo Utero e placenta
da vaca como fatores quimioatraentes para Campylobacter fetus.



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Campylobacter fetus

C. fetus é um bastonete Gram-negativo, movel, espiralado, em forma de virgula ou “S”, possui
um ou dois flagelos polares, e ndo € formador de esporos. Possui 0,2 a 0,8 um de largurae 0,5 a
5 um de comprimento. E microaerofilo, necessitando atmosfera rica em CO, (10%) e reduzida
concentracdo de O, (5%) para seu crescimento (Debruyne et al., 2008). A sua forma espiralada e
0 caracteristico movimento semelhante a ‘“saca-rolhas” realizado pelo seu flagelo polar,
proporcionam a C. fetus uma grande capacidade para mover-se no muco e colonizar superficies
mucosas (Lee et al., 1986).

Em agar sangue, as colbnias de C. fetus possuem de 1 a 2 mm de didmetro, sdo cor roseo-
acinzentado, redonda, convexa, lisa e brilhante, com borda regular e ndo hemoliticas. As colnias
de C. fetus subsp. fetus ja sdo bem desenvolvidas com 48 horas de crescimento, mas C. fetus subs.
venerealis necessitam de 72 horas de crescimento. Para o isolamento primario é indicado a
utilizacdo de uma base rica nutricionalmente para o agar sangue, como tioglicolato ou infusdo de
cérebro e de coracdo e incubar as amostras em microaérofilia, com uma mistura de 80% de N,
10% de O, e 5% de CO, (Dekeyser, 1984). Em culturas velhas, em funcdo de restricdo de
nutrientes e estresse metabdlico, C. fetus podem assumir a forma coccdide, que sdo células
viaveis, mas geralmente ndo cultivaveis em laboratério (Debruyne et al., 2008).

C. fetus é um microrganismo fastidioso, necessita de meios enriquecidos para o seu crescimento,
sendo que a maioria das amostras de C. fetus subsp. venerealis tem menor crescimento quando
comparadas a amostras de C. fetus subsp. fetus (Mohanty et al., 1966). A temperatura étima de
crescimento do C. fetus é 37°C. A bactéria cresce também, em uma taxa menor a 25°C, no entanto
a 42°C somente algumas amostras de C. fetus subsp. fetus crescem (Firehammer e Berg, 1965).
C. fetus s@o oxidade positivo, catalase positivo, urease negativo, reduzem nitratos, ndo hidrolisam
0 hipurato de s6dio, a maioria das amostras sdo resistentes ao acido nalidixico e todas sdo
sensiveis a cefalotina (On, 2005).

A espécie C. fetus é dividida em trés subespécies, C. fetus subsp. fetus, C. fetus subsp. venerealis
e C. fetus subsp. testudinum. C. fetus subsp. fetus habita o intestino e vesicula biliar de varios
hospedeiros, como ruminantes, aves, répteis e seres humanos, pode também colonizar o trato
genital bovino e é responsavel por abortos esporadicos nos bovinos e infertilidade e aborto
enzoGtico nos ovinos (Stoessel, 1982; Dekeyser, 1984). C. fetus subsp. venerealis é o agente
etiologico da Campilobacteriose Genital Bovina (CGB) e é isolado do trato genital dos bovinos,
sendo responsavel por infertilidade, morte embrionéria e abortamento (Debruyne et al., 2008).

Uma amostra variante de C. fetus subsp. venerealis tolerante a glicina tem sido descrita,
designada C. fetus subsp. venerealis biovar intermedius, ela pode colonizar o trato genital e o trato
intestinal dos bovinos (Véron e Chatelain, 1973; Garcia e Brooks 1993; Blaser et al. 2008). C.
fetus subsp. testudinum tem sido isolado de fezes de répteis e em casos de diarreia, edema
pulmonar e sepeticemia em seres humanos (Fitzgerald et al., 2014).

As subespécies de C. fetus podem ser diferenciadas por poucos testes bioquimicos. C. fetus subsp.
fetus cresce na presenca de glicina 1% e produz H.S em meio contendo cisteina, enquanto que C.
fetus subsp venerealis ndo (Dekeyser, 1984). Ja C. fetus subsp. testudium ndo pode ser
diferenciado de C. fetus subsp. fetus e C. fetus subs. venerealis por testes fenotipicos



convencionais, sendo necessario o uso da técnica MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization Time-Of-Flight) (Fitzgerald et al., 2014). Sorologicamente, C. fetus é
classificado em dois sorotipos denominados A e B, com base na composicao do lipopolissacarideo
da membrana externa da bactéria, sendo que C. fetus subsp. fetus apresenta ambos 0s sorotipos
(A e B), enquanto C. fetus subsp. venerealis apresenta somente o sorotipo A (Blaser et al., 2008).

Técnicas moleculares tém contribuido para diferenciar as subespécies de C. fetus entre elas AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) (Wagenaar et al., 2001), PCR (Hum et al., 1997),
gPCR (Mcgoldrick et al., 2013), RFLP - PFGE (Analysis of Restriction Fragment Length
Polymorphism - Pulsed-Field Gel Electrophoresis) (Salama et al., 1992; On e Harrington, 2001;
Vargas et al., 2003), RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) e hibridizagdo de
DNA-DNA (Tu et al., 2005) e MLST (Multilocus Sequence Typing ) (van Bergen et al., 2005).
A natureza microarofilica de C. fetus, ¢ atribuida a presenca da superdxido dismutase, enzima que
catalisa a conversdo de radicais de oxigénio para oxigénio e perdxido de hidrogénio, sendo a
primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos dos intermediarios reativos do oxigénio para a
célula bacteriana (Blaser et al., 2008).

C. fetus ndo utiliza carboidratos como fonte de carbono porque ndo possui a enzima
fosfofrutoquinase, enzima que atua no metabolismo dos carboidratos, glicolise e produgdo de
ATP, mas possui capacidade enzimética e de transporte para o catabolismo de aminoacidos e
acidos organicos (Parkhill et al., 2000). Consequentemente, o crescimento de C. fetus depende
dos aminoacidos e acidos organicos presentes nos tecidos do hospedeiro (Lee e Newell, 2006). O
fon inorganico ferro ferroso € um fator essencial para muitas espécies de bactérias, sendo um
importante fator para a colonizacdo e crescimento do Campylobacter spp. (Wooldridge e van
Vliet, 2005).

A espécie C. fetus é altamente adaptada a superficies mucosas, sendo que C. fetus subsp.
venerealis possui alta afinidade pelo trato genital dos bovinos, enquanto C. fetus subsp. fetus é
mais adaptada ao trato intestinal de seus hospedeiros, apesar de também colonizar o trato genital
dos bovinos (Schurig et al., 1973, Blaser et al., 2008). C. fetus subsp. fetus possui marcado
tropismo pelos tecidos placentarios e fetais da vaca e da ovelha, invadindo o Utero somente
quando este esta gestante (Garcia et al., 1983; Schurig et al., 1973), enquanto que o C. fetus subsp.
venerealis pode invadir o Gtero gestante, principalmente quando o 6rgdo estd sob dominio
hormonal da progesterona e além disso também pode invadir o Utero ndo gestante (Schurig et al.,
1974; Corbeil et al., 1975).

O genoma de C. fetus é relativamente pequeno, mas varidvel entre as diferentes amostras de C.
fetus (Salama et al., 1992). O genoma do C. fetus possui aproximadamente 1.8 MB de tamanho,
com conteldo de G+C (guanidina+citosina) de 33 % (Blaser et al., 2008). C. fetus subsp.
venerealis possui um genoma circular com 1.87 MB (Stynen et al., 2011), C. fetus subsp.
venerealis bv. intermedius 1.86 MB (Iraola et al., 2013; van der Graaf-van Bloois et al., 2014),
C. fetus subsp. fetus 1.77 MB (Ali et al., 2012) e C. fetus subsp. testudinum 1.77 MB (Gilbert et
al., 2013). A reducdo gendmica evidenciada pelo genoma pequeno e a auséncia de DNA néo
codificado do C. fetus séo evidéncias tipicas de bactérias patogénicas adaptadas a um nicho de
colonizacao especifico como tem sido documentado para as subespécies de C. fetus (Fouts et al.,
2005; Hofreuter et al., 2008).
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Estudos do genoma demonstram que C. fetus subsp. fetus, C. fetus subsp. venerealis e C. fetus
subsp. venerealis bv. intermedius possuem mais de 99 % de homologia a nivel de DNA (Ali et
al., 2012; Barrero et al., 2014; ). Em um outro estudo, Gilbert et al. (2013) observaram uma alta
similaridade entre os genomas de C. fetus isolados de répteis e C. fetus isolados de mamiferos, no
entanto, o proteoma de C. fetus de origem réptil e C. fetus de origem mamifera mostram uma
identidade de aminoacidos de 94%, o que é menor do que entre C. fetus subsp. fetus e C. fetus
subsp. venerealis (> 99%).

Apesar das trés subespécies de C. fetus serem extremamente relacionadas geneticamente, estaveis
e apresentarem comportamento clonal, existem diferencas genéticas entre as susbspécies gque
podem ser determinantes na capacidade de cada subspécie infectar diferentes hospedeiros (van
Bergen et al., 2005). Estudos recentes demonstram que C. fetus subsp. testudinum isolados de
répteis sdo distintos geneticamente de C. fetus isolados de mamiferos por MLST (Dingle et al.,
2010; Wang et al., 2013). Os isolados de C. fetus subsp. venerealis apresentam menor diversidade
genética comparado aos isolados de C. fetus subsp. fetus (van Bergen et al., 2005). Isso suporta a
teoria proposta por Véron e Chatelain (1973) em que C. fetus subsp. venerealis € um clone
mutante de C. fetus subsp. fetus, que é adaptado aos bovinos e raramente infecta outros
hospedeiros, enquanto que o C. fetus subsp. fetus, por possuir maior diversidade genética é apto
a infectar diferentes hospedeiros (Blaser et al., 2008).

Outros estudos tém demonstrado que existem diferengas marcantes entre os genomas de C. fetus
subsp. fetus e C. fetus subsp. venerealis, sendo que apenas amostras de C. fetus subsp. venerealis
possuem uma ilha de patogenicidade (Gorkiewicz et al., 2010; Ali et al., 2012), que € um subgrupo
de ilhas genémicas que transporta fatores de viruléncia e é responsavel pela adaptagdo de
microrganismos patogénicos ao hospedeiro (Hacker et al., 1997; Schimidt e Hansel, 2004). Essa
ilha de patogenecidade possui elementos caracteristicos que sdo adquiridos por transferéncia
horizontal e pode estar relacionada a adaptagdo da subespécie C. fetus subsp. venerealis ao
hospedeiro bovino e ao tropismo pelo trato genital (Gorkiewicz et al., 2010; Ali et al., 2012). Ja
em um outro estudo, Barrero et al., (2014) observaram que C. fetus subsp. venerealis bv.
intermedius parece ndo ter ou conter uma ilha de patogenecidade muito divergente da encontrada
em C. fetus subsp. venerealis .

3.2. Campilobacteriose Genital Bovina

CGB é terminologia utilizada atualmente para descrever a doenca causada por C. fetus subsp.
venerealis nos bovinos, no entanto, ela é também conhecida por campilobacteriose venérea
bovina, em funcdo da forma de transmisséo da infecgdo e anteriormente, vibriose, em fungéo da
classificagdo inicial de seu agente etioldgico, Vibrio fetus (Véron e Chatelain, 1973). A CGB, é
uma doenca venérea naturalmente transmitida durante a cdpula de um touro infectado para uma
vaca susceptiviel ou vice-versa ou durante a inseminacao artificial com instrumentos ou sémen
contaminado (Stoessel, 1982).

As perdas econdmicas decorrentes da CGB sdo representadas por falhas na implantagéo
embrionéria, morte embrionéria e repeticdo de cios, infertilidade temporaria ou permanente das
fémeas, abortamentos, vacas ndo prenhes no final da estacdo de monta, necessidade de maior
frequéncia na reposicdo de touros, aumento do periodo entre partos e, consequentemente, queda
na producdo de bezerros nascidos, queda na producdo de leite e carne, custo com tratamentos
antimicrobianos e restricdo na comercializagcdo do sémen e dos animais infectados (Alves et al.,
2011). Estudos epidemiolégicos indicam que a CGB é uma doenca com distribuicdo mundial
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(Mshelia et al., 2010; Alves et al., 2011) e é considerada uma das principais causas de perdas
econdmicas para a industria de bovinos em diferentes partes do mundo (Mshelia et al., 2010).

A prevaléncia da infec¢do em touros de rebanhos de corte com mais de 500 animais no Brasil no
ano de 2000, foi estudada por Miranda (2005). Foram incluidos neste estudo os Estados onde se
localizava a maior populagéo de bovinos de corte do pais: Bahia, Goias, Maranhdo, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Parana, Rio Grande do Sul, Rond6nia, Sdo Paulo e
Tocantins. A prevaléncia de animais infectados por C. fetus foi de 19,7% (1C95%: 13,3 - 25,1%)
e a prevaléncia de rebanhos infectados encontrada neste estudo foi de 50,8% (1C95%: 41,6 -
60,1%). Em um estudo realizado no Pantanal Matogrossense, foi encontrada uma prevaléncia de
52,3% de touros infectados e 89,5% de propriedades com animais infectados, mostrando que a
CGBesta amplamente disseminada nos rebanhos da regido (Pellegrin et al., 2002).

A entrada da CGB em um rebanho ocorre geralmente pela introducdo de animais infectados,
geralmente touros. A infeccdo se difunde rapidamente, permanecendo inaparente no inicio, em
geral pela falta de controle zootécnico dos rebanhos (Lage, 2001). A transmissdo da CGB ocorre
durante a copula ou inseminag&o artificial. O agente pode passar de um touro infectado ou sémen
contaminado para uma fémea susceptivel, ou de uma fémea infectada para um macho susceptivel.
Fomites, cama contaminada e comportamento homossexual entre animais jovens também podem
se tornar vias de infeccdo (Lage e Leite, 2000).

O manejo reprodutivo com a utilizacdo de monta natural, empregado na maior parte dos sistemas
de producdo extensivos e com baixo controle zootécnico apresenta todos os fatores de risco
necessarios a manuten¢do da CGB em um rebanho (Pellegrin, 2002). Os touros de repasse
infectados com C. fetus podem manter a CGB em rebanhos que utilizam a inseminac&o artificial
(Stynen et al., 2003).

A infertilidade e abortamentos nos bovinos é causada esporadicamente por C. fetus subsp. fetus.
A transmissdo da infeccdo é por via fecal-oral, sendo que os animais adquirem a infec¢do ao
ingerir alimentos e agua contaminada com o microrganismo. O aborto esporadico causado por C.
fetus subs. fetus representa menos de 5% dos casos de abortos por C. fetus nos bovinos, porém o
microrganismo é responsavel por infertilidade e abortos enzoético nos ovinos (Dekeyser, 1984;
Garcia e Brooks, 1993).

3.3. Patogenia da CGB

C. fetus é reconhecido como importante patégeno para a bovinocultura hd mais de um século.
Ambos, C. fetus subsp. fetus e C. fetus subsp. venerealis podem causar doenca nos bovinos, porém
apenas o C. fetus subsp. fetus causa doenca nos ovinos. Os habitat naturais das trés subespécies
sdo diferentes, C. fetus subsp. testudinum habita o intestino de répteis e seres humanos (Fitzgerald
et al., 2014), C. fetus subsp. fetus é reconhecido por ser confinado ao trato intestinal dos bovinos
e ovinos, enquanto que o C. fetus subsp. venerealis coloniza o trato genital dos bovinos e a amostra
variante C. fetus subsp. venerealis biovar intermedius pode colonizar tanto o trato genital como o
trato intestinal dos bovinos (Véron e Chatelain, 1973; Garcia e Brooks, 1993; Blaser et al. 2008).

No entanto, somente C. fetus subsp. fetus, C. fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. venerealis

bv. intermedius podem ser recuperadas de produtos de abortamentos nos bovinos (Skirrow, 1994;
Campero et al., 2003; Blaser et al. 2008).
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A espécie C. fetus é reconhecida por possuir marcado tropismo pelo trato genital e por se
multiplicar nos tecidos placentarios, sendo responsavel por infertilidade e abortos nos bovinos e
ovinos (Vandeplassche et al., 1963; Stoessel, 1982; Garcia et al.,1983).

No touro, o C. fetus subsp. venerealis habita a cavidade prepucial, infectando as criptas prepuciais,
multiplicando-se na mucosa das glandulas penianas e porcao distal da uretra, ndo provocando
lesdes, sendo 0 macho portador assintomatico e principal disseminador da infec¢do no rebanho
(Clark, 1971; Eaglesome e Garcia, 1992). Touros mais velhos, que possuem maior nimero de
criptas prepuciais mais profundas, propiciam condig¢Oes ideais de microaerofilia para o
crescimento do C. fetus subsp. venerealis no prepdcio (Clark, 1971). Além disso, esses animais
tendem a exercer dominancia sobre 0s mais jovens por ocasido da monta, 0 que aumenta 0s riscos
de transmissdo da doenca (Stoesell, 1982; Cottorello, 2006).

Segundo Winter et al. (1981), a localizagdo do microrganismo e a natureza da infecgéo no touro,
dificultam o acesso e a resposta adequada do sistema imune local, causando uma inefetiva
producdo e transferéncia transepitelial de imunoglobulinas para o prepucio, sendo fatores que
contribuem para a minima estimulacéo do sistema imune e prolongada sobrevivéncia do C. fetus
subsp. venerealis no macho. A variagdo antigénica em alta frequéncia das proteinas de superficie
SAP (Surface Array Protein) durante a infecgdo impossibilita ao sistema imune do hospedeiro
responder prontamente a estas variagdes antigénicas, evitando a morte mediada por anticorpos de
C. fetus. Além disso, a SAP confere resisténcia a morte mediada pelo complemento, impedindo a
ligacdo do factor C3b do complemento a superficie celular do C. fetus e contribuem para o
desenvolvimento do estado de portador em touros e em vacas (Samuelson e Winter, 1966; Garcia
etal., 1995; Thompson, 2002).

O C. fetus subsp. venerealis ndo produz nenhuma mudanga no comportamento normal do touro,
nem modifica sua libido nem a capacidade fecundante e qualidade de seu sémen. A Unica
alteracdo que pode ser observada no touro, ao final de uma estagdo de monta, € um desgaste fisico,
em funcdo do maior nimero de coberturas que o reprodutor tem de realizar, decorrente das fémeas
gue retornam ao cio em um rebanho infectado com C. fetus subsp. venerealis (Stoessel, 1982).

A CGB nas fémeas é caracterizada por provocar alteracdes somente no trato genital ndo sendo
detectada alteracfes sistémicas (Stoessel, 1982). Os locais de infeccdo do C. fetus subsp.
venerealis s80 a vagina, cérvix, Utero e ovidutos. Em condig&o naturais, a transmissao da infecgdo
ocorre durante a copula e coito (Clark, 1971), sendo que o0 microrganismo é depositado na vagina
e por infeccdo ascendente, atravessa a cérvix alcancando o Utero e ovidutos (Corbeil, 1999). O
microrganismo causa uma inflamag&o no Utero que podera inibir a implantacdo embrionaria ou
causar a morte do embrido ja implantado. A inflamag&o pode se estender da vagina a mucosa do
oviduto, incluindo cérvix e endométrio (Dekeyser, 1984).

A histopatologia da CGB em fémeas ndo gestantes foi estudada por Vandeplasseche et al. (1963)
e Corbeil et al. (1975). Apesar da presenca do C. fetus subsp. venerealis nem sempre ser associada
com alteracGes histoldgicas no trato genital, um achado frequente é endometrite leve. Menos
frequentemente, uma resposta inflamatoria leve pode ser observada na cérvix e ovidutos. As
principais lesGes observadas sdo as reagdes linfocitérias e plasmociticas do endométrio, mas
frequentemente com distribuicao focal do que difusas. Essas lesGes ndo sdo patognoménicas para
a CGB e podem néo ser suficiente para causar a infertilidade que é caracteristica da doenga.
Vandeplassche et al. (1963) ainda sugerem que a infertilidade pode ser causada pela combinag&o
de uma leve endometrite e o efeito direto do C. fetus. subsp. venerealis no concepto.
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Schurig et al. (1974) observaram que o C. fetus subsp. venerealis introduzido experimentalmente
por via intravaginal durante o estro ndo foi capaz de invadir o Gtero até chegada da fase
progesterdnica do ciclo estral. Garcia e Brooks (1993) afirmam que em condi¢8es naturais de
infeccdo, o C. fetus subsp. venerealis é introduzido no trato genital da fémea durante a fase
estrogénica quando os neutréfilos sdo abundantes nas secre¢des e que 0s microrganismos que
escapam da fagocitose sdo capazes de se multiplicar e invadir o Gtero durante a fase
progesterdnica quando a resposta neutrofilica é reduzida.

Corbeil et al. (1975) também demonstraram que durante a fase estrogénica, os neutréfilos sdo
numerosos no Utero, prevenindo que o C. fetus subsp. venerealis colonize o tecido nessa fase.
Porém durante a fase progesterdnica, quando poucos neutrofilos estdo presentes no Gtero, o
microrganismo é capaz de invadir e colonizar o tecido.

A influéncia dos hormonios estrogeno e progesterona na modulagéo da resposta imune frente a
infeccOes bacterianas do trato genital ja havia sido observada por outros estudos, que
demonstraram que durante a fase estrogénica a resposta imune a bactérias é mais efetiva quando
comparada a resposta imune durante a fase progesterdnica, que é a fase mais susceptivel a
infeccOes por bactérias (Lewis, 2003; Fahey et al., 2005; Garcia-Gomez et al., 2013).

A invasdo do Utero pelo C. fetus subsp. venerealis promove um estimulo antigénico, que resulta
na producdo de anticorpos 1gG, principalmente no Gtero, e IgA na vagina (Garcia e BROOKS,
1993). A IgG possui as funcdes de imobilizar e um importante papel opsonizante na fagocitose
do microrganismo pelos neutrofilos e células mononucleares, mas ndo na morte mediada pelo
complemento. A IgA ndo é uma imunoglobulina opsonizante, porém ela imobiliza o organismo
na superficie cérvico-vaginal e limita a entrada do patdgeno no utero, facilitando a eliminacao do
C. fetus subsp. venerealis, particularmente durante o estro, ou o0 estabelecimento do estado de
portador (Corbeil et al., 1974; Garcia e Brooks, 1993).

C. fetus possui afinidade pelos tecidos placentarios e pode invadir o Utero gestante em qualquer
periodo da gestagdo, no entanto é consenso que os abortos decorrentes da infeccdo concentram —
se entre 0 4° a0 6 més gestacional da vaca (Stoessel, 1982; Hum, 1987; Garcia e Brooks, 1993).
Os mecanismos envolvidos na afinidade tecidual do microrganismo e os fatores que determinam
a ocorréncia dos abortamentos nesse periodo sdo desconhecidos.

Embora os mecanismos de patogencidade de C. fetus sdo pouco compreendidos, a quimiotaxia
esta envolvida com a afinidade tecidual e € um importante fator para a colonizacdo de espécies
de Campylobacter spp., como C. jejuni (Ferrero e Lee et al., 1988; Hugdahl et al., 1988; Takata
et al., 1992; Yao et al., 1997, Hendixson e Dirita, 2004), C. concisus (Paster e Gibbons, 1986,
Kaakoush et al., 2010; 2011; Lavrencic et al., 2012) e C. rectus (Rams et al., 1993; Yokoyama et
al., 2005; Lagier et al., 2014).

Embora necessite de mais estudos, trabalhos recentes tém proposto que C. fetus compartilha a
nivel gendbmico determinantes de viruléncia comum a outras espécies de Campylobacter, como
genes que codificam receptores sensoriais transmembranicos e as proteinas relacionadas a
transducdo do sinal na quimiotaxia (Moolhuijzen et al., 2009; Fahmy et al., 2012). Somado a esses
importantes dados, Stynen (2009) verificou um aumento significativo na expressdo de proteinas
quimiotaticas apds a passagem seriada de C. fetus subsp. venerealis em novilha, sugerindo que a
quimiotaxia pode ser importante para a viruléncia e colonizacao de C. fetus.
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A partir disso, hipotetiza —se que a quimiotaxia pode ser um mecanismo de patogenicidade para
C. fetus e pode estar envolvida na afinidade tecidual de C. fetus.

3.4. Quimiotaxia

A quimiotaxia € 0 movimento das bactérias em dire¢do ou para longe de um estimulo quimico
(ADLER, 1975). Esse fenémeno foi descoberto no final do século 19, por dois bidlogos,
Engelmann e Pfeffer, que observaram que as bactérias sdo capazes de se mover em dire¢do as
condicBes adequadas de oxigénio, minerais e nutrientes organicos. As bactérias possuem uma
memoria quimica rudimentar, controlada pela quimiotaxia, em que as células bacterianas
respondem em questdo de milissegundos as altera¢fes nos niveis de substancias quimioefetoras
reconhecidas pelos receptores sensorais (Adler, 1975, Korolik e Ketley, 2008).

A quimiotaxia bacteriana tem sido extensivamente estudada em Escherichia coli, que é
considerada bactéria-modelo para explicar as vias de transducdo do sinal quimiosensorial em
outras bactérias (Figura 1). Com base no genoma gue contém componentes da quimiotaxia e sua
organizagcdo em C. jejuni, foi possivel estabelecer um modelo basico de como Campylobacter
spp. detectam e respondem a estimulos quimicos (Korolik e Ketley, 2005). Com C. fetus, apenas
um estudo pontual avaliou especificamente a quimiotaxia in silico da espécie (Fahmy et al., 2012).

Foi identificado no genoma de C. fetus subsp. fetus que os genes que codificam as proteinas
citoplasmaticas transdutoras do sinal quimiotéatico e os receptores sensoriais bacterianos que
detectam substancias quimicas no ambiente, os quimiorreceptores, apresentam elevado nivel de
similaridade com os identificados em C. jejuni, sugerindo uma estreita relacao filogenética dos
genes da quimiotaxia de Campylobacteraceae (Fahmy et al., 2012).

O estudo do genoma de C. jejuni (Parkhill et al., 2000; Marchant et al., 2002) revelou que a
motilidade direcionada em Campylobacter spp., a quimiotaxia, ¢ governada por um sistema
universal de dois componentes, base reguladora dessa rede. Essa via de transducdo do sinal
guimiotatico é composta por proteinas semelhantes aos transdutores transmebranicos, Tlp
(transducer-like protein), que sdo quimiorreceptores bacterianos e os produtos dos genes che
(chemotaxis), as proteinas transdutoras do sinal quimiotatico, Che (Korolik e Ketley, 2008).

Em geral, as vias de transducéo do sinal quimiotatico de bactérias possuem etapas bésicas: a
recepcdo do sinal por quimiorreceptores localizados na membrana da célula bacteriana;
transduc&o de sinal para retransmitir os sinais de receptores de membrana para o motor flagelar e
adaptacdo do sinal para dessensibilizacdo do sinal inicial (Lux e Shi, 2004). Para tanto, faz-se
necessario conhecer mais detalhadamente os quimiorreceptores, os TIp, e as proteinas
transdutoras de sinal da quimiotaxia, as proteinas Che, ambos essenciais no complexo
guimiosensorial de bactérias.
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Figura 1 - Esquema simplicado de interacGes proteina-proteina durante a transducéo do sinal quimiotatico
em bactérias. As setas pretas representam intera¢fes regulamentadas. O quimiorreceptor mostrado € um
MCP (Methyl-accepting Chemotaxis Proteins). O esquema nao esta desenhado em escala.

Fonte: Bren e Eisenbach, 2000.

3.4.1. Os quimiorreceptores

Os quimiorreceptores mais estudados de Campylobacter spp. séo os de C. jejuni. C. jejuni codifica
dez proteinas quimioreceptoras (TIp) e duas proteinas envolvidas em aerotaxia (Aer). Os Tlp sdo
proteinas sensoriais transmembranicas especializadas que permitem as bactérias detectar
moléculas quimioefetoras no ambiente (Korolik, 2010). Os Tlp de C. jejuni sdo classificados a
partir das caracteristicas funcionais e estruturais em quatro grupos distintos: A, B, C e Aer
(Marchant et al. 2002), sendo que cada grupo media respostas para um grupo especifico de
estimulo atraentes ou repelentes (Stock e Surette, 1996).

Em C. fetus, Fahmy et al. (2012) identificaram a partir de uma andlise in silico que o0 genoma de
C. fetus possui nove genes que codificam quimiorreceptores com alta similiraridade com os genes
de Campylobacter spp. C. fetus codifica oito proteinas quimioreceptoras (Tlp) e uma proteina
envolvida em aerotaxia (Aer). Os Tlp de C. fetus também sdo classificados a partir das
caracteristicas funcionais, estruturais e de similaridade em quatro grupos distintos: A, B, C e Aer
(Fahmy et al. 2012).

Os quimiorreceptores do Grupo A séo TIpl, TIp3, Tlp4 e TIp7 e TIpA (Fahmy et al., 2012),
possuem similaridade aos bem caracterizados MCP de E. coli. Esses receptores contém trés
dominios — periplasmatico, citoplasmatico e transmembréanico — consistindo de proteinas
quimiorreceptoras que atravessam a membrana (Falke et al., 1997). Em funcédo de seu dominio
extracelular, o grupo A de quimiorreceptores sdo 0s mais provavelmente responsaveis por
sinalizar quimioefetores externos a bactéria (Korolik e Ketley, 2008).

O Grupo B de quimiorreceptores contém apenas um receptor sensorial, o Tlp10 (Fahmy et al.,
2012), que é uma proteina citoplasmética ancorada a membrana celular por uma Unica regido
transmembranica terminal, que representa um sistema de taxia por energia, capaz de detectar
piruvato e fumarato (Zautner et al., 2012).
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Os quimiorreceptores do Grupo C, TIp6 e TIp8, contém apenas proteinas e dominios
citoplasmaticos sendo aptos a detectar sinais citoplasmaticos (Fahmy et al., 2012), sugerindo que
a deteccdo do estado fisioldgico interno da célula bacteriana pode desempenhar um papel
importante na quimiotaxia de Campylobacter spp. (Korolik e Ketley, 2005; Korolik e Ketley,
2008).

O receptor do Grupo Aer, Aer2 ou CetB, participa na deteccdo redox e é importante na
identificacdo da concentragdo adequada de oxigénio e na caracteristica microaerofilica de
Campylobacter spp. (Taylor et al., 1999). Em C. fetus ndo foram identificados os TIp2, TIp5, TIp9
ou CetA e Aerl, que estdo presentes em C. jejuni (Fahmy et al., 2012).

Mutantes que perderam um ou mais dos quimiorreceptores ou apresentam alter¢des estruturais ou
funcionais nos receptores demonstram reducdo na motilidade e quimiotaxia e consequentemente,
reducdo na capacidade da bactéria de infectar o hospedeiro (Hendrixon e Dirita, 2001; Tareen et
al., 2010; Zautner et al., 2012).

3.4.2. Proteinas Che e a via de transducdo do sinal quimiotatico

C. fetus possui sete genes Che (Chemotaxis), que codificam as proteinas citoplasmaticas da via
de transducéo do sinal quimiotatico, CheA, CheW, CheY, CheV, CheB, CheR e CheZ (Fahmy et
al.,, 2012). O nucleo central de transducdo do sinal quimiotatico é composto pelos
quimiorreceptores, a histidina quinase CheA, o regulador de resposta CheY, e as proteinas
acopladoras CheW e CheV. As proteinas CheB, CheR e CheZ, que sao relacionadas a regulacao
da sinalizacdo e adaptacdo, sdo consideradas proteinas acessorias (Wuichet e Zhulin, 2010;
Lertsethtakarn et al., 2011).

A proteina CheA é uma histidina quinase que possui funcdo de fosforilar CheY além de se
autosforilar, mediando a transferéncia do sinal do quimiorreceptor ao citoplasma da bactéria
(Stock e Surret, 1996). CheW ¢ a proteina adaptadora que se acopla a CheA. CheY é a proteina
reguladora da resposta quimiotatica, que atua no motor flagelar. A proteina CheV possui agao
acopladora semelhante a CheW. CheR e CheB participam da adaptacédo do sinal quimiotatico pela
metilagdo e desmetilacdo dos quimiorreceptores, respectivamente (Korolik e Ketley, 2005; 2008;
Lertsethtakarn et al., 2011). A proteina CheZ possui funcdo estabelecida na quimiotaxia de E.
coli, acelerando a autodesfosforilagéo intrinseca de CheY, removendo o sinal de CheY-P pela
desfosforilacéo de CheY, porém o gene que codifica essa proteina ndo foi identificado no genoma
de C. jejuni (Marchant et al., 2002).

O comportamento de natacdo (swimming) das bactérias depende das condi¢des do ambiente. Em
ambientes onde ndo ha um gradiente quimico (Figura 2A), as bactérias nadam com um padrao
randdmico, produzido pela alternancia entre episddios de rotagdo no sentido anti-horario e
horario. Em um gradiente atrativo ou repelente (Figura 2B), as bactérias monitoram alterac6es na
concentracdo dos quimioefetores para elas migrarem e usam essa informacgdo para modular a
probabilidade do préximo evento de reorientacdo espacial, conhecidos como “tombos” (tumble).
Essas respostas locomotoras prolongam a migracdo em direcdo a ambientes quimicamente
favoraveis (Parkinson, 1993; Eisenbach, 2001).
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Figura 2 — Comportamento de natacdo das bactérias. (A) Movimento aleatério. (B) Movimento aleatério
direcionado.
Fonte: Eisenbach, 2001.

A primeira etapa da via de transducdo do sinal quimiotatico € a ligacdo de uma molécula
quiomioefetora (substrato quimico do ambiente) aos dominios acopladores dos quimiorreceptores
da bactéria, os Tlp (Korolik e Ketley, 2005). Quando ha ligacdo de uma molécula quimioatraente
ao quimiorrecetor bacteriano, ha uma mudanga na conformag&o do receptor e esse sinal inibe a
atividade da histidina quinase CheA. Nessa situagdo, CheA ndo se autofosforila,
consequentemente ndo sdo gerados grupos fosfatos para serem tranferidos para fosforilagdo de
CheY, consequentemente, CheY na forma ndo fosforilada falha em interagir com motor flagelar.
Assim, os flagelos permanecem girando no sentido anti-horario e a bactéria continua migrando
para frente sem mudanca de direcdo ao estimulo quimioatraente (Eisenbach, 2001; Korolik e
Ketley, 2008).

No entanto, na auséncia de uma molécula quimicamente atrativa ligada ao dominio periplasmatico
do quimiorreceptor bacteriano hd uma mudanca conformacional no quimiorreceptor bacteriano e
emissdo de um sinal (Falke e Hazelbauer, 2001). Esse sinal é transduzido a CheA, no complexo
de ativacdo da histidina quinase CheA. A transducdo do sinal é realizada a partir do acoplamento
da proteina CheW ou de CheW e CheV (Gegner et al., 1992; Schuster et al., 1993; Lertsethtakarn
et al., 2011). Apo6s a autofosforilagdo da proteina CheA, forma-se um grupo fosfato que é
transferido ao regulador de resposta, CheY. CheY em sua forma fosforilada (CheY-P) se liga as
proteinas do motor flagelar, as proteinas FIiM. A ligagdo em quantidade suficiente de CheY-P ao
motor flagelar leva a inversdo do sentido de rotacdo flagelar, passando do sentido anti-horério
para o sentido horério, resultando na reorientacdo espacial da migracdo bactériana (Bren e
Eisenbach, 2001).

A rotacdo flagelar no sentido anti-horario (default direction) é associada ao estado de migracdo
em linha reta, enquanto que a rotacdo flagelar no sentido horéario é utilizada para reorientar a
migracdo da bactéria, fendbmeno conhecido como tumbling (Stock e Surette, 1996; Bren e
Eisenbach, 2001). A bactéria responde a um quimioefetor pela alternéncia entre migracéo direta
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e tumbling. As células bacterianas combinam uma rapida reorientacdo espacial e temporal no
ambiente pelo tumbling com prolongados periodos de migracdo em direcdo a quimioatraentes ou
para longe dos quimiorepelentes (Eisenbach, 1996; Falke et al., 1997). A frequéncia de tumbling
e migracdo direta é governada pelo sentido de rotagdo flagelar. A direcdo da rotacdo flagelar,
sentido anti-horério ou horério, € influenciada pelo estado de fosforilagdo de CheY. A quantidade
de CheY-P é regulada pela ligacdo da molécula quimioefetora ao quimiorreceptor da bactéria.
(Stock e Surette, 1996; Eisenbach, 2004; Korolik e Ketley, 2008).

A adaptacdo do sistema é acompanhada pela variagdo no grau de metilacdo de residuos
especificos no dominio de sinalizacdo citoplasmatica do quimiorreceptor. Os grupos metil sdo
transferidos aos quimiorreceptores por uma metiltransferase ativa constitutiva, CheR, que
mantém a autofosforilagdo de CheA e transmite um sinal de sentido horario ao motor flagelar.
Quando os grupos metil sdo removidos pela metilesterase CheB, ocorre uma inibi¢do da
autofosforilacdo de CheA e transmissdo de um sinal de sentido anti-horario ao flagelo (Springer
e Koshland, 1977; Yonekawa et al., 1983, Bren e Eisenbach, 2000). Além disso, CheA também
pode passar o grupo fosfato para CheV, que por sua vez controla a atividade de CheB. O término
do sinal quimiotatico ocorre pela desfosforilagdo de CheY, mediada por CheZ, e do dominio
regulador de resposta em CheA (Korolik e Ketley, 2005). A perda de qualquer uma das proteinas
que atuam a jusante do receptores resulta em um fendtipo bacteriano ndo quimiotatico, com
reduzida capacidade de colonizacdo do hospedeiro (Stock e Surette, 1996; Armitage, 1999).

Outro processo que € importante para a quimiotaxia bacteriana é a regulagdo da expressdo génica,
onde pode haver uma repressao na expressdo dos genes da quimiotaxia e consequentemente dos
seus produtos, as proteinas quimiotaticas (Xu et al., 2003; Lewin, 2007; Stynen, 2009). Isso pode
ocorrer em certas ocasifes no cultivo in vitro por exemplo, onde as bactérias estdo em um
ambiente biologicamente confortavel, com condi¢Bes favoraveis ao crescimento e sem desafios
de colonizag&o. Esse comportamento foi observado no estudo realizado por Cooper et al. (2013),
que verificaram que a passagem in vitro de C. jejuni resultou em mundagas fenotipicas e perda de
viruléncia da bactéria. Os autores relataram que apds sucessivas passagens da bactéria in vitro,
houve alteragdo nos genes da relacionados motilidade e nos genes che, que s&o os responsaveis
pela sintese de proteinas quimiotéaticas Che.

O contrério acontece in vivo, onde as bactérias precisam da motilidade e quimiotaxia para infectar
e colonizar os tecidos do hospedeiro. Nessa situacdo, hd inducdo na expressdo dos genes da
quimiotaxia e consequentemente um aumento na producdo de proteinas quimiotaticas (Scott et
al., 2007; Porter et al., 2011).

O aumento na expressdo das proteinas quimiotaticas CheW e Mcp (Methil Accepting Chemotaxis)
foi observado por Stynen (2009), ap6s passagem seriada de C. fetus subsp. venerealis (NCTC
10354 = ATCC 19438) em novilha virgem. Uma forma de restabelecer a viruléncia e a expressao
de genes bacterianos, é a passagem da bactéria no hospedeiro, que aumenta a expressdo das
proteinas quimiotéticas e pode aumentar a capacidade bacteriana de colonizar a superficies
mucosas (Stynen, 2009).

3.4.3. O papel da quimiotaxia na coloniza¢&o do hospedeiro e patogénese da infeccéo por
Campylobacter spp.

A localizagdo do ambiente ou nicho adequado para a colonizagdo é um dos primeiros eventos que
ocorrem durante a interacdo bactéria - hospedeiro, sendo uma importante etapa para o
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estabelecimento da infeccdo. Nesse contexto, a quimiotaxia tem sido reconhecida como um
importante fator para a afinidade tecidual, colonizacdo e viruléncia de Campylobacter spp.
(Hugdahl et al., 1998; Vegge et al., 2009).

Como pré-requisito para a infecgdo, Campylobacter spp. deve interagir com o hospedeiro e esse
processo € mediado pelo sistema quimiotatico do microrganismo que o guia até as células do
hospedeiro local da infeccdo (Tareen et al., 2010). Pela quimiotaxia, as bactérias chegam aos
nichos apropriados do hospedeiro que suportam o crescimento bacteriano ou se afastam dos
microambientes prejudiciais para o microrganismo (Blair, 1995).

O papel da quimiotaxia na infec¢do por Campylobacter spp. foi dissecado usando mutantes Che,
que ndo possuem transducdo do sinal quimiotatico, ou por mutantes que carecem de
quimiorreceptores individuais (Lertsethtakarn et al., 2011). Mutantes ndo quimiotaticos (Che’) de
C. jejuni demonstraram reduzida ou completa incapacidade em colonizar tecidos do hospedeiro
(Takata et al.,1992; Yao et al., 1997; Hendrixson e Dirita, 2004). Amostras de C. jejuni mutantes
dos quimiorreceptores Tlp3 e Tlp9 (Golden e Acheson, 2002, Rahman et al., 2014), Tlp4 (Vegge
et al., 2009), Tlp7 (Tarren et al., 2010), CetA e CetB (Hendrixson e Dirita, 2001) apresentam
reduzida motilidade e deficiéncia em infectar células in vitro. A auséncia dos Tlp3 e Tlp4 reduz
significativamente a capacidade de C. jejuni colonizar a mucosa jejunal de camundongos (Li et
al., 2014). Os quimiorreceptores Tlp1, Tlp4 e Tlp10 tém sido reconhecidos como importante para
a colonizagdo intestinal por C. jejuni em aves (Hendrixson e Dirita, 2004).

O estudo do comportamento quimiotatico de Campylobacter spp. iniciou com Paster e Gibbons,
(1986). Eles avaliaram diversos acidos organicos, aminoacidos, carboidratos, ions inorganicos,
bile e mucina, no entanto somente o &cido férmico e formato foram quimioatraentes para
Campylobacter concisus. Os autores concluiram que o comportamento quimiotatico especifico
de C. concisus por formato pode ter um papel essencial na colonizacéo de superfices orais, pois
o formato é fator de crescimento para a bactéria e est4 presente na placa dental.

Em 1988, Hugdahl e colobaradores reportaram o comportamento quimiotatico in vitro de C.
jejuni. Os quimioatraentes para C. jejuni incluem alguns aminoacidos como serina, aspartato e
glutamato, alguns &cidos organicos como piruvato, fumarato e succinato, e o actcar fucose. A
quimioatracdo de C. jejuni por esses substratos € um fator importante para a afinidade da bactéria
pelo trato intestinal (Hugdahl et al., 1988; Hazeleger et al., 1998; Khanna et al., 2006; Vegge et
al., 2009; Baserisalehi e Bahador, 2011; Burrough et al., 2012).

Apesar de existirem poucas informagdes sobre o papel da quimiotaxia na colonizagdo do
hospedeiro por C. fetus, o estudo realizado por Stynen (2009) sugere que a quimiotaxia pode ser
importante para a viruléncia e colonizacdo do hospedeiro por C. fetus. Nesse estuado, Stynen,
(2009) observado um aumento significativo na expressao de proteinas relacionadas a quimiotaxia
apos a passagem seriada de C. fetus subsp. venerealis em novilha. A autora concluiu que a
guimiotaxia pode ser importante no estabelecimento da infec¢do por Campylobacter fetus subsp
venerealis, pois permite a bactéria identificar condicdes ideais de crescimento no muco vaginal e
no Utero, encontrando sitios adequados de coloniza¢do da mucosa.

3.4.4. Demonstragdo e mensuramento in vitro da quimiotaxia

Diferentes tipos de ensaios de quimiotaxia foram estabelecidos, a fim de pesquisar substancias
com atividade quimioefetora para microrganismos especificos (Miller et al., 2009). Pfeffer no
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final do século 19 desenvolveu o primeiro método para avaliagdo in vitro da quimiotaxia,
denominado de método capilar, em que se observa quimiotaxia bacteriana inserindo um capilar
contendo uma solucdo quimica de teste em uma suspensao bacteriana e em seguida observa-se
microscopicamente o acimulo de bactérias no interior do capilar (quimiotaxia positiva) ou o
movimento das bactérias para longe do capilar (quimiotaxia negativa).

Para quimiotaxia positiva este procedimento tem sido utlizado com sucesso para a quantificagcdo
de bactérias que se acumulam no interior do capilar contendo uma solug&o atrativa, enquanto que
para a quimiotaxia negativa, o repelente no capilar diminui o nimero de bactérias que entraram
no capilar. Alternativamente, o repelente é colocado com a suspensdo de bactérias mas ndo no
capilar, o nimero de bactérias que migram para o interior do capilar como refugio é entdo
mensurada (Tso e Adler, 1974; Adler, 1975).

O ensaio capilar modificado por Adler (1973) tem sido amplamente utilizado para demonstrar o
comportamento quimiotatico em varias bactérias, no entanto, este procedimento ndo é adequado
para o estudo de Campylobacter spp., em funcdo da natureza microaerofilica do microrganismo
e da necessidade de mudanga de atmosfera para proporcionar condi¢cBes adequadas a
sobrevivéncia e motilidade do mirorganismo (Hugdahl et al., 1988).

Para o estudo do comportamento quimiotatico de C. jejuni, Hugdahl et al. (1988) modificaram e
adaptaram o ensaio quimico em tampéo (chemical-in-plug assay) (Tso e Adler, 1974). O ensaio
quimico em tampéo é um método semi-quantitativo, com base na alteracdo da opalescéncia ou
transparéncia do agar semisdlido ao redor do quimioefetor em decorréncia da concentragdo ou
afastamento de células bacterianas, respectivamente (Hugdahl et al., 1988; Hazeleger et al., 1998).
No entanto, o ensaio quimico em tampao tem sido bastante criticado como método para avaliagéo
da quimiotaxia, em fungéo de seu potencial de gerar resultados falsos-positivos (Li et al., 2010;
Kanungpean et al., 2011).

Em funcdo disso, para se obter resultados mais confidveis nos estudos de quimiotaxia de
Campylobacter spp. tem sido recomendado utilizar o ensaio em placa pelo método do disco, onde
as bactérias respondem a um gradiente quimico criado pela difusdo de um quimioefetor a partir
um disco de papel filtro saturado colocado sobre o agar semi-sélido (Khanna et al., 2006; Vegge
et al., 2009; Baserisalehi e Bahador, 2011; Burrough et al., 2012). As bactérias migram e se
acumulam em torno do disco se o quimico é um atraente (quimioatracdo) e se afastam, deixando
uma zona transparente ao redor do disco, se é quimiorepelente (quimiorepulsdo). A zona
transparente é cercada por um anel de bactérias, o que indica que as bactérias se afastaram do
disco e ndo morreram por um efeito toxico do repelente. Alguns quimicos ndo provocam resposta
guimiotatica e sdo classificados com inertes (Adler, 1975; Hugdahl et al., 1988).

O ensaio quimiotatico em placa pelo método do disco é um método facil, rapido e confiavel para
a determinag&o da quimiotaxia, uma vez que os resultados s&o conhecidos dentro de poucas horas
(Hazeleger et al., 1998). O ensaio quimiotatico em placa é o método mais recomendado e 0 mais
utilizado atualmente para avaliar a quimiotaxia Campylobacter spp., em funcdo de sua
confiabilidade, rapidez e capacidade de fornecer um ambiente de microaerofilia para a bactéria.

3.5. O utero bovino gestante e infec¢do por Campylobacter fetus

Apesar do conhecimento sobre a CGB ter evoluido bastante nas Ultimas décadas, 0s processos
envolvidos na afinidade tecidual e infeccdo do Utero por C. fetus subsp. venerealis e C. fetus
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subsp. fetus e consequente aborto sdo ainda pobremente entendidos (Vandeplassche et al., 1963;
StoesseL, 1982, Blaser et al., 2008). Sabe-se que o C. fetus subsp. venerealis move-se a partir da
vagina para o (tero ainda ndo gestante, bem como em qualquer momento da prenhez, porém néo
foi comprovado se a bactéria passa da vagina para o Utero na metade da gestacdo interrompendo-
a, ou 0 microrganismo permanece todo o tempo na cavidade uterina, para produzir o aborto
(Vandeplassche et al., 1963; Stoessel, 1982).

A patogenia do aborto em bovinos e ovinos pela infeccdo por C. fetus subsp. fetus, segundo
Wassenaar e Newell (2006), envolve a translocacdo do intestino, penetragdo na corrente
sanguinea e bacteremia que leva o0 microrganismo ao Utero quando este estiver prenhe, infectando
a placenta e o feto. Os trabalhos de Graham (2002) e Baker e Graham (2010) sugerem que o C.
fetus subsp. fetus transpde o epitélio intestinal através das vias transcelular e paracelular. O
microrganismo infecta os placentomas, causa inflamacdo dos cotilédones e placentite que
culminam, com o abortamento (Garcia e Brooks, 1993). Apesar da epidemiologia e de aspectos
patogénicos serem bem distintos, os achados patoldgicos dos abortamentos em bovinos causados
por C. fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus sdo iguais, pois possuem as mesmas
caracteristicas histopatoldgicas nas membranas fetais, consistindo de areas focais de placentite
necrosante supurativa e vasculite caracterizada por degeneragdo fibrionoide da parede dos vasos
com infiltrado neutrofilico e necrose (Hum, 1987).

Os abortos decorentes da infeccdo por C. fetus podem ocorrer durante todo o perido de gestagéo,
porém, as perdas gestacionais se concentram no segundo terco de gestacao da vaca (4° ao 6°més
gestacional) (Stoessel, 1982; Hum, 1987; Garcia e Brooks, 1993), possivelmente em fungéo de
fatores teciduais e hormonais do Utero gestante bovino que atuam como quimioatraentes para a
bactéria.

Lowrie e Pearce (1970) observaram que a taxa de crescimento do C. fetus foi significativamente
maior na presenca de extratos dos tecidos placentarios, comparada a extratos de outros tecidos,
como figado, rim, baco e muasculo. Os autores sugerem que o tropismo do C. fetus pelos tecidos
placentéarios é dependente de nutrientes locais. A especificidade tecidual ou tropismo tecidual é
um fendmeno reconhecidamente importante em doengas microbianas (Keppie et al., 1965; Smith,
1968).

A presenca de substancias no trato reprodutivo da fémea bovina que podem ser utilizadas como
substrato para o crescimento bacteriano foi reportada por Olds e Vandemark (1957). Gibbons
(1959) reportou que os fluidos do trato genital da vaca contém uma série de substancias, entre
elas aminoacidos, como aspartato, glutamato e serina, alguns acidos organicos como piruvato,
fons inorganicos como ferro e varios carboidratos, entre eles fucose. Os estudos de Alexander
(1957), Zemjanis e Hoyt (1960) e Smibert (1963) demonstraram que os aminoacidos, &cidos
organicos e ions inorganicos especificos, como o ferro e o carboidrato fucose, estimularam
significativamente o crescimento in vitro de C. fetus.

Os aminoéacidos e 0s acidos organicos sao as principais fontes de carbono para Campylobacter
spp. e o ferro é um nutriente essencial e importante fator para colonizacéo (Parkhill et al., 2000;
Wooldridge e van Vliet, 2005; Lee e Newell, 2006). Além de serem fatores de crescimento e as
principais fontes de carbono para espécies de Campylobacter, estudos tem demonstrado que 0s
amino&cidos aspartato, serina, glutamato e os &cidos organicos fumarato, piruvato e succinato séo
substancias quimiotaticas para C. jejuni e importante para afinidade tecidual e colonizacdo do

22



hospedeiro (Hugdahl et al., 1988, Hazeleger et al., 1998; Khanna et al., 2006, Vegge et al., 2009,
Baserisalehi e Bahador, 2011).

Considerando que Campylobacter spp. ndo oxidam nem fermentam a maioria dos carboidratos, a
utilizacdo do agUcar fucose como fonte de carbono fornece a bactéria uma vantagem competitiva
para colonizagdo em ambientes adversos nutricionalmente (Stahl et al., 2011). A fucose, um dos
principais componentes da mucina, também tem sido reconhecida como fator quimiotatico para
C. jejuni e importante para a afinidade tecidual e colonizagéo (Hugdahl et al., 1988, Burrough et
al., 2012). Assim, substratos presentes no limen uterino da vaca podem servir também como
fatores quimioatrativos, favorecendo e direcionando a localizacéao tecidual in vivo de C. fetus.

A base nutricional para a especificidade e tropismo de Brucella abortus pela placenta bovina foi
observada por Smith et al. (1961) e Keppie et al. (1965). O eritritol, um acUcar presente em grande
guantidade nos tecidos placentéarios e fluidos fetais da vaca, é considerado o fator nutricional e
quimiotatico para a localizacdo tecidual de B. abortus (Smith et al., 1961; Keppie et al., 1965;
Sangari et al., 2000). A possibilidade do eritritol funcionar como fator de crescimento para C.
fetus foi sugerida por Herzberg (1966), porém os estudos de Lowrie e Pearce (1970) e Walsh et
al., (1973) demonstraram que o eritritol ndo estimulou o crescimento in vitro de C. fetus. No
entanto, esses estudos nao avaliaram o eritritol como substancia quimioatraente para C. fetus, ndo
podendo assim excluir a participagdo do eritritol no tropismo do C. fetus pelo Utero bovino
gestante.

Além das fungdes estruturais e nutricionais, que sdo essenciais para o desenvolvimento do feto, a
placenta da vaca e da ovelha possuem uma importante funcdo enddcrina (Hoffman e Schuler,
2002). A placenta da vaca e da ovelha possuem um grupo de células especializadas na producgao
de horménios, as células trofoblasticas, que compdem o epitélio trofodermal e delimitam
externamente o corioalantoide embri6nico. As células trofoblasticas da placenta sintetizam os
horménios (Igwebuike, 2006) estradiol (Matamoros et al., 1994), progesterona (Reimers et al.,
1985) e lactogénio placentario (Wooding et al., 1996), sendo que a producdo e concentracao
desses hormdnios nos fluidos e tecidos variam bastante durante a gestacdo (Nguyen et al., 2012).

Os estrégenos regulam o fluxo de sangue uterino, perfusdo e crescimento do miométrio, bem
como a sintese de actomiosina que aumenta a forga das contracBes uterinas no momento da
expulsdo fetal (Boos et al., 2006). Os estrégenos, em conjunto com a relaxina, promovem o
amolecimento do colo do Utero e relaxamento do canal do parto e estimulam a libertacdo da
prostaglandina F», (PGF,) do endométrio (Kindahl et al., 2004). A placenta é a principal fonte de
estrégenos durante a prenhez na vaca (Hoffmann et al., 1976; Schuler et al., 2008). Os estrégenos
sdo detectados em tecidos cotiledonares e carunculares por volta do quarto més de gestagdo
(Tsumagari et al., 1993). A sintese de estrogenos aumenta na metade da gestacdo, sendo que as
concentragdes maiores sdo encontradas no trimestre final de gestacdo da vaca (Inaba et al., 1983;
Conley et al., 1992).

A progesterona inibe a ovulacdo mantendo o horménio luteinizante (LH) em baixos niveis
preparando o endométrio para a implantacdo e mantendo quiescente 0 miométrio para o
desenvolvimento bem-sucedido do embrido (Goff, 2004). Nesse contexto, ressalta — se a
importancia de dois tecidos, o corpo ltteo e placenta, que assumem a responsabilidade endocrina
pela sintese de progesterona em periodos distintos da gestacdo. No inicio da gestacdo o corpo
luteo é a principal fonte de progesterona, no entanto ja ao 150° - 180° dia de gestacdo h& uma
involucdo tecidual e reducdo na capacidade das células luteais em sintetizar esse horménio
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(Shemesh et al., 1984; Reimers et al., 1985; La Paz et al., 2007). Em contrapartida, ja por volta
do 90° dia de gestacional, em funcdo do processo de maturacdo das células binucleadas
trofoblasticas, a placenta ja possui grande capacidade de sintetizar progesterona (Izhar et al.,
1992) e se torna a principal fonte extraovariana de progesterona durante a gestacdo da vaca
(Pimentel et al., 1986; Schuler et al., 2008; Nguyen et al., 2012).

O lactogénio placentario, produzido pela placenta da vaca e da ovelha, € um hormbnio
estruturalmente relacionado a prolactina e ao horménio do crescimento (Gertler e Djiane, 2002).
O lactogénio placentério possui atividade biolégica lactogénica, somatogénica e na mamogénese
(Byatt et al., 1992). A producdo do lactogénio placentario aumenta conforme o avango do periodo
gestacional, elevando a concentracdo hormonal na circulagcdo materna, atingindo o platd no terco
final de gestacéo (Byatt et al., 1992; Wooding, 1992).

Os horménios estrogeno e progesterona, tem sido estudado quanto ao seu papel na regulacéo da
resposta imune as infecgdes bacterianas, viruléncia e estabelecimento da infec¢do. Os horménios
estrogeno e progesterona atuam na modulacao da resposta imune frente a infecgdes bacterianas
do trato genital, sendo que durante a fase estrogénica a resposta imune a bactérias é mais efetiva
guando comparada a resposta imune durante a fase progesterdnica do ciclo estral, que é a fase
mais susceptivel a infeccdes por bactérias (Lewis et al., 2003; Garcia-Gémez et al., 2013).

Além do seu papel na modulagdo do sistema imunine, os hormonios esteroidais, estrégeno e
progestoerna, tem um efeito direto sobre o metabolismo e crescimento bacteriano, e a expressao
de fatores de viruléncia. Os hormonios esteroidais sdo envolvidos no controle de transcricdo de
varios genes, sendo importante para a viruléncia bacteriana e estabelecimento da infeccdo. A
progesterona, por exemplo, possui um efeito direto sobre o metabolismo, crescimento e expressao
dos fatores de viruléncia de determinadas bactérias que infectam o trato genital (Garcia - Gdmez
etal., 2013).

A progesterona € fator de crescimento para Brucella abortus (Hanifa Moursi, 1965; Misra et al.,
1976), aumenta a sobrevivéncia e multiplicacdo de Neisseria gonorrhoeae durante a infecgao de
células epiteliais cervicais humanas (Edwards, 2010), aumenta a patogenecidade de Mycoplasma
spp. (Furr e Taylor-Robinson, 1993) e em Chlamydia trachomatis, a exposicao a progesterona
provoca uma mudanca significativa no perfil dos genes que sdo expressos, provocando um
aumento na viruléncia do microrganismo (Amirshahi et al., 2011).

Em algumas espécies de Camylobacter, estradiol e progesterona tém sido estudado como fator de
crescimento e fator quimiotatico. Para uma amostra hipervirulénta de C. jejuni responsavel por
abortamento em ovinos, os hormdnios estrogeno e progesterona nao foram fator de crescimento
nem fator quimiotético (Burrough et al., 2012). Ja para C. rectus, um patdgeno associado com
doenca periodontal em seres humanos, estradiol e progesterona demonstraram ser fator de
crescimento (Yokoyama et al., 2005).

Em C. fetus, estrdgeno e progesterona foram estudados somente como fator de crescimento in
vitro, ndo existindo trabalhos sobre o potencial desses hormdnios estereoidais e do hormdnio
lactogénio placentario como fator quimiotéatico para a bactéria.

O potencial de estradiol e progesterona como fator de crescimento in vitro para C. fetus ainda sdo

indefinidos. Zemjanis e Hoyt (1960) monstraram que a adicdo do estradiol na concentracdo de
0,005 % estimulou o crescimento in vitro de C. fetus, enquanto que concentracgdes entre 0,01 % -
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0,2 % inibiram o crescimento da bactéria. J& Walsh et al. (1973) observaram que a adicdo de
estradiol nas concentragdes de 0,01 % a 0,0005 % ao meio de cultivo ndo estimulou nem inibiu o
crescimento do microrganismo.

Osborne e Bourdeau, (1955) observaram que a adi¢do de progesterona ao meio de cultivo liquido
estimulou significativamente o crescimento de uma amostra de C. fetus isolado de bovino, no
entanto Walsh et al., (1973) reportaram que a progesterona nado foi fator de crescimento para C.
fetus subsp. venerealis.

Diversos fatores podem ter influenciado os resultados desses estudos, entre eles, a metodologia
empregada, a concentracdo e solubilidade dos horménios no meio de cultivo, o tempo de
avaliagdo e a origem das amostras. No estudo de Walsh et al., (1973) foi avaliada uma amostra
de C. fetus subsp. venerealis, enquanto que nas pesquisas de Osborne e Bourdeau (1955) e
Zemjanis e Hoyt (1960) foram utilizados C. fetus isolados de bovinos sem descricdo da
subespécie, podendo assim ser C. fetus subsp. venerealis ou C. fetus subsp. fetus.

E importante ressaltar que os estudos realizados avaliaram substancias presentes no Gtero gestante

da vaca como fatores de crescimento in vitro, porém ndo foram realizados estudos com essas
substancias como fatores quimiotaticos responsaveis pela localizagéo tecidual de C. fetus.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras

Nesse estudo foram utilizadas seis amostras de Campylobacter fetus de diferentes origens (Tabela
1), sendo duas amostras de Campylobacter fetus subsp. venerealis e quatro amostras de
Campylobacter fetus subsp. fetus.

A amostra C. fetus subsp. venerealis P3 é uma amostra que foi isolada ap0s trés passagens seriadas
em novilha virgem. Brevemente, a amostra de referéncia de C. fetus subsp. venerealis NCTC
10354" = ATCC 19438 foi inoculada em novilha virgem e, ap6s sete dias de infeccdo, foi isolada
do muco cérvico-vaginal desse animal a amostra denominada Pl (Cottorello, 2006).
Subsequentemente, a amostra P1 foi inoculada na vagina de outra novilha virgem e, ap6s nove
dias de infecgéo a novilha foi sacrificada e foi isolada do Utero desse animal a amostra denominada
P2. Da inoculagdo da amostra P2 em outra novilha virgem, foi possivel o isolamento, a partir do
muco cérvico-vaginal, 14 dias pés-infecgéo, da amostra P3 (Stynen, 2009).

4.2. Condicdes de cultivo das amostras

As amostras foram cultivadas em Brain Heart Infusion (BHI) (Merck, Alemanha) com 1,5 % de
agar (Himedia, india) suplementado com 10% de sangue desfibrinado de equino e mantidas a
37°C em microaerofilia (5% O, 5% H., 10% CO, e 80% N) por 36 horas. A pureza das amostras
foi avaliada pela coloragdo com fucsina fenicada e microscopia 6ptica em imersdo com aumento
de 1000x.

Tabela 1- Amostras de Campylobacter fetus utilizadas nesse estudo.

Amostras Campylobacter Origem Referéncia
fetus subsp.

ATCC 19438 Venerealis muco cérvico-vaginal bovino Lawson e MacKinnon, 1952
p3* Venerealis muco cervico-vaginal bovino Stynen, 2009
ATCC 27374 Fetus cérebro de feto ovino abortado ~ Vinzent e Alloy, 1952
EV-5 Fetus feto bovino abortado Leite, 1977
Gaucho Fetus lavado prepucial bovino Stynen et al., 2003
Grécia Fetus muco cérvico-vaginal bovino Stynen et al., 2003

ATCC - American Type Culture Collection
* P3 - é uma amostra de referéncia de C. fetus subsp. venerealis (NCTC 10354T = ATCC 19438)
que foi isolada apds trés passagens seriadas em novilha virgem (Stynen, 2009).

Os isolados de C. fetus foram previamente identificados fenotipica e molecularmente por técnicas
de rotina (Debruyne et al., 2008; Hum et al., 1997) e mantidas a -80°C em caldo tioglicolato
acrescido de 20% de glicerol, até a realizacdo dos experimentos.
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4.3. Substancias quimicas e discos

Foram utilizadas nesse estudo aminoacidos, acidos organicos, ions inorganicos, carboidratos e
horménios em diferentes concentracBes (Tabela 2). As concentracdes dessas substancias foram
definidas a partir de estudos anteriores sobre o crescimento e quimiotaxia de Campylobacter spp.
e por serem as concentrac@es fisiologicas encontradas no Utero bovino gestante (Rakes et al.,
1958; Melampy et al., 1959; Walsh et al., 1973; Byatt et al., 1987; Hugdahl et al., 1988 Hazeleger
etal., 1998; Burrough et al., 2012). Todas as substancias foram esterilizadas por filtragcdo em filtro
de 0.22um e apds foram realizadas diluicdes seriadas na base 10 até atingirem as concentraces

a serem testadas.

Tabela 2— Substéncias quimicas e concentraces testadas nos ensaios quimiotaticos para C. fetus

Substéncia Concentragdes testadas Diluente Origem
Acidos organicos

Fumarato (sal so6dico) 0.01,0.1e1M PBS Sigma-Aldrich!

Piruvato (sal sddico) 0.01,0.1e1M PBS Sigma-Aldrich

Succinato (sal sddico) 0.005, 0.05e 0.5M PBS Sigma-Aldrich
Aminoécidos

L-Aspartato 0.01,0.1e1M PBS Sigma-Aldrich

L-Glutamato 0.01,0.1e1M PBS Sigma-Aldrich

L-Serina 0.01,0.1e1M PBS Sigma-Aldrich
Carboidrato

Meso-Eritritol 0.01,0.1e1M PBS Sigma-Aldrich
fon inorganico

Sulfato de Ferro ferroso 0.01,0.1e1M PBS Merck?
Hormonios

17pB — Estradiol 0,05, 0,5, 5,0 e 50ng/mL DMSO:PBS*  Sigma-Aldrich

Lactogénio placentério bovino 0,05, 0,5, 5,0 e 50ng/mL H,0°

Progesterona 0,05, 0,5,5,0,50 e 500ng/mL  DMSO:PBS ProspecBio®

Sigma-Aldrich

Controles

Deoxicolato (quimiorepelente) 0.1M PBS Merck

L-Fucose (quimioatraente) 0.1M PBS Sigma-Aldrich

PBS pH 7.0 (inerte) 0.01M - -

1 - Sigma-aldrich, EUA, 2 — Merck, Alemanha; 3 — ProspecBio, EUA; 4 - DMSO: PBS (1:4), Dimethyl
sulfoxide: phosphate-buffered saline; 5 — Agua ultrapura.
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Um dia antes da realizacéo do ensaio quimiotatico, os discos de papel estéreis (Laborclin, Brasil),
com 6 mm de didmetro foram distribuidos sobre placas de Petri estéreis e adsorvidos com 50 pL
de cada substancia, nas concentragdes a serem testadas. Apds a completa secagem, os discos
foram armazenados em frascos de vidro estéreis, protegidos da luz e acondicionados entre 2°C e
8°C até a realizacdo dos ensaios.

4.4. Suspensdo bacteriana

Confirmada a pureza da amostra, o crescimento bacteriano de 36 h de cultivo foi colhido com um
suabe estéril e as bactérias suspensas em PBS pH 7.0 estéril. A concentracdo da suspensdo
bacteriana foi ajustada espectrofotometricamente (OD 600.n) para a absorbéancia de 1.8
(aproximadamente 4 x 10° UFC/mL). Retrospectivamente, a confirmacdo da contagem de
bactérias viaveis no ensaio quimiotatico foi realizada em placa de 4gar BHI com 5% de sangue
desfibrinado de equino, em duplicata, pelo drop count method (Miles e Misra, 1938).

4.5. Ensaio quimiotatico em placa para C. fetus

O ensaio quimiotatico em placa para C. fetus foi realizado conforme as metodologias descritas
por Hugdahl et al., (1988) e Vegge et al., (2009). Brevemente, o volume de 6 mL da suspensao
bacteriana com absorbéancia de 1.8 em 600,y foram adicionados a 6 mL de uma solug&o estéril de
PBS pH 7.0 com 0.8% de agar a 45°C e em seguida homogeneizada com leves movimentos
circulares (Figuras 3A e 3B). Os 12 mL dessa suspensdo bacteriana (aproximadamente 2x10°
UFC/mL) em PBS-agar 0.4% foram distribuidos em uma placa de Petri (90x15mm) (Figura 1C),
mantida por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo, com auxilio de uma pinga
lisa estéril foram distribuidos de forma circular sobre a suspensao de bactéria - agar discos de
papel adsorvidos com a substancia a ser testada (até cinco discos por placa) (Figura 3D). As placas
do ensaio quimiotatico foram entdo incubadas a 37°C em microaerofilia (5% O2, 5% H., 10%
COz, e 80% Ny) por 4 horas.

Discos com PBS (0.01M, pH 7.0), L-fucose (0.1M) e deoxicolato de sédio (0.1M) foram
utilizados como controles ndo quimiotatico, quimioatraente e quimiorepelente, respectivamente,
em todos os experimentos. Os ensaios quimiotaticos foram realizados em duplicata para cada
concentragdo da substancia testada.

4.6. Leitura e interpretacdo do ensaio quimiotatico em placa

No ensaio quimiotatico em placa, as bactérias respondem a um gradiente quimico criado pela
difusdo de um quimioefetor a partir um disco saturado colocado sobre o agar semi-sélido. As
bactérias migram e se acumulam em torno do disco se 0 quimico é um atraente e se afastam,
deixando uma zona transparente ao redor do disco, se é quimiorepelente. A zona transparente é
cercada por um anel de bactérias, 0 que indica que as bactérias se afastaram do disco e nao
morreram por um efeito toxico do repelente. Alguns quimicos ndo provocam resposta
quimiotatica e sdo classificados com inertes.

A atividade quimiotatica foi visualizada sob luz indireta (Hugdahl et al., 1988; Vegge et al., 2009).
O didmetro (&) do acumulo ou afastamento bacteriano foi mensurado, sendo o resultado
registrado e expresso em milimetros (mm) (Figura 3E). As zonas de acumulacdo bacteriana em
torno do disco (Figura 3F — QA) foram consideradas como resposta quimiotaxica positiva, sendo
as substancias testadas classificadas como quimioatraente. As zonas de afastamento bacteriano
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do disco (Figura 3F — QR) foram consideradas como resposta quimiotaxica negativa, sendo as
substancias classificadas como quimiorepelente. Quando ndo houve alteragdo da concentracdo
bacteriana, ou seja, ndo houve acimulo nem afastamento bacteriano ao redor do disco (Figura 3F
— IN), a substancia foi classificada como ndo quimiotatica. A atividade quimiotatica foi
fotodocumentada com luz branca no sistema de captura de imagem L-Pix Ex (Loccus
Biotecnologia, Brasil).
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Figura 3 - Ensaio quimiotatico em placa para C. fetus. (A) Suspensdo de Campylobacter fetus com absorbancia de 1.8 (OD600,y) e
solugéo de PBS-Agar 0.8% & 45°C; (B) Suspensdo de Campylobacter fetus com absorbancia de 1.8 (OD600,,) (6 mL) adicionados a
PBS-Agar 0.8% (6 mL) 4 45°C; (C) Distriuibuic&o da suspensdo bacteriana-PBS-Agar 0.4% em uma placa de Petri de 90x15 mm; (D)
Distribuigio de disco adicionado com substancia a ser testada sobre a suspensdo de bactéria-PBS-Agar 0.4%; (E) Leitura e
interpretacéo da atividade quimiotatica, setas QA- zona de acimulo de bactérias (quimioatracéo), seta QR — zona de afastamento de
bactérias (quimiorepulsdo), seta IN — zona sem acimulo e sem repulsédo de bactérias (ndo quimiotatico); (F) Quantificacdo da atividade
quimiotatica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A quimiotaxia tem sido reconhecida como um fator importante para a viruléncia e colonizagéo
do hospedeiro por espécies de Campylobacter, como C. concisus, C. jejuni e C. rectus (Korolik e
Konkel, 2005) e que também pode ser um importante fator para a viruléncia e afinidade do C.
fetus pelo Gtero bovino gestante.

O presente trabalho reporta o primeiro estudo de quimiotaxia de C. fetus por substancias do utero
bovino gestante e pode ajudar a elucidar o tropismo da bactéria pelo Utero bovino durante a
gestacdo. L-fucose, sulfato de ferro ferroso, fumarato, piruvato, succinato, L-aspartato, L-
glutamato e L-serina foram quimioatraentes para C. fetus subsp. venerealis e Campylobacter fetus
subsp. fetus. Progesterona foi quimioatraente nas maiores concentragdes testadas, 50 ng/mL e 500
ng/mL, para algumas amostras de C. fetus subsp. fetus. Meso-eritritol, 17p-estradiol e lactogénio
placentério ndo apresentaram atividade quimiotatica e deoxicolato foi quimiorepelente.

A guimiotaxia de C. fetus por substancias do utero bovino gestante foi determinada pelo ensaio
quimiotatico em placa pelo método do disco, onde se monitorou a migragao bacteriana em direcao
ou para longe das substdncias quimicas. Os resultados médios (duplicatas) da resposta
quimiotatica de C. fetus por essas substancias quimicas em diferentes concentragdes sao expressos
em milimetros (mm) de diametro (@) de acumulo ou repulsdo bacteriana. Os resultados da
contagem de bactérias vidveis (UFC/mL) nas suspensdes (Suspensdo 1-12) de C. fetus sdo
apresentados na Figura 4, onde podemos observar que durante o estudo as diferentes suspensdes
apresentaram um perfil similar de quantidade de células bacterianas viaveis.

UFC/mL X 10°

U I I I I I I I I I I I 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Suspensdo

Figura 4 — Contagem de unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL) nas suspenstes de C.
fetus utilizadas como indculo nos ensaios de quimiotaxia.
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Em funcdo da inexisténcia de dados sobre a quimiotaxia de C. fetus, a escolha das substancias
quimicas que foram utilizadas como controles foi baseada nos dados de quimiotaxia de C. jejuni
reportada por Hugdahl et al. (1988) e em resultados de um pré - experimento realizado com
amostras de C. fetus (dados ndo apresentados). L - fucose 0.1M que foi utilizada controle
quimioatraente, deoxicolato de sédio 0.1 M como controle quimiorepelente e PBS 0.01M como
controle ndo quimiotatico/inerte apresentaram as respostas quimiotaticas esperadas para todas as
amostras de C. fetus (Figura 5).
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Figura 5 — Quimiotaxia de C. fetus por deoxicolato de sédio 0.1M (controle quimiorepelente), L — fucose
0.1M (controle quimioatraente) e PBS 0.01M pH 7.0 (controle ndo quimiotatico/inerte). Valores em
milimetros (mm) de didmetro de acimulo ou repulsdo bacteriana. Os resultados sdo as médias de dois
experimentos independentes. As barras de erro mostram os desvios-padréo.

Deoxicolato de sodio foi a Unica substancia dentre as testadas com atividade quimiorepelente para
C. fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus. Esse resultado assemelha-se com os resultados
de estudos de quimiotaxia para C. jejuni (Hugdahl et al., 1988; Khanna et al., 2006; Vegge et al.,
2009; Burrough et al., 2012) onde o deoxicolato de sodio é detectado pelos quimiorreceptores
TIp3 e Tlp4 (Li et al., 2014) e também se mostra quimiorepelente. Considerando que C. fetus
possui genes que codificam os TIp3 e Tlp4 (Fahmy et al., 2012) é provavel que esses dois
quimiorreceptores também sejam os responsdveis por detectar o deoxicolato de sédio e a
determinar a quimiorepulsdo da bactéria por essa substancia quimica.

C. fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus foram quimiotraidos por L — Fucose, um

componente da mucina e presente na superficie das células epitelias, que pode ajudar a bactéria a
colonizar o0 muco e aderir a superficie mucosa do trato genital da vaca.
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L — fucose é um aglcar monossacarideo componente dos glicanos ligados O — N, produzidos por
células epiteliais e € o principal componente da mucina (Becker e Lowe, 2003). Os glicanos que
contém fucose ou glicanos fucolisados estdo presentes nas superficies de células epiteliais, sdo
conhecidos por atuarem como alvos de aderéncia para C. jejuni (Cinco et al., 1984; Ruiz-Palacios
etal., 2003; Day et al., 2009) e podem também ser importantes para aderéncia de C. fetus ao trato
genital da vaca. L - fucose é o Unico carboidrato que atua como fator de crescimento para
Campylobacter spp. (Muraoka e Zhang, 2011; Stahl et al., 2011), logo, a utiliza¢do da L — fucose
como fonte de carbono por Campylobacter spp. fornece a bactéria vantagens para colonizagdo em
ambientes desafiantes e adversos nutricionalmente (Stahl et al., 2011), o que pode ocorrer no trato
genital da vaca durante a infec¢édo pelo C. fetus.

Considerando que a fucose é dos principais constituintes do muco uterino bovino (Gibbons,
1959), a quimiotaxia por fucose pode ajudar C. fetus a identificar os locais mais favoraveis no
muco uterino para a colonizagdo. A quimiotaxia de C. jejuni por fucose tem sido relacionada ao
tropismo fetoplacentario dessa espécie pela placenta do cobaio (Hugdahl et al., 1988; Burrough
et al., 2012). Os nossos resultados indicam que isso também pode explicar o tropismo do C. fetus
pelos tecidos placentarios, pois a bactéria foi quimiotraida por L — fucose, uma substancia
presente na placenta vaca (Munson et al., 1989; Jones et al., 1994; 1997). N6s concluimos que
além de ser potencial fator de crescimento e proporcionar vantagens competitivas e metabolicas
para a bactéria, a quimiotaxia por fucose pode ajudar na colonizagdo muco uterino bovino e
participar na identificagdo dos residuos de fucose para adesdo as células epiteliais uterinas, bem
como pode ser um dos fatores determinantes da afinidade do C. fetus pela placenta bovina.

Os acidos organicos avaliados nesse estudo, fumarato, piruvato e succinato foram quimioatraentes
para C. fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus (Figura 6).
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Figura 6 — Quimiotaxia de C. fetus por fumarato, piruvato e succinato em diferentes concentra¢fes (M).
Valores em milimetros (mm) de didmetro de acimulo ou repulséo bacteriana. Os resultados sdo as médias
de dois experimentos independentes. As barras de erro mostram os desvios-padréo.
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A quimioatracdo de C. fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus por fumarato, piruvato e
succinato, ¢ um indicativo que essas substancias quimicas podem ser importantes para o
metabolismo e ciclo de vida da espécie no hospedeiro. Em funcéo da sua natureza assacarolitica,
a guimiotaxia por &cidos organicos assume grande importancia para a patogenicidade de C. fetus,
pois ela pode ajudar a bactéria na navegagdo ambiental em busca de fontes de carbono para
producdo de energia como piruvato, doadores e aceptor de elétrons como succinato e fumarato
respectivamente e além disso, identificacdo dos locais adequados no muco para a colonizagao.

A partir das enzimas fumarato redutase, que converte o fumarato a succinato, fumarato hidratase,
que catalisa a hidrata¢do/dehidratacdo do fumarato ao &cido organico malato, succinato — COA
ligase, succinil — COA B — sintetase e succinato desidrogenase que participam da oxidagdo do
succinato e de um eficiente sistema de transporte de &cidos organicos, C. fetus consegue operar
um ciclo dos &cidos tricarboxilicos completo e utilizar essas substancias quimicas para o
transporte de elétrons, cadeia respiratoria e como fontes de carbono para seu crescimento
(Smibert, 1978; Blaser et al., 2008). A taxia por essas importantes fontes de energia é bom
indicativo que existe uma ligagéo entre taxia e metabolismo e sugere que in vivo a quimiotaxia
pode direcionar a migracdo da bactéria a um ambiente especifico que suporte o crescimento
bacteriano, como o Utero bovino.

Os quimiorreceptores que participam da taxia por energia em Campylobacter spp., CetB que é
capaz de detectar fumarato e piruvato (Zautner et al., 2012) e o Tlp3, que é um quimiorreceptor
habil a detectar varias substancias quimicas, entre elas o succinato (Rahman et al., 2014),
provavelmente permitiram ao C. fetus ser quimioatraido por fumarato, piruvato e succinato.
Sendo que o fumarato, piruvato e succinato estdo presentes no muco uterino bovino (Gibbons,
1959), a quimioatracdo de C. fetus por esses &cidos organicos podem ajudar na navegacao
ambiental da bactéria no hospedeiro em busca dessas fontes de energia e identificacdo dos locais
adequados no muco uterino para a colonizago.

Os aminoacidos L - aspartato, L — glutamato e L — serina foram quimioatraentes para C. fetus
subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus (Figura 7). Esses resultados sdo semelhantes ao
encontrados nos estudos na quimioataxia de C. jejuni (Hugdahl et al., 1988; Khanna et al., 2006;
Vegge et al., 2009; Baserisalehi e Bahador, 2011), sugerindo que 0s aminoacidos exercem
importante funcdo no metabolismo energético e ciclo de vida de Campylobacter fetus.
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Figura 7 — Quimiotaxia de C. fetus por L - aspartato, L — glutamato e L — serina em diferentesconcentracdes
(M). Valores em milimetros (mm) de didmetro de acimulo ou repulséo bacteriana. Os resultados sdo as

médias de dois experimentos independentes. As barras de erro mostram os desvios-padréo.
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A quimiotaxia por aminoécidos é importante para viruléncia de Campylobacter spp. (Vegge et
al., 2009) e os nossos dados mostram que pode ser importante para a viruléncia de C. fetus in vivo,
pois os aminoacidos sdo as principais fontes de carbono e de energia para C. fetus in vivo e,
portanto, esséncias a sobrevivéncia da bactéria no hospedeiro. A quimiotaxia de C. fetus por L —
asparatato pode ser explicada pela presenga do Tlp1, que nos estudos de quimiotaxia de C. jejuni
tem demonstrado ser um quimiorreceptor especifico para detectar L — aspartato (Hartley-Tassell
et al. 2007).

Como as informagbes sobre os quimiorreceptores de C. fetus sdo escassas e além disso ndo
conhecemos a especificidade desses receptores, & possivel que a bactéria possua um
quimiorreceptor especifico ou mesmo um quimiorreceptor multi — ligante para detectar os outros
aminodcidos identificados como quimioatraentes em nosso estudo, L — glutamato e L — serina. A
quimiotracdo por aminoacidos tem sido considerada importante mecanismo de taxia por energia,
navegacdo ambiental e afinidade tecidual para a colonizagdo de espécies de Campylobacter
(Vegge et al., 2009).

Assim, nos concluimos que a quimioatracdo do C. fetus por L-asparato, L-glutamato e L-serina,
aminoacidos encontrados no muco uterino bovino (Hugentobler et al., 2010), podem ser um
importante fator para afinidade tecidual da bactéria e ajudar na invasdo e colonizagdo do Utero da
vaca.

O sulfato de ferro ferroso foi quimioatraente para as amostras de C. fetus subsp. venerealis e C.
fetus subsp. fetus testadas (Figura 8). Esses resultados diferem dos observados para C. jejuni, em
que o ferro ferroso ndo apresentou atividade quimiotatica para duas amostras isoladas de aves
(Hugdahl et al., 1998), para a amostra de referéncia NCTC 11168 e uma amostra hipervirulénta
(1A3902) isolada de um surto de aborto em ovinos no EUA (Burrough et al., 2012). Isso salienta
ainda mais a quimioatracdo do C. fetus por sulfato de ferro ferroso observada em nosso estudo e
pode indicar a grande importancia dessa substancia quimica na viruléncia de C. fetus.
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Figura 8 — Quimiotaxia de C. fetus por sulfato de ferro ferroso em diferentes concentragdes (M). Valores
em milimetros (mm) de didmetro de acimulo ou repulsdo bacteriana. Os resultados sdo as médias de dois
experimentos independentes. As barras de erro mostram os desvios-padréo.

Campylobacter spp. utilizam a quimiotaxia para identificar e migrar em direcdo a ambientes
quimicamente favoraveis e que possuam preferencialmente grandes quantidades de nutrientes
essénciais para o seu ciclo vida. Um desses nutrientes essenciais ao metabolismo e a patogénese
da infeccdo por Campylobacter é o ferro. Nossos dados mostram que houve uma maior
quimioatracdo da bactéria nas maiores concentragOes ferro ferroso, indicando que as maiores
concentracdes ferro sdo as mais benéficas para a bactéria e podem ser fundamentais a viruléncia

do microrgansimo e ter um importante papel durante o curso da infeccéo.

Metabolicamente isso faz sentido, pois o crescimento de Campylobacter é maior na presenca de
grandes quantidades de ferro quando comparado a ambientes com restricdo de ferro, onde o
crescimento é significativamente reduzido. Assim, as altas quantidades de ferro nos tecidos
placentérios da vaca podem ser um potente quimioatraente para a bactéria. Uma vez identificado
o gradiente favoravel de ferro, a bactéria precisa dispor de mecanismos de transporte de ferro
ferroso. Nesse sentido, C. fetus dispGe de dois sistemas de captagdo e transporte ferro ferroso, o
sistema ABC, que permite a bactéria transportar o ferro ferroso do meio extracelular para dentro
da bactéria (Moolhuijzen et al., 2009) e o sistema feoAB, que necessita apenas da proteina
transportadora da membrana interna, a proteina Feo, para captar ferro ferroso e transporta - lo por
difusdo através das porinas da membrana externa para o periplasma (Naykare et al., 2006; Blaser
et al., 2008; Miller, 2008).

A partir desses mecanismos de captacdo e transporte, o C. fetus pode utilizar o ferro na forma
livre bem como extrair o ferro na forma complexado dos fluidos e tecidos do hospedeiro para a
realizacdo de processo celulares esséncias, crescimento e colonizacdo. NGs acreditamos que a
quimioatracdo de C. fetus por sulfato de ferro ferroso, um importante fator de crescimento
(Zemjanis e Hoyt, 1960; Smibert, 1963) presente em altas quantidades na placenta bovina,
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especificamente na regido do trofoblasto (Will et al., 2010) pode ser um fator determinante para
a bactéria colonizar esse nicho em particular e causar o aborto.

O meso — eritritol ndo apresentou resposta quimiotatica para C. fetus subsp. venerealis e C. fetus
subsp. fetus em nenhuma das concentragdes testadas no presente estudo. O eritritol € um agucar
presente em altas concentrages nos fluidos fetais e na placenta da vaca e é conhecido por ser a
base nutricional e quimiotatica do tropismo placentario de B. abortus desde 1961 (Smith et al.,
1961; Keppie et al., 1965, Sangari et al., 2000). Em 1970, Lowrie e Pearce, hipotetizaram que a
presenca do eritritol na placenta poderia determinar a localizagdo tecidual e suportar o
crescimento de C. fetus. Os autores avaliaram o eritritol como fator de crescimento para C. fetus,
porém, ao contrario do que esperavam, o eritritol ndo estimulou o crescimento da bactéria.
Posteriormente, Walsh et al. (1973), obtiveram esse mesmo resultado e, portanto, confirmando
que o eritritol ndo é um fator de crescimento para C. fetus.

Com o objetivo de compreender o comportamento quimiotatico e a afinidade tecidual de C. fetus,
nos avaliamos o potencial quimioatraente do meso - eritrirol para C. fetus. Os nossos resultados
mostram que todas as concentragdes de eritritol testadas foram quimiotaticamente inertes para C.
fetus e esse comportamento pode ser relacionado a aspectos fenotipicos e genémicos do
microrganismao. C. fetus é conhecido por ser uma bactéria que nao metaboliza carboidratos, exceto
0 agUcar fucose (Muraoka e Zhang, 2011), ndo possui em seu genoma um operon ery (genes eryA,
eryB, eryC e eryD) regulador do metabolismo e transporte do eritritol e isso pode explicar a
inércia da bactéria a presenca do meso — eritritol. A auséncia de estimulo ao crescimento de C.
fetus pelo eritritol reportada em estudos anteriores e 0 comportamento ndo quimiotatico de C.
fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus na presenga de meso — eritritol observado no presente
estudo sugerem que essa substancia quimica nao esta envolvida na afinidade tecidual da bactéria
pelo Gtero e placenta da vaca.

Os hormoénios 17 B — estradiol foi ndo quimiotatico em todas as concentracGes testadas para as
amostras de C. fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus. O estradiol ¢ um hormonio esteroidal
sintetizado pelas células trofoblasticas da placenta (Matamoros et al., 1994), detectavel a partir
do 33° dia de gestacdo (Hoffmann e Schuler, 2002) e que aumenta gradualmente com o avanco
do tempo gestacional, atingindo altas concentracdes no trimestre final de gestacdo da vaca (50
ng/g de tecido placentério) (Inaba et al., 1983; Tsumagari et al., 1993). Em funcéo disso, nds
esperavamos que o estradiol seria quimioatraente para C. fetus e assim, estar envolvido na invasao
do Utero da vaca e nos abortos que ocorrem no segundo e terceiro trimestres gestacionais, no
entanto nossos resultados ndo mostram isso.

Em nosso estudo, avaliamos as diferentes concentragdes do 17 p — estradiol encontradas na
placenta bovina e que representam as diferentes fases da gestagdo vaca. No entanto nenhuma
dessas concentragdes foram quimiotaticas para C. fetus, sugerindo que o 17 3 — estradiol ndo é
um fator importante para 0 comportamento quimiotatico de C. fetus e além disso, provavelmente
ndo é fundamental para a afinidade da bactéria pela placenta bovina e patogenia do aborto. A
inércia de Campylobacter sp. por 17 p — estradiol também foi observada por Burrough et al.
(2012) ao avaliram uma amostra de referéncia de C. jejuni (NCTC 11168) e uma amostra de C.
jejuni hipervirulenta (I1A3902) reponsavel por surtos de aborto em ovinos no EUA.

O lactogénio placentério bovino, foi ndo quimiotatico em todas as concentracGes testadas para as

amostras de C. fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus. O lactogénio placentario, é um
importante horménio peptidico produzido pelas células trofoblasticas da placenta (Bolander e
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Fellows, 1976; Wooding, 1982) e por ser produzido exclusivamente durante a gestacdo e
especificamente pela placenta, essa substancia quimica foi avaliada em seu potencial quimiotético
para C. fetus. As concentracfes testadas em nosso estudo foram similares as encontradas nos
fluidos fetais e tecidos placentarios durante as diferentes fases gestacdo da fémea bovina (Byatt
et al., 1987; Holland et al., 1997; Hossner et al., 1997), porém nenhuma delas demonstrou ser
quimiotética para C. fetus, ou seja, a bactéria foi inerte na presenca desse horménio no ensaio em
placa. Isso sugere que, in vivo o lactogénio placentério provavelmente ndo esta relacionado com
a afinidade do C. fetus pelos tecidos fetais e placentarios da fémea bovina.

Progesterona nas maiores concentrac@es testadas, 50 ng/mL e 500 ng/mL, foi quimioatraente
somente para duas amostras de C. fetus subsp. fetus, Grécia e Gaucho (Figura 9). Esses resultados
diferem dos observados para as demais amostras de C. fetus subsp. fetus, ATCC 273747 e EV -
5, bem como para amostras de C. fetus subsp. venerealis ATCC 19438" e P3, que nido
demonstraram resposta quimiotatica por nenhuma das concentracdes testadas de progesterona.

Progesterona
Gatcho Grécia
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0 . T . : : : : : : : .
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Figura 9 — Quimiotaxia das amostras Gaucho e Grécia de C. fetus subsp. fetus por progesterona em
diferentes concentrages (ng/mL). Valores em milimetros (mm) de diametro de acimulo ou repulsdo
bacteriana. Os resultados sdo as médias de dois experimentos independentes. As barras de erro mostram os
desvios-padrao.

NGs temos um particular interesse no potencial quimiotraente de progesterona para C. fetus, pois
0 aumento na sintese placentéaria de progesterona no segundo trimestre da gestagdo da vaca pode
ajudar a explicar a ocorréncia de abortos nesse periodo e a afinidade tecidual da bactéria. Os
nossos resultados mostram que C. fetus subsp. venerealis foi inerte na presenca de progesterona
enquanto que C. fetus subsp. fetus foi quimioatraido por progesterona somente em altas
concentracdes (acima de 50 ng/mL). Esse dado mostra que existe uma interessante diferenca no
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comportamento quimiotatico entre C. fetus subsp. fetus e C. fetus subsp. venerealis e isso pode
estar relacionado ao mecanismo que cada subespécie utiliza para invadir o Gtero e causar o aborto.

C. fetus subsp. fetus possui marcado tropismo por tecidos feto-placentérios, a bactéria consegue
translocar o intestino, causar bacteremia e invadir somente o Utero gestante, enquanto que C. fetus
subsp. venerealis € um patdgeno restrito ao trato genital, ndo causa bacteremia, invade o Utero
gestante, porém também pode invadir o Utero ainda ndo gestante. Em funcdo disso, nods
hipotetizamos que in vivo, C. fetus subsp. fetus é quimiotaticamente habil a migrar em direcéo ao
Utero quando houver uma alta quantidade de progesterona placentéria, o que ocorre no segundo
trimestre gestacional e explica a ocorréncia do abortamento geralmente no 5° més de gestacéo.

Jé C. fetus subsp. venerealis invade o Utero ndo em funcéo da presenca da progesterona e sim
guando o microrganismo consegue sobrepujar o sistema imune do hospedeiro. Essa teoria
concorda com os estudos de Schurig et al. (1974) e Corbeil et al. (1975), que observaram que C.
fetus subsp. venerealis consegue invadir Utero quando existem poucos neutrofilos e a resposta
neutrofilica esta reduzida, o que permite a bactéria escapar da fagocitose, invadir e colonizar o
tecido.

A quimiotaxia bacteriana por progesterona é um processo ainda pouco conhecido, no entanto,
baseado em nossos dados, € possivel dizer que C. fetus subsp. fetus possui um quimiorreceptor
especifico ou multiligante capaz de detectar progesterona, ativar a via de transdugéo do sinal
quimiotatico e direcionar a motilidade bacteriana. A presencga de um quimiorreceptor especifico
capaz de detectar horménios esteroidais, entre eles progesterona, foi descrita em Comamonas
testoreroni, bactéria que apresenta quimiotaxia por progesterona e utiliza esse horménio como
fonte de carbono e energia (Gohler et al., 2008; Liu et al., 2013).

A quimioatragdo das amostras Gaucho e Grécia por progesterona somente nas maiores
concentragdes testadas, 50 ng/mL e 500 ng/mL, indica que existe um limite de deteccéo para a
substancia quimica e quando a concentracao € identificada como favoravel, C. fetus subsp. fetus
migram em sua direcdo. Nés acreditamos que esse comportamento pode ter um importante papel
na invasao do Utero por C. fetus subsp. fetus e assim explicar a ocorréncia dos abortos no 5° més
de gestacdo, pois nesse periodo a placenta apresenta altas concentran¢@es de progesterona (cerca
de 50 ng/g nos cotilédones e até 200 ng/g na placenta intercotiledonaria) (Rakes 1958; Melampy
etal., 1959; Inaba et al., 1983; Pimentel et al., 1986; Conley e Ford, 1987; Tsumagari et al., 1994;
Schuler et al., 1999).

A concentragdo de progesterona aumenta consideravelmente durante o decorrer da gestacdo na
vaca, especialmente no trato reprodutivo. A concentragdo sérica de progesterona atinge um valor
maximo de 10 - 15 ng/mL durante a gestacdo (Stabenfeldt et al., 1970; Nguyen et al., 2012),
enquanto que a concentragdo no Gtero pode atingir valores até 20 vezes superiores. A sintese de
progesterona pela placenta bovina é baixa no primeiro trimestre gestacional (até 5 ng/g de tecido),
no entanto hd um aumento de 10 vezes (50 ng/g de tecido) no segundo trimestre de gestacéo (Izhar
etal., 1992; Shemesh et al., 1992). Essa capacidade da placenta bovina em sintetizar progesterona
aumenta significativamente a partir do 90° - 1202 dia de gestacdo em funcdo da maturacdo das
células trofoblasticas (Shemesh et al., 1984; Izhar et al., 1992) e consequentemente, as
concentracdes nos tecidos placentarios sobem consideravelmente dentro do quinto e sexto més de
gestagéo.
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Considerando que o C. fetus subsp. fetus naturalmente habita o intestino bovino e possui um
marcado tropismo feto — placentario, é possivel que a partir da deteccdo de um gradiente
guimicamente favoravel, por quimiotaxia a bactéria possa translocar o epitélio intestinal, causar
bacteremia e invadir o Utero gestante, infectando o feto e tecidos placentarios, culminando em
aborto.

Essa quimioatracdo de C. fetus subsp. fetus por progesterona somente em altas concentraces,
sugere que a bactéria pode ser atraida ao Utero bovino gestante quando o 6rgdo possui grandes
quantidades do horménio. Além disso, a quimioatragdo do C. fetus subsp. fetus por uma
substancia quimica que ndo se encontra se em seu habitat natural, o intestino, pode ser indicativo
de um mecanismo de patogenicidade e um importante fator de viruléncia para essa subespécie,
podendo estar relacionado a invaséo do Utero gestante e ao tropismo placentario.

Mecanismos de patogenicidade relacionados a progesterona tem sido descrito em outros
patdgenos reprodutivos. Em N. gonorrhoeae (Miller e Morse, 1977) e Pseudomonas aeruginosa
(Mosier et al., 1991) foram identificadas uma proteina de ligacdo a progesterona e um sistema de
transporte que permitem a essas bactérias metabolizar a progesterona e utiliza-la como substrato.
Além disso, a progesterona aumenta infectividade e persisténcia de N. gonorrhoeae durante a
infeccdo de células epiteliais cervicais humanas (Edwards, 2010), aumenta a patogenecidade de
Mycoplasma spp. (Furr e Taylor-Robinson, 1993), regula positivamente genes que codificam o
metabolismo dos aminoacidos em C. trachomatis (Amirshahi et al., 2011) e é fator de crescimento
para Brucella abortus (Hanifa Moursi, 1965; Misra et al., 1976). Em Prevotella spp., a
progesterona atua como fonte de energia, substituindo a vitamina K como transportador de
elétrons durante a respiracdo bacteriana (Kornman e Loesche et al., 1982).

Em espécies de Campylobacter, a progesterona é fator de crescimento para C. rectus (Yokoyama
et al., 2005) e C. fetus (Osborne e Bourdeau, 1955), no entanto 0 mecanismo que suporta o
crescimento da bactéria ainda ndo é conhecido. Um mecanismo de patogenicidade associado a
progesterona em C. fetus subsp. fetus pode proporcionar varias vantagens a bactéria, entre elas:
atuar como fonte de carbono e energia, aumentando sua capacidade de crescimento e colonizagéo,
atuar como um substituto da vitamina K durante a transferéncia de elétrons e respiragdo
bacteriana, trazendo beneficios como adaptacdo as condi¢cGes com limitacdo de nutrientes e de
baixa tensdo de oxigénio, regular genes que codificam elementos de vias metabdlicas importantes,
como metabolismo energético e regular a expressdo de genes associados a viruléncia, aumentando
a aderéncia e infectividade em células do hospedeiro.

A diferenca quimiotatica entre as amostras de C. fetus subsp. fetus por progesterona pode ser em
fung&o do tempo de cultivo das amostras em laboratorio. As amostras Grécia e Galcho, que foram
quimioatraidas por progesterona em altas concentragdes (acima de 50 ng/mL), sdo as amostras
com o menor tempo de cultivo laboratorial, isoladas em 2001, comparado com as amostras C.
fetus subsp. fetus ATCC 27374" e EV-5, isoladas em 1952 e 1974, respectivamente.

A adapatacdo ao cultivo laboratorial pode ter atenuado a viruléncia das amostras ATCC 273747
e EV-5, a partir da diminuicdo da expresséo de proteinas quimiotaticas ou dos quimiorreceptores
bacterianos, o que pode diminuir a capacidade das amostras responderem ao gradiente quimico
do ensaio e, portanto, alterar o perfil de resposta quimiotatica. As amostras Grécia e Galucho, em
funcéo do menor tempo de cultivo laboratorial, podem ter sofrido pouca ou nenhuma alteracéo na
via de transducdo do sinal quimiotatico, o que permitiu que elas respondem quimiotaticamente
somente nas altas concentracdes de progesterona. Essa hipotese corrobora com os resultados da
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guimiotaxia por sulfato de ferro ferroso, onde as amostras Grécia e Galcho ndo demonstram
resposta quimiotatica na menor concentracdo avaliada (0.01M), indicando que essas amostram
ainda nao estdo adaptadas as condic¢des de cultivo laboratorial.

NOs esperavamos que amostra C. fetus subsp. venerealis P3 poderia apresentar um perfil
quimiotatico diferente da amostra de referéncia de C. fetus subsp. venerealis ATCC 19438T que
hé anos é cultivada em laboratério, no entanto, nossos dados mostram gue as amostras P3 e a
amostra de referéncia de C. fetus subsp. venerealis ATCC 19438" apresentaram perfil
quimiotatico similar para as substancias que foram testadas no presente estudo. E possivel que
amostra P3 ja se readaptou as condicdes de cultivo laboratoriais e diminui a expressao deproteinas
quimiotaticas para niveis semelhantes aos da amostra C. fetus subsp venerealis ATCC 19438".

A regulacdo da expressao génica € um processo extremamente dindmico em procariotos, onde a
célula bacteriana pode induzir ou reprimir a expressdo dos genes, conforme as necessidades
metabdlicas e adaptacdo as condi¢des ambientais (Stintzi, 2003; Lewin, 2007) e essa hipotese
corrobora com os resultados de outros estudos (Woodall et al., 2005; Scott et al., 2007; Gripp et
al., 2011; Cooper et al., 2013) que tem observado que em condicGes de cultivo in vitro, ha uma
repressdo na expressdo génica e consequente reducdo na expressdo de proteinas quimiotaticas. A
rapida adaptacdo de Campylobacter spp. a condi¢des ambientais foi reportada por Gaynor et al.
(2004) gue destacaram a notavel capacidade de bactéria evoluir rapidamente em nivel genético e
fenotipico, como resultado das condi¢fes de armazenagem, cultura e de passagens. Além da
repressao na expressao das proteinas Che, é possivel que o cultivo in vitro tenha reprimido a
expressdo de quimiorreceptores individuais, os Tlp, como tem sido descrito em outros estudos
com Campylobacter spp. (Day et al., 2012; King et al., 2013).

O ensaio quimiotatico em placa pelo método do disco mostrou ser uma técnica facil, rapida e
confiavel para determinar a quimiotaxia de C. fetus. Os resultados expressos em milimetros de
didmetro de acumulagéo bacteriana mostram que os didmetros das zonas de quimioatra¢do foram
dependentes da concentragdo testada, onde os maiores didmetros foram correlacionados com
maior concentragdo da substancia testada. As diferencas na resposta quimiotatica entre
substancias podem ser atribuidas as diferentes taxas de difusdo de cada substancia no agar, pois
cada substancia quimica possui caracteristicas Unicas, como a sua composicdo quimica e
solubilidade. Sendo assim, n6s ndo podemos comparar o potencial quimiotatico entre substancias
quimicas diferentes. J& a diferenga na resposta quimiotatica entre amostras é decorrente da
poténcia do atraente para cada amostra bacteriana. Dessa forma, uma menor ou maior
quimioatracdo de uma amostra bacteriana por determinada substancia quimica pode ser um fator
importante para colonizacdo e pode explicar porque algumas amostras possuem mais afinidade
por um tecido especifico.
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6. CONCLUSOES

Fumarato, piruvato, succinato, L-aspartato, L-glutamato, L-serina, sulfato de ferro ferroso e L-
fucose foram quimioatraentes para C. fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus;

Meso-eritritiol, 17p - estradiol, lactogénio placentario e PBS néo foram quimiotaticos para C.
fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus;

Deoxicolato de sodio foi quimiorepelente para C. fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus;

Progesterona foi quimioatraente para algumas amostras de C. fetus subsp. fetus somente nas
maiores concentracdes testadas (acima de 50 ng/mL);

C. fetus subsp. fetus e C. fetus subsp. venerealis apresentaram comportamento quimiotatico
diferente por progesterona;

As amostras de C. fetus subsp. fetus apresentaram comportamento quimiotatico diferente por
progesterona;

C. fetus subsp. venerealis P3 apresentou perfil quimiotatico semelhante a amostra de referéncia
C. fetus subsp. venerealis ATCC 19438".
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8. ANEXOS

Anexo A - Quimiotaxia de C. fetus por substancias quimicas do Utero bovino gestante
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