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Resumo

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram positiva, intracelular facultativa e invasiva
que tem tropismo para a placenta, e causa morbilidade e mortalidade fetal em vérias
espécies de mamiferos. Embora a infecgdo por L. monocytogenes e L. ivanovii sejam
conhecidas como causa importante de aborto e falhas reprodutivas em bovinos, a
patogénese da listeriose materno-fetal nesta especie é pouco conhecida. Este estudo
utilizou o modelo de explante de membrana corioalantdidea bovina para investigar a
cinética de infeccdo por L. monocytogenes, L. ivanovii e L. innocua em células
trofoblasticas da espécie bovina por até 8 horas pds-infeccdo. L. monocytogenes e L.
ivanovii foram capazes de invadir e multiplicar em células trofoblésticas sem causar
morte celular ou induzir a expressdo de genes pré-inflamatérios. Embora L. innocua
tenha sido incapaz de se multiplicar em células trofoblasticas da espécie bovina e
induzir a transcricdo do mediador pro-inflamatorio CXCL6. Este estudo demonstrou
pela primeira vez a susceptibilidade das celulas trofoblasticas bovinas para infeccéo por
L. monocytogenes e L. ivanovii. O modelo de explante de membrana corioalantoidea
bovina foi adequado para estudar os mecanismos moleculares de patogénese da Listeria
spp. em células trofoblasticas bovina, o que pode nos levar a melhor compreenséo do

aborto induzido por Listeria spp. em bovinos.



Abstract

Listeria monocytogenes is a Gram-positive, facultative intracellular and invasive
bacterium that has tropism to the placenta, and causes fetal morbidity and mortality in
several mammalian species. While infection by L. monocytogenes and L. ivanovii are
known as an important cause of abortion and reproductive failure in cattle, the
pathogenesis of maternal-fetal listeriosis in this specie is poorly known. This study used
the bovine chorioallantoic membrane explant model to investigate the kinetics of L.
monocytogenes, L. ivanovii and L. innocua infections in bovine trophoblastic cells for
up to 8 hours post infection. L. monocytogenes and L. ivanovii were able to invade and
multiply in trophoblastic cells without causing cell death or inducing expression of pro-
inflammatory genes. Although L. innocua was unable to multiply in bovine
trophoblastic cells, it induced transcription of the proinflammatory mediator CXCLS6.
This study demonstrated for the first time the susceptibility of bovine trophoblastic cells
to L. monocytogenes and L. ivanovii infection. The bovine chorioallantoic membrane
explant model proved to be a suitable tool for studying the molecular mechanisms of
Listeria spp. pathogenesis in bovine trophoblastic cells, which may lead us to a better

understanding of Listeria-induced abortion in cattle.



1. Introducéo

Listeria spp. sdo bacterias Gram-positivo, ndo encapsuladas, anaerobicas facultativas,
que ndo esporulam e séo encontradas em todo o mundo (VAZQUEZ-BOLAND et al.,
2001; POSFAY-BARBE & WALD, 2009). Existem atualmente dezessete espécies de
Listeria descritas no género, mas somente L. monocytogenes e L. ivanovii tém sido
relatadas como agentes importantes causadores de enfermidade (LOW & DONACHIE,
1997; BUCHRIESER et al., 2011). L. monocytogenes é considerada a espécie mais
patogénica e mais frequentemente associada a doenca em humanos e animais quando
comparada a L. ivanovii. (LOW e DONACHIE, 1997; GUILLET et al., 2010). L.
monocytogenes causa enfermidade zoondtica importante denominada listeriose em
animais domeésticos, animais selvagens e no homem, que esta frequentemente associada
a epidemias de origem alimentar (LOW & DONACHIE, 1997; POSFAY-BARBE &
WALD, 2009; POULSEN et al., 2013). A doenca € caracterizada por manifestacdes
clinicas decorrentes da infeccéo sistémica, do sistema nervoso central, do Utero gestante,
ou restrita ao trato gastrointestinal, independentemente da espécie animal acometida
(ABRAHAMS et al., 2004; LE MONNIER et al., 2007; POULSEN et al., 2013).

A infeccdo por L. monocytogenes em ruminantes pode provocar apresentacdes clinicas
diversas incluindo aborto, encefalite e septicemia em neonatos (LOW & DONACHIE,
1997). Infeccdo por L. ivanovii esta associada a abortos, natimortos e partos pré-maturos
em ruminantes (LOW e DONACHIE, 1997). Contudo, diferentemente da L.
monocytogenes, a L. ivanovii ndo esta relacionada a meningoencefalites em ruminantes
e raramente acomete o homem causando bacteremia e gastroenterite (GUILLET et al.,
2010; BUCHRIESER et al., 2011).

Vacas gestates infectadas por Listeria spp. podem ou ndo apresentar sinais da doenca
como febre, perda de peso, retencdo de membranas fetais (GIVENS & MARLEY,
2008), endometrite, placentite e infeccdo fetal (LOW & DONACHIE, 1997). O
abortamento por Listeria spp. usualmente é observado no ultimo trimestre de gestacédo
(ANDERSON, 2007; GIVENS & MARLEY, 2008).

L. monocytogenes e L. ivanovii multiplicam-se em células fagociticas e ndo fagociticas,

principalmente células epiteliais, in vitro em cultivo celular e in vivo utilizando modelo



de animais de laboratério (KARUNASAGAR et al., 1993; LOW & DONACHIE, 1997;
VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001, HAMON et al., 2006; POSFAY-BARBE &
WALD, 2009; ROULO et al., 2014, POULSEN et al., 2014). Nos estudos
experimentais em ruminantes, o Utero gestante de ovelhas e vacas é considerado
altamente susceptivel a infecgdo por L. monocytogenes e o abortamento ocorre quando
0s animais sdo inoculados por via intravenosa (LOW & DONACHIE, 1997). Os
modelos animais de listeriose demonstram que a infeccdo fetal ocorre por via
hematdgena através da passagem da bactéria pela barreira placental (VAZQUEZ-
BOLAND et al., 2001).

As células trofoblasticas bovinas sdo células epiteliais que participam da placentacéo e
manutencdo da gestacdo (KOSHI et al., 2011). Estas celulas sdo capazes de fagocitar,
invadir tecido endometrial, produzir citocinas (ATHANASSAKIS et al., 2000;
AMARANTE-PAFFARO et al., 2004; ABRAHAMS et al., 2004) e recrutar neutrofilos
em resposta a infeccdo por L. monocytogenes na placenta murina (LE MONNIER et al.,
2007).

Existem estudos in vitro utilizando células da placenta humana (LECUIT et al., 2004;
ROBBINS et al., 2010; ZELDOVICH et al., 2011; CAO & MYSOREKAR, 2014) ou
infeccdes experimentais em camundongos (ABRAM et al., 2003; LE MONNIER et al.,
2007) que investigaram a interacdo de L. monocytogenes em células trofoblasticas a fim
de compreender melhor a patogenia da doenca materno-fetal. Apesar da infec¢éo por L.
monocytogenes ser conhecida como causa importante de abortamento e falha
reprodutiva em bovinos, a patogénese nesta espécie € pouco conhecida. Desta forma,
estudos que avaliem a interacdo de Listeria spp. em células trofoblasticas bovinas sdo

importantes.

2. Revisao de literatura

2.1. Género Listeria

O género Listeria pertence a familia Listeriaceae, ordem Bacillales, classe Bacilli, filo
Furmicutes (LIU, 2013) e constitui de um grupo de bactérias Gram positivos,
anaerdbicas facultativas, catalase positivo e oxidase negativa, ndo esporulada e ndo

encapsulada, em forma de bastonete (0,4-0,5 um de comprimento por 1-1,5 um de



largura) (LIU, 2013; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001). As colonias bacterianas séo
pequenas, de coloracdo branca leitosa e refletem a luz. S&o bactérias que crescem a uma
temperatura entre 3 - 45°C e sdo moveis entre 20 a 28°C devido a presenca de flagelos
peritriquios (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; ALLERBERGER, 2003). A
temperatura ideal para o crescimento é entre 30 e 37°, mas suportam e multiplicam a
baixas temperaturas como 4°C (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; ALLERBERGER,
2003). Além disso, toleram altas concentracdes de sal e baixo pH (VAZQUEZ-
BOLAND et al., 2001; POSFAY-BARBE & WALD, 2009).

Listeria spp. estdo distribuidas em todo o mundo e sdo encontradas no solo, &gua,
vegetais, alimentos contaminados e fezes de humanos e animais (VAZQUEZ-BOLAND
et al., 2001; POSFAY-BARBE & WALD, 2009). Listeria spp. sdo capazes de infectar
varios tipos de animais predominantemente mamiferos incluindo, roedores, bovinos e
pequenos ruminantes, mas também anfibios, peixes, artrépodes e aves (HELLSTROM
et al., 2008; POSFAY-BARBE & WALD, 2009). O ciclo de contaminag&o é via fecal-
oral principalmente no meio rural pelos ruminantes que desempenham um papel
importante na manutencdo de Listeria spp. no ambiente (VAZQUEZ-BOLAND et al.,
2001).

Existem atualmente dezessete espécies de Listeria descritas no género: L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L. welshimeri, L. grayi, L. marthii,
L. rocourtiae, L. fleischmannii, L. weihenstephanensis (LIU, 2013), L. floridensis, L.
aquatica, L. cornellensis, L. riparia, L. grandensis (DEN BAKKER et al., 2014), L.
booriae, L. newyorkensis (WELLER et al., 2015). Contudo, somente L. monocytogenes
e L. ivanovii sdo consideradas agentes importantes de listeriose (LOW & DONACHIE,
1997; BUCHRIESER et al., 2011).

As espécies de Listeria se diferenciam de acordo com a expressdo de genes e as
espécies consideradas patogénicas, L. monocytogenes e L ivanovii, apresentam genes de
viruléncia importantes para invasdo, estabelecimento e disseminacdo da infec¢do no
hospedeiro (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; LIU, 2013).



2.2 Listeriose

A infeccdo por L. monocytogenes e L. ivanovii levam a doencga alimentar conhecida
como listeriose (BUCHRIESER et al., 2011). As demais espécies de Listeria sdo
consideradas saprofitas e apatogénicas. Contudo, existem raros relatos doenca em seres
humanos imunocomprometidos causada por L. seeligeri, L. innocua, L. welshimeri e L.
grayi (ROCOURT et al., 1986; ANDRE & GENICOT, 1987; TODESCHINI et al.,
1998; RAPOSE & ISMAIL, 2008; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; PERRIN et al.,
2003; SALIMNIA et al., 2010).

L. monocytogenes é encontrada no ambiente e em alimentos contaminados como leite,
queijos, patés, salsichas, saladas, carnes e produtos industrializados (VAZQUEZ-
BOLAND et al., 2001; ABRAM et al., 2003; POSFAY-BARBE & WALD, 2009)
favorecendo a ocorréncia de doenca de origem alimentar. Contudo, a transmissdao pode
ocorrer também por contato direto com animal contaminado (VAZQUEZ-BOLAND et
al., 2001), por via vertical por infeccdo transplacentaria ou através do canal de parto
(SCHLECH, 2000; POULSEN & CZUPRYNSKI, 2013). Silagem contaminada é
considerada como fonte importante de infec¢do para ruminantes, contudo, Listeria spp.
podem ser isoladas de diversos locais incluindo agua, solo, alimentos e fezes em
ambiente rural (VAZQUEZ-BOLAND et al, 2001; SNAPIR et al., 2006).
Adicionalmente, L. ivanovii e L. monocytogenes tém sido isoladas nas fezes de animais
e fezes de humanos sadios que podem carrear de forma latente a bactéria
(AMMENDOLIA et al., 2007; GANGULY & MUKHOPADHAYAY, 2014).

Listeriose causada por L. monocytogenes € caracterizada por gastroenterite auto-
limitante, septicemia, perda fetal ou a sinais neuroldgicos caracterizados por
meningoencefalite tanto na espécie humana quanto nos animais (BUCHRIESER et al.,
2011). A manifestacdo da doenca é dependente da dose ingerida, patogenicidade e
viruléncia do sorotipo de L. monocytogenes, além dos fatores de risco do hospedeiro,
podendo o status imunolégico ser determinante (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).
Mais de quatorze sorotipos de L. monocytogenes sdo descritos (BORUCKI & CALL,
2003), mas 4b, 1/2a, e 1/2b sdo os sorotipos frequentemente relacionados a doenca
clinica (WIEDMANN et al., 1997; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; NADON et al.,
2001; BORUCKI & CALL, 2003).



Os isolados tém sido classificados por métodos de subtipagem e atualmente sdo
descritos quatro grupos genéticos (linhagem I, 11, 111, e IV) de L. monocytogenes (ORSI
et al., 2011). A linhagem I inclui os sorotipos 1/2b, 3b, 4b, 4d e 4e e a linhagem I
corresponde aos sorotipos 1/2a, 3a, 1/2c e 3c (BARANCELLI, et al., 2011). A maioria
das amostras de L. monocytogenes isoladas de casos clinicos humanos € pertencente a
linhagem | (sorotipos 4b e 1/2b) e linhagem Il (sorotipos 1/2a), principalmente em
surtos e casos esporadicos, respectivamente. As amostras da linhagem Il sdo também
mais comumente isoladas de alimentos (ORSI et al., 2011; BARANCELLI, et al.,
2011). O sorotipo 4b é o mais frequentemente associado a casos de aborto em mulheres
e 0 1/2b e 4b mais frequentemente isolado em pacientes ndo gestantes (ORSI et al.,
2011). Em animais, amostras pertencentes as linhagem | e Il sdo as mais isoladas,
principalmete em fezes, sendo que sorotipo 4b 0 mais frequentente associado com casos
clinicos em ruminantes (NIGHTINGALE et al., 2004; ORSI et al., 2011). Amostras
pertencentes a linhagem 111 e 1V séo raras e geralmente sdo isoladas de animais, mas ha
raros relatos de casos clinicos em ruminantes (ORSI et al., 2011). Estudos buscam
identificar caracteristicas fenotipicas associadas a viruléncia ao hospedeiro ou
resisténcia ao meio ambiente possa diferenciar cada linhagem mas nenhum padrdo foi
ainda bem estabelecido. Aparentemente, as amostras clinicas sdo mais virulentas que
amostras isoladas do ambiente por expressar fatores de viruléncia mais
consistentemente (ORSI et al., 2011).

Listeriose humana possui incidéncia relativamente baixa nos paises da Europa e nos
Estados Unidos, com menor patogenicidade quando comparado a outros patdgenos
alimentares (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001). No Brasil existem diversos relatos de
listeriose humana, (SUASSUNA et al., 1969; HOFER & MENEZES, 1969; ESPER et
al.,1978; LANDGRAF et al., 1999; HOFER et al., 2000; SCHWAB & EDELWEISS,
2003; DE SA et al., 2004; TOYOSHIMA et al., 2006) mas por se tratar de uma doenca

esporadica e sem notificacdo, ndo ha dados epidemioldgicos consistentes.

No homem a listeriose acomete principalmente pacientes com sistema imunolégico
comprometido (individuos transplantados, portadores da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida, dependentes de hemodialise ou em quimioterapia) e também idosos, crian¢as

e mulheres gravidas (SCHLECH, 2000). Embora seja considerada uma doenca de baixa
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morbidade, em pacientes de grupos de risco pode apresentar taxa de mortalidade entre
20 e 30% (OIE, 2014).

A listeriose humana pode se manifestar na forma de septicemia ou em infecgdes
isoladas como endocardite, arterites, pneumonia, hepatite, gastroenterite, peritonite,
osteomielite, artrite (SCHLECH, 2000), dermatite pustular (LAUREYNS et al., 2008),
miocardite, pleurite, colecistite, sinusite, otite, conjuntivite e oftalmite (VAZQUEZ-
BOLAND et al., 2001). A infeccdo por L. monocytogenes no sistema nervoso central
pode causar meningite, meningoencefalite e rombencefalite (DOGANAY, 2003).
Durante a gravidez, as manifestagdes clinicas da doenca variam de assintomaticas a
sinais semelhantes a gripe com febre inespecifica (POULSEN & CZUPRYNSKI, 2013)
acompanhada de dores nas costas e possivel infeccdo fetoplacental. Esta ultima vem
acompanhada de dor uterina, contragdes e consequentemente parto prematuro,
abortamento, morte fetal ou infeccdes neonatais graves e disseminadas conhecida como
granulomatose infantiseptica (ABRAM et al., 2003; LE MONNIER et al., 2006;
POSFAY-BARBE & WALD, 2009).

Relatos de listeriose humana por L. ivanovii sdo raros e 0S pacientes
imunocomprometidos sdo considerados grupos de risco (SNAPIR et al., 2006; DEN
BAKKER et al., 2010). Pacientes infectados apresentam bacteremia, gastroenterite,

adenite mesentérica, perda fetal e natimorto (GUILLET et al., 2010).

A listeriose em ruminantes por L. monocytogenes é principalmente descrita em paises
de clima temperado sendo menos comum em Aareas tropicais e subtropicais
(LAUREYNS et al., 2008). Os ovinos sdo os mais acometidos pela doenca, seguido por
caprinos e bovinos (LOW & DONACHIE, 1997). Alguns relatos de listeriose encefalica
bovina no Brasil sdo conhecidos no sul (SANCHES et al., 2000; HEADLEY et al.,
2014) e nordeste (GALIZA et al., 2010) do pais. Ndo ha levantamento especifico da
doenca no Brasil e 0 diagndstico de listeriose como causa de aborto em bovino sdo
limitados (SILVA et al., 2009).

A porta de entrada de Listeria spp. nos animais ocorre pelo trato gastrointestinal e
semelhante ao homem, os sinais clinicos de gastroenterite aparecem 20 horas apés a

ingestdo do alimento contaminado, com manifestagdes da forma invasiva da doenga
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ocorrendo 20 a 30 dias ap6s a infeccio (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001). Nos
ruminantes, L. monocytogenes além de causar infeccdo encefalica, infeccdo uterina e
septicemia neonatal, causam esporadicamente mastite (LOW & DONACHIE, 1997),
ceratoconjutivite e uveite (LOW & DONACHIE, 1997; WARREN et al., 2015). A
infeccdo uterina resulta em abortamento no terceiro trimestre de gestagdo (POULSEN &
CZUPRYNSKI, 2013; GANGULY & MUKHOPADHAYAY, 2014), sendo descrito a
partir do quarto més de gestacdo, com uma semana apds a exposicdo bacteriana
(GANGULY & MUKHOPADHAYAY, 2014). As lesbes placentarias sdo
caracterizadas por placentite necrotica focal a difusa intercotiledonaria e focos
necréticos nas vilosidades cotiledonérias. O feto encontra-se usualmente autolizado com
broncopneumonia e focos necréticos visiveis no figado e bagco. Na microscopia, esses
focos necroticos sdo vistos como uma necrose coagulativa associada a um infiltrado
inflamatdrio histiocitico e neutrofilico (LOW & DONACHIE, 1997). A bactéria pode
ser isolada tanto da placenta quanto do feto (SCHWEIZER et al., 2006; LOW &
DONACHIE, 1997) e também no leite e glandula maméria de vacas em lactacéo
(MOHAMMED et al., 2009).

A infeccdo do sistema nervoso central por L. monocytogenes € conhecida como
listeriose encefalica, doenca neurolégica que afeta bovinos, ovinos e caprinos. As
manifestacdes clinicas sdo consequentes de infeccdo do tronco cerebral associada a
meningite basilar em que os animais se movem em circulos (LOW e DONACHIE,
1997; POSFAY-BARBE & WALD, 2009). Os sinais clinicos incluem andar em
circulos em uma Unica direcdo, paralisia facial unilateral, salivacdo excessiva, contracdo
da palpebra, nistagmo, dificuldade de degluticdo, febre, cegueira e pressdo craniana
(NIGHTINGALE et al., 2004; LOW & DONACHIE, 1997). O periodo de incubacao
varia entre 2 a 6 semanas (LOW & DONACHIE, 1997) e evolucdo da doenca de 7 a 14

dias.

Microscopicamente, observa-se manguito mononuclear perivascular, infiltrado
neutrofilico e formacdo de microabscessos no mesencéfalo, ponte, bulbo e meninges,
sendo as lesbes predominantemente unilaterais afetando principalmente medula oblonga
e ponte (LOW & DONACHIE, 1997). A patogénese da listeriose encefalica ndo € bem

definida, mas acredita-se que a infec¢do do sistema nervoso central possa ocorrer além
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da via hematdgena, atraves dos nervos facial e trigemial, via lesdo oral pré existente
(LOW & DONACHIE, 1997).

A listeriose por L. ivanovii tem importancia econdmica em rebanhos bovinos e ovinos
com alimentacdo a base de feno ou silagem, com surtos da doenca observados em
periodos frios e imidos e em lugares como India e Reino Unido (CHAND & SADANA,
1999; SCHMID et al., 2005; DEN BAKKER et al., 2010). No Brasil, ndo ha relatos de
infeccdo por L. ivanovii em bovinos, mas a espécie foi isolada de fezes de animais
sadios (HOFER & MENEZES, 1969).

L. ivanovii infecta predominantemente ruminantes e pode causar enterite, septicemia
neonatal e abortos (BUCHRIESER et al., 2011), contudo n&o causa infec¢do do sistema
nervoso central (CHAND & SADANA, 1999). Observam-se também natimortos e
nascimento de crias fracas que raramente sobrevivem, principalmente em ovelhas
(CHAND & SADANA, 1999). O abortamento em novilhas e vacas inseminadas €
descrito de seis até nove meses de gestacdo (GILL et al., 1997). GILL et al (1997)
observaram em feto bovino infectado por L. ivanovii autdlise e fluido sanguinolento nas
cavidades pleurais e peritoniais. Microscopicamente foi descrito broncopneumonia
associada a infiltrado inflamatdrio bronquiolar e alveolar de neutrofilos, macrofagos e
células gigantes. Hepatite portal linfo-histiocitaria é descrita, porém necrose hepatica
multifocal, comumente vista na infeccdo por L. monocytogenes, ndo € comum nos
animais infectados por L. ivanovii (GILL et al., 1997). Endocardite fibrino hemorragica
multifocal, miocardite linfo-histiocitaria e vasculite também s&o descritas nos fetos.
Edema discreto, inflamacéo difusa discreta ndo supurativa € descrita na placenta (GILL
etal., 1997).

2.3 Patogénese da Listeria spp.
L. monocytogenes e L. ivanovii sdo capazes de invadir varios tipos celulares incluindo
macrdfagos, células dendriticas e células epiteliais do hospedeiro (VAZQUEZ-
BOLAND et al., 2001; POULSEN & CZUPRYNSKI, 2013; WANG et al., 2014).

A bactéria ap0s ser ingerida sobrevive e multiplica-se no limen intestinal, atravessa a

barreira intestinal e dissemina para linfonodos mesentéricos, baco e figado (BONAZZI
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et al., 2009; GESSAIN et al., 2015) e ainda apresenta a capacidade de atravessar as
barreiras hematoencefalica e a fetoplacentaria (GESSAIN et al., 2015).

A internalizacdo bacteriana nas células epiteliais ocorre através da ligacdo de proteinas
de membrana denominada internalinas a receptores celulares que provocam um
processo ativo de fosforilagdo e rearranjo do citoesqueleto celular com indugéo de
extensdes de membrana e entrada da L. monocytogenes via endocitose (ROULO et al.,
2014). A bactéria permanece dentro de fagossomo no interior da célula do hospedeiro e
inicia a expressao de listeriolisina O (LLO) e duas fosfolipases C, PICA e PIcB, que
permitem a formacéo poros na membrana do fagolisossomo e escape para o citoplasma
celular (HAMON et al, 2006; POULSEN & CZUPRYNSKI, 2013). Apos atingir o
citoplasma, a bactéria multiplica-se e segue para a periferia da célula via acdo da
proteina de superficie polimerizadora de actina (ActA) que, por adicdo de mondmeros
de actina na extremidade caudal da bactéria, forma filamentos de actina que
propulsionam a bactéria formando uma invaginacdo na membrana celular adjacente de
outra célula, até que ela invade esta nova célula formando um vactolo de dupla
membrana (POULSEN & CZUPRYNSKI, 2013). Para escapar dessa dupla membrana
celular L. monocytogenes utiliza uma fosfolipase C dependente de fosfatidilcolina
(Lectinase) e LLO, reiniciando o processo de multiplicacdo e mobilidade intracelular
(POULSEN & CZUPRYNSKI, 2013).

As internalinas (Inl) da L. monocytogenes que facilitam a aderéncia e internalizacédo
bacteriana nas células do hospedeiro sdo denominadas InlA e InIB que se ligam a
receptores celulares especificos do hospedeiro como E-caderina e Met tirosina Kinase,
respectivamente  (HAMON et al.,, 2006; NEU et al, 2013; POULSEN &
CZUPRYNSKI, 2013). E-caderina € uma glicoproteina de adesdo intercelular
dependente de célcio expressa em todas as células epiteliais de mamiferos
(MADARAME et al., 2011) e que se acumula nas juncdes GAP entre as células
epiteliais intestinais por onde L. monocytogenes preferencialmente penetra
(VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001). Mas E-caderina também é expressa em
hepatocitos, células dendriticas, células endoteliais microvasculares cerebrais, nas
células epiteliais de revestimento do plexo cordide e em trofoblastos, células
consideradas potenciais alvos durante a infeccdo por Listeria spp. Ja a InIB interage

com trés diferentes moléculas de superficie do hospedeiro: o receptor Met tirosina
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kinase (c-Met) presente em uma variedade de tipos celulares de varias espécies animais,
incluindo linhas celulares epiteliais e de fibroblastos (VAZQUEZ-BOLAND et al.,
2001); no receptor de dominio globular do componente C1g do complemento (gC1gR);
e nas glicosaminoglicanas (GESSAIN et al., 2015).

Os dois tipos de internalinas possuem variagdo na especificidade celular de acordo com
espécie animal devido a pequenas diferencas entre os aminoacidos nos sitios de ativagdo
dos receptores E-caderina e c-Met, sendo estas diferencas suficientes para interferir na
resisténcia a infeccdo (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; ROULO et al., 2014).
Assim, a interacdo InlA-E-caderina ocorre de maneira especifica em seres humanos,
cobaios, gerbilos e ratos ou camundongos humanizados que expressam E-caderina
humana (GESSAIN et al., 2015). Da mesma forma, a entrada dependente de InIB ¢
também espécie especifica em seres humanos, gerbilos e ratos que apresentam
receptores c-Met semelhantes, mas ndo atuam da mesma forma em cobaios e coelhos
(GESSAIN et al., 2015). Em bovinos e ovinos, considerados também hospedeiros
naturais da listeriose, a E-caderina é semelhante a E-caderina humana (DISSON et al., ,
2008), esta presente em celulas trofoblasticas binucleadas (NAKANO et al., 2005) e
células do sistema nervoso central (MADARAME et al., 2011).

Aparentemente, a infeccdo por L. ivanovii utiliza estratégias semelhantes a L.
monocytogenes para infectar células e tecidos (GOUIN et al.,, 1995) através da
internalizacdo, seguida do escape fagossomal, replicacdo rapida intracitoplasmatica e
motilidade através dos filamentos de actina para invadir a célula vizinha
(DOMINGUEZ-BERNAL et al., 2006). Caracteristicas de viruléncia semelhantes as
duas espécies patogénicas de Listeria sdo devido a varios genes de viruléncia (hly, plcA,
plcB, mpl, actA e prfA) agrupados em um mesmo locus cromossomal, também
conhecido como ilha de patogenicidade Listeria 1 (LIPI-1) que codificam: LLO e
fosfolipase C que contribuem para a lise da membrana fagossomal; a ActA, responsavel
pela motilidade e disseminacdo de célula a célula; as metaloproteases envolvidas na
maturacdo de pro-plcB, e o fator A regulatorio positivo (PrfA) responsavel pelo controle
de LIPI-1 e de outros genes de viruléncia (KIMOTO et al., 2003; DOMINGUEZ-
BERNAL et al., 2006). Estes genes que estdo ausentes ou presentes na forma inativa
(DOMINGUEZ-BERNAL et al., 2006) nas espécies L. innocua, L. welshimeri e L.
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grayi, todas consideradas bactérias ndo patogénicas (VAZQUEZ-BOLAND et al.,
2001).

O papel das internalinas na invasdo celular da L. ivanovii ainda é desconhecido, mas
atualmente existem dois grupos de internalinas classificadas de acordo com o tamanho:
as internalinas grandes (<50 kDa / associadas a superficie) como InlA e InIB e as
internalinas pequenas (25-35 kDa / secretadas) como a InlC (DOMINGUEZ-BERNAL
et al., 2006). DOMINGUEZ-BERNAL et al (2006) descrevem na L. ivanovii duas
internalinas grandes homologas a InIB da L. monocytogenes e demonstram que a
auséncia dessas Inl impedem a multiplicacdo de L. ivanovii com perda da inducdo de
apoptose em celulas renais bovinas (Madin-Darby bovine kidney - MDBK), quando
comparadas a L. ivanovii selvagem. Adicionalmente, a L. ivanovii possui um gene
distinto da L. monocytogenes conhecido como smcL, que codifica uma esfingomielinase
caracterizada por uma forte hemolise e por ter uma acdo na ruptura do fagossomo
(VAZQUEZ-BOLAND et al., 1989; DOMINGUEZ-BERNAL et al., 2006).

Dentre os escassos estudos com L. ivanovii, KARUNASAGAR et al (1993) relatam a
capacidade de L. ivanovii invadir linhagem de células de carcinoma de c6lon humano
(Caco-2), da mesma maneira que a espécie L. monocytogenes, contudo, GUILLET et al
(2010) observam diferenca na capacidade de invasdo de L. monocytogenes e L. ivanovii
em linhagens de células epiteliais bovinas (MDBK) e humanas (HeLa). L. ivanovii
demonstra ser mais invasiva nas células bovinas do que em células HeLa quando

comparada L. monocytogenes (GUILLET et al., 2010).

2.4 Resposta imune a infeccdo por Listeria spp. no Utero gestante de bovino

A placenta é um oOrgdo constituido de tecido materno e fetal em que se adapta
estruturalmente e funcionalmente durante a gestacdo e tem a funcdo de assegurar a
nutricdo fetal em todo seu desenvolvimento (BROLIO et al., 2010). A barreira
placentaria separa o sangue materno do sangue fetal e é formado principalmente por
células trofoblasticas (LE MONNIER et al.,, 2007). Estas células participam da
placentacdo e implantacdo do embrido (AMARANTE-PAFFARO et al., 2004), atuam
como um componente do sistema imune inato na gravidez e possuem um importante
papel na protecdo da transmissdo vertical de patdgenos para feto (LE MONNIER et al.,
2007; ZELDOVICH et al., 2011).
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A placenta bovina, formada pelas membranas fetais corion e alantoide, € do tipo
cotiledonaria na qual as carlnculas maternas interagem com os cotilédones fetais
formando uma regido denominada placentoma (BRIDGER et al., 2007). A placenta é
constituida por células trofoblasticas mononucleares e células trofoblasticas gigantes
binucleadas (TGC). As células trofoblasticas mononucleares originam as células
gigantes responsaveis pela modificacdo do epitélio uterino desde a implantacdo e
permanecem até o nascimento, constituindo 15 a 20% do trofectoderma da placenta
matura na superficie das vilosidades (WOODING, 1992). As células TGC migram para
o placentoma e fundem-se a uma célula epitelial materna, caracterizando a placentagéo
sinepiteliocorial (BRIDGER et al., 2007). Apds fundirem essas células degeneram e
liberam uma variedade de proteinas e glicoproteinas que participam da manutencao da
gestacdo como o horménio lactogénio placentario e progesterona (WOODING, 1992;
BRIDGER et al., 2007; LANDIM et al., 2007; BRIDGER et al., 2008).

No utero da vaca gestante ocorre comunicacdo entre as células trofoblasticas fetal e
células do sistema imune materno, presentes no endométrio bovino, para tornar o
ambiente favoravel ao estabelecimento da gestacdo ou para recrutar células de defesa
para combater infeccdes. A presenca do concepto faz com que haja mecanismos de
imunossupressdao como a reducdo da expressdo de proteinas de histocompatibilidade
(MHC) pelos trofoblastos, recrutamento de macréfagos no endométrio e modulacao de
genes relacionados a resposta imune. Por outro lado, o endométrio uterino bovino
gestante é capaz de responder a infecgbes por meio do recrutamento de leucdcitos e

producdo de citocinas na presenca de microorganismos (OLIVEIRA et al., 2012).

Ha poucos estudos avaliando a resposta imunoldgica da placenta bovina a presenca de
patogenos. CARVALHO NETA et al (2008), utilizando o modelo de explantes em
membrana corioalantdide bovina, demonstraram que a infeccao de células trofoblasticas
por Brucella abortus induz a expressdao de quimiocinas atrativas para neutréfilos,

células que caracterizam a placentite causada por Brucella abortus em bovinos.

SILVA et al (2012) demonstram que apesar das células trofoblasticas bovinas
expressarem quantidades pequenas de receptores do tipo Toll- like (TLR), responsaveis

pelo reconhecimento de padrGes moleculares associados a patdgenos (PAMPS), quando
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comparada a células endometriais, o0s trofoblastos da regido intercotiledonaria
respondem significativamente ao estimulo de patégenos bacterianos mortos pelo calor,
causadores de aborto, como B. abortus, Salmonella sorotipo Dublin e L. monocytogenes
com a transcrigdo de quimiocinas atrativas para neutrofilos como CXCL8 e CXCLS.

2.5 Modelos de infeccdo placentaria por Listeria spp.
Embora a placenta seja a via de comunicacdo entre mae e feto durante a gestacédo, €
também uma barreira fisica e imunolégica (MACHADO et al., 2007). Contudo, alguns
microrganismos patogénicos conseguem atravessar a placenta causando o aborto. Os
mecanismos moleculares de transmissdo Listeria spp., através da barreira materno-fetal,
ainda sdo pouco conhecidos e ha diversos estudos utilizando modelos in vivo e in vitro

que buscam compreender o papel das celulas trofoblasticas na patogenia da infeccao.

O primeiro estudo experimental que avaliou a infeccdo por L. monocytogenes como
causa de aborto em ruminantes foi realizado em ovelhas inoculadas por via intravenosa
por HINDMARSH & BLUMER em 1932. Mais tarde, outros estudos foram realizados
utilizando vacas gestantes, também inoculadas com L. monocytogenes por Vvia
intravenosa e demonstraram que o Utero gestante é altamente suscetivel a infeccao
(GRAHAM et al., 1943; OSEBOLD et al., 1960; GRAY & KILLINGER, 1966).
Infecgdes experimentais com Listeria spp. também podem induzir perda fetal em
animais de laboratorio e ruminantes, tanto por inoculacao intravenosa, quanto pelas vias
oral e respiratéria (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; HOELZER et al., 2012).
Infecgdes por via oral em animais gestantes nem sempre levam ao aborto, mas a
infeccdo fetal ocorre por disseminacdo hematogénica via placenta e o periodo de
incubacdo varia de 5 a 12 dias (revisado por LOW & DONACHIE, 1997).

Devido a habilidade da L. monocytogenes infectar diversas espécies de mamiferos,
diferentes modelos animais, predominantemente roedores, sdo amplamente utilizados
(VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; ABRAM et al., 2003; BAKARDJIEV et al., 2004;
LE MONNIER et al., 2006; LE MONNIER et al., 2007; DISSON et al., 2008; ROULO
et al., 2014). Entretanto, ha limitagcdes em cada modelo animal utilizado, devido a:
diferencas entre receptores celulares que ndo interagem com InlA (camundongos e
ratos) ou InIB (coelhos e cobaios), diferenca de resisténcia a infeccdo (chinchinlla

menos resistentes e ratos mais resistentes), variacbes nas lesdes provocadas pela
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infeccdo, caracterizacdo ainda ndo adequada do modelo (gerbilos, chinchilla) e
restricdes éticas e econdmicas (primatas ndo humanos) (HOELZER et al., 2012).

O modelo murino é o mais utilizado, devido a viabilidade de se encontrar camundongos
knock-out ou deficientes em genes especificos (ZENEWICZ & SHEN, 2007) e permitir
estudar a resposta imunoldgica contra infeccdo por Listeria spp. durante a gestacao
(ABRAM et al., 2003; LE MONNIER et al., 2006). S&o animais susceptiveis a
infeccdo, principalmente por via intravenosa, mas apresentam limitagbes no
estabelecimento da infeccdo oral, provalvemente devido a E-caderina de enterdcitos que
ndo interage com InlA dificultando a disseminagédo sistémica da Listeria spp. por esta
via (D’ ORAZIO, 2014). Adicionalmente interacdo de InA-E-caderina é necesséria para
invasdo na placenta humana em modelo in vitro favorecendo a listeriose materno fetal
(LECUIT et al., 2004). Apesar de apresentarem reduzida afinidade de E-caderina e
InlA, a bactéria causa infeccdo fetal em camundongos fémeas, sem apresentar altas
cargas bacterianas no figado e baco materno, sugerindo que existam outros mecanismos
de invasdo placentaria, e ndo exclusivamente por internalinas pela L. monocytogenes em
células trofoblasticas nesses animais (LE MONNIER et al., 2006; D’ ORAZIO 2014).

Com intuito de minimizar as limitacdes da infeccdo oral por L. monocytogenes em
camundongos foram desenvolvidos modelos de camundongos transgénicos que
expressam a E-caderina e que interagem bem com InlA na superficie de enterocitos
facilitando a via de infeccdo natural da doenca (LECUIT et al., 2001; HAMON et al.,
2006; Disson et al., 2008). Adicionalmente, amostras de L. monocytogenes
“murinizadas” com InlA geneticamente modificada para interagir com a E- caderina
murina tem favorecido a infeccdo oral em camundongos, contudo had evidéncias de
mudanca no tropismo de InlA modificada com receptores celulares além de E-caderina,

o0 que diferencia este modelo da listeriose no homem (D’ ORAZIO, 2014).

L. monocytogenes em camundongos, multiplica-se principalmente no baco e no figado,
enquanto que na infeccdo por L. ivanovii a multiplicacdo bacteriana é observada
principalmente no figado. Interessantemente, camundongos infectados por L. ivanovii
sobrevivem a primeira infecgdo e tornam resistentes a reinfeccdo, o que ndo acontece
nas infeccdes por L. monocytogenes (HOF & HEFNER, 1988). Ao contrario do que

ocorre nas infec¢bes por L. monocytogenes, a infeccdo por L. ivanovii em camundongos
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para causar a doenca precisam ser infectados com altas doses e com indculos inferiores
a 10° ndo se observa multiplicacdo bacteriana. (HOF & HEFNER, 1988).

Gerbilos sdo considerados hospedeiros naturais da doenca, contudo estudos nesses
animais séo escassos e limitados (HOELZER et al., 2012). Os receptores celulares para
InlA e InIB de gerbilos sdo semelhantes aos seres humanos e demonstram serem
necessarios para invasdo bacteriana na placenta desses animais tornando-0s permissivos
a listeriose materno fetal (DISSON et al., 2008). Recentemente, ROULO et al, (2014)
demostram que a infeccdo oral de gerbilos gestantes com L. monocytogenes causa maior
colonizacéo sistémica comparada a fémeas ndo gestantes e a perda fetal ocorre somente

em fémeas infectadas com alta dose.

Os cobaios sdo considerados um modelo viavel de infeccdo por via oral, contudo é
necessaria dose infecciosa elevada para estabelecimento da infeccdo (BAKARDJIEV et
al., 2004; WILLIAMS et al., 2007). Interessantemente, as células da placenta de
cobaios possuem a interacdo InlA-E-caderina de forma semelhante a que ocorre nos
seres humanos, mas essa interacdo ndo demonstrou ser essencial para causar infecgdo
nesses animais, pois mesmo a L. monocytogenes mutante, ndo expressando InlA, foi
capaz de infectar os fetos de cobaios (BAKARDIJIEV et al., 2004). Por outro lado,
estudos demonstram que a proteina ActA é necessaria para estabelecimento da infeccao
fetal placentaria (BAKARDIJIEV et al., 2004; LE MONNIER et al., 2007).

Existem estudos in vitro que utilizam principalmente explantes de placenta ou linhagem
células trofoblasticas humanas que avaliam a patogénese e a resposta da placenta a
infeccdo por Listeria spp. (LECUIT et al.,, 2004; AMMENDOLIA et al.,, 2007;
AMMENDOLIA et al., 2009; ROBBINS et al., 2010; ZELDOVICH et al., 2011;
DISSON & LECUIT, 2013; CAO & MYSOREKAR, 2014). In vitro demonstram que L.
monocytogenes e L. ivanovii (AMMENDOLIA et al., 2007) sdo capazes de infectar e
multiplicar células de placenta humana (LECUIT et al., 2004; CAO & MYSOREKAR,
2014), mas L. ivanovii € menos resistente e morre com 72 horas apés infeccdo
(AMMENDOLIA et al., 2007). As celulas trofoblasticas extravilosas em explantes de
placenta humana sdo capazes de restringir o crescimento bacteriano quando infectadas
(ROBBINS et al., 2010; ZELDOVICH et al., 2011) e sdo reconhecidas em expressar
MRNA para citocinas como fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interferon (IFN) e
interleucinas (IL-1, IL-6, IL-10) (ENTRICAN, 2002).
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Pouco se sabe a respeito de como L. monocytogenes, mesmo em ambiente ndo
favoravel, consegue perpetuar a infeccdo em células trofoblasticas humanas
(ZELDOVICH et al., 2011) e ndo hd nenhum estudo in vitro que avalie a patogénese da
infeccdo por Listeria spp. em linhagens celulares ou explantes derivados de placenta

bovina.

3 Objetivos
Considerando-se que ndo ha estudos que avaliem a infec¢do de espécies patogénicas de
Listeria em células da placenta bovina in vitro, o objetivo geral deste trabalho foi
avaliar a infeccdo por Listeria spp. em células trofoblasticas bovinas, utilizando o

modelo de explante de membrana corioalantdide.

Objetivos especificos
Verificar a capacidade de invaséo e multiplicacdo de L. monocytogenes, L. innocua e L.

ivanovii em células trofoblasticas bovinas.

Verificar a capacidade de indugdo de morte celular por L. monocytogenes, L. innocua, e

L. ivanovii em células trofoblasticas bovinas.

Comparar o perfil de expressao de citocinas pro-inflamatérias em células trofoblasticas
bovinas uma e quatro horas apos infeccdo por L. monocytogenes, L. ivanovii e L.

innocua.

4 Material e Métodos
Confecgdo dos explantes de membrana corioalant6ide bovina: Uteros de vacas
gestantes no terco médio e final de gestacdo foram obtidos em abatedouros para
preparacdo de explantes de membrana corioalantoidea bovina. O tempo gestacional foi
definido baseado no tamanho do feto que é mensurado da nuca a base da cauda de
acordo com RICHARDSON et al. (1990). Os procedimentos foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG) sob Protocolo n°. 76 / 2012
(anexo 9.1). Os explantes foram preparados como previamente descrito (CARVALHO
NETA et al., 2008), com modificacBes. O Utero gestante foi aberto, apds limpeza do
perimétrio com alcool a 70% e alcool iodado, e avaliagdo macroscopica da placenta e do
feto foi realizada (FIGURA 1A). As placentas sem alteracdo macroscopicas foram
incisionadas para retirada da membrana corioalantdide e, estas, lavadas gentilmente em

meio MEM (Life Technologies, EUA) com 50 ug/mL de estreptomicina e 50 U/mL de
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penicilina (Pen Strep, Gibco, EUA) por 20 minutos e, posteriormente lavadas duas
vezes em meio MEM sem antibidtico. As regides intercotiledondria da membrana
corioalantéide foram encaixadas nos suportes. Os explantes foram recortados e
depositados cuidadosamente em placas de seis pocos (FIGURA 1B) contendo meio
DMEM F12 enriquecido com soro fetal bovino 10%, piruvato 1% e amino&cidos
essenciais 1% (Life Technologies, EUA). Fragmentos de placenta foram coletados para
deteccdo de DNA de Listeria spp. por PCR multiplex para as trés espécies de Listeria
trabalhadas (BUBERT et al., 1999) e somente placentas negativas na PCR foram
utilizadas nos experimentos (FIGURA 2). Os suportes utilizados na confeccdo do
explantes foram limpos e esterilizados em hipoclorito a 3% por 24 horas, seguido pelo
detergente E-toxaclean 1X (Sigma Aldrich, EUA), por 24 horas, enxagues com alcool

absoluto e agua destilada seguida por autoclavagem.

Figura 1. Confeccdo dos explantes de membrana corioalantdide bovina. A) Placenta
bovina removida do Utero obtido em abatedouro; B) Encaixe dos suportes ha membrana
corioalantdide para confeccdo dos explantes, depositados em uma placa de seis pogos
(detalhe).
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Figura 2. Resultado representativo do PCR multiplex para L. monocytogenes (660 pb),
L innocua (870 pb) e L. ivanovii (1200 pb). Amostras de placentas utilizadas nos

experimentos (Al a A3) foram negativas na PCR.

Preparacdo do indculo: Amostras de L. monocytogenes (ATTC 7644), L. innocua
(ATTC 33090) e L. ivanovii (ATTC 19119) foram utilizadas neste estudo. As bactérias
foram crescidas em 20 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion, Kasvi, EUA), a
temperatura de 37°C por 15 horas e sob agitacdo a 200 rpm. O cultivo bacteriano foi
centrifugado a 3000 xg por 10 minutos a 22° e ressupendido em tampéo fosfato salino
(PBS) para mensuracdo de densidade oOptica por espectofotometria a OD600. A dose
infectante (10° bactérias/mL) do in6culo foi preparada em DMEM F12 enriquecido para

infeccdo dos explantes.

Infeccdo dos explantes: 200 pL de DMEM F12 enriquecido contendo 1 x 10°
bactérias/mL foi adicionado na superficie trofoblastica do explante em cada poco,
correspondendo a multiplicidade de infeccdo (MOI) de 10 bactérias por célula (MOI
1:10), considerando média de 20.000 trofoblastos por explante, como previamente
descrito por (CARVALHO NETA et al.,, 2008). Explantes ndo infectados foram
utilizados como controle. Logo apos a inoculacdo, as placas foram centrifugadas a 400 g
por 10 minutos a 22° e, em seguida, as placas foram mantidas em estufa a 37°C com 5%
de CO2 por 30 minutos para a internalizacdo bacteriana. O sobrenadante de todos 0s
pocos dos explantes foram retirados e substituidos por 200 uL de meio DMEM F12
estéril enriquecido contendo 50 pug/mL de gentamicina (Gibco, EUA). As placas entdo

foram incubadas a 37°C por 1 hora para inativar as bactérias extracelulares. Os pocos
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correspondentes a cada tempo avaliado (4 e 8 horas apos infeccdo — h.p.i) tiveram os
meios substituidos por DMEM F12 enriquecido, acrescidos de 25 pg/mL de
gentamicina. Ao final de 1, 4 e 8 h.p.i. 0s sobrenadantes de cada tempo foram
removidos e os explantes lavados 1x com PBS, seguido pela lise de células
trofoblasticas com 200 pL Triton X-100 (Roche, Germany) a 0,1% por 10 minutos. O
contetdo das células lisadas foram recuperados em 200 uL de PBS estéril e diluidas em
volume final de 1 mL. As diluicBes seriadas foram semeadas em placas com BHI agar
(Kasvi, EUA) e mantidas a 37°C por 24 horas para contagem de UFC (Unidades
Formadoras de Coldnias).

Inicialmente, para definir o MOI a ser utilizado na infeccdo por L. monocytogenes,
foram utilizados nove placentas distintas e infectadas com trés diferentes MOI (1:1,
1:10 e 1:100) em triplicata, sendo trés placentas para cada MOI. A cinética de infeccdo
com MOI 1:10 demonstrou ser significativo até 8 h, com os demais experimentos sendo
realizados com MOI 1:10, considerado padrdo, corroborando com a literatura. Em
seguida, foi avaliado se haveria diferenca de infecgdo por L. monocytogenes entre 0s
tercos gestacionais, utilizando placentas de diferentes animais, sendo cinco placentas do
segundo trimestre de gestacdo (fetos medindo 20 - 35 cm) e cinco placentas do terceiro
trimestre de gestacdo (fetos medindo 65 — 85 cm), também em triplicata. O primeiro
trimestre ndo foi avaliado neste estudo porque o tamanho da membrana
intercotiledonaria limitou a utilizacdo deste modelo. Outros seis experimentos
independentes, com placentas do terceiro trimestre, foram feitos com objetivo de avaliar
a cinética de infeccdo entre as espéecies L. monocytogenes, L. ivanovii e L. innocua.
Dessa forma, cada explante de uma mesma placenta foi infectado, separadamente, para

cada espécie, ao mesmo tempo, em triplicata.

Histologia e imuno-histoquimica: Para cada experimento havia explantes destinados a
histologia. Explantes ndo infectados e infectados com L. monocytogenes foram
coletados nos tempos 1, 4 e 8 h.p.i. e fixados em formalina tamponada a 10% por 24
horas, seguida de inclusdo em parafina. Cortes histologicos de 3 um foram corados por
Hematoxilina e Eosina (HE) para avaliacdo microscopica do explante da membrana
corioalantdidea bovina. Imuno-histoquimica foi realizada nos explantes para confirmar
a localizacdo intracelular de L. monocytogenes nas células trofoblasticas. Os explantes

foram desparafinizados, hidratados e incubados com 4% de per6xido de hidrogénio em
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PBS por 45 minutos, seguido por incubacdo em leite em pd (diluicdo 1:10) como
bloqueio de solugdo por 60 minutos. Depois foram incubados com anticorpo primario
anti-L. monocytogenes policlonal (Listeria O Antiserum Poly Serotypes 1,4, Difco,
EUA) na diluicdo 1:100 (padronizado pelo grupo) por 45 minutos em uma camera
umidificada. As laminas foram entdo lavadas com PBS e incubadas com anticorpo
secundario biotinilado por 30 minutos a temperatura ambiente e lavadas mais uma vez
em PBS e incubadas com o complexo streptovidina-peroxidase (LSAB kit; DAKO,
EUA) por 30 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi relevada com solugédo de
AEC (Dako) por 10 minutos e contra corado com hematoxilina de Mayer.

Mensuracdo de morte celular: Taxa de mortalidade celular foi analisada pela dosagem
da enzima LDH (lactato desidrogenase) no sobrenadante celular dos explantes de
membrana corioalantdide bovina ndo infectados (controle) ou infectados nos tempos de
1 e 8 h.p.i. e armazenados a -80°C para dosagem de LDH utilizando o kit CytoTox 96
Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, EUA). O volume de 50 pL de cada
amostra de sobrenadante (diluidas 1:10) foi colocado na placa de 96 pocos, acrescido de
50 uL do reagente substrate mix do kit e incubado por 15 minutos, seguida pela adicédo
de 50uL da solucgéo de parada do kit. Apos 60 minutos, a quantificacdo foi realizada em
comprimento de onda a 490 nm através do leitor de ELISA (EPOCH Bioteck, EUA). A
mortalidade total das células do explante foi obtida através da lise dos trofoblastos com
substrate mix (CytoTox 96) conforme protocolo e a densidade Otica obtida com este

tratamento foi considerada 100% de mortalidade.

Analise quantitativa PCR em tempo real: Explantes do terceiro trimestre de gestacao,
infectados com as diferentes espécies de Listeria spp., foram utilizados para extracao de
RNA e avaliacdo da transcricdo de genes pré-inflamatérios e imunomodulatérios, a
saber: CXCL6, CCL2, interleucinas IL-8, IL-6, Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFa)
e Interferon tau (IFNt). GAPDH e 18S foram utilizados como genes normalizadores. Os
primers e as sondas foram customizados pelo sistema de expressdo génica Tagman
(Applied Biosystems, EUA). A extracdo de RNA total da membrana corioalantoide
bovina ocorreu apés 1 e 4 h.p.i., utilizando-se Trizol Plus (Invitrogen, EUA) e as
amostras armazenadas a -80°C. Um total de 1 pg de cada amostra foi tratada com
DNAse (Invitrogen, EUA) conforme a instrucdo do fabricante. A quantidade e

qualidade do RNA total foram verificadas por espectrometria pela razdo 260/280 e em
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eletroforese com gel de agarose. A transcricdo reversa de 200 ng de RNA total de
amostra foi feita utilizando o kit Tagman reverse transcription (Applied Biosystems,
EUA), de acordo com o fabricante. A PCR quantitativa foi realizada de cada amostra
em duplicata utilizando 2 pl de cDNA em volume final 20 ul por reagédo do TagMan
Universal Master Mix Il (Applied Biosystems, EUA). Os dados foram analisados pelo
método delta CT comparativo (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Os valores de CT
foram normalizados com base na expressédo de GAPDH.

Andlise estatistica: Apos a transformacdo logaritmica, os valores obtidos de UFC e
analise de expressdo génica foram submetidas ao teste ANOVA e comparados entre
grupos pelo teste Student-Newman-Keuls. A taxa de mortalidade celular foi calculada
em porcentagem e analisada por testes ndo paramétricos Mann Whitney ou teste
Kruskal-Wallis (SAMPAIO, 2002). Analises estatisticas fora realizadas utilizando
GraphPad Prism 5. (Graphpad Software, EUA). Os resultados foram considerados
significativos quando P<0,05.

5 Resultados

Cinética de infeccéo de células trofoblasticas bovina por L. monocytogenes

Como néo existem trabalhos de infecgéo in vitro de células trofoblasticas bovinas com
L. monocytogenes, inicialmente foi avaliada a cinética de infeccdo em diferentes MOI
(1, 10 e 100) da bactéria em nove placentas do ultimo trimestre de gestacdo.
Observamos que a invasdao da L. monocytogenes nas células trofoblasticas foi
proporcional a multiplicidade de infec¢do, havendo diferenca de invasdo bacteriana no
MOI 1 e MOI 100 no tempo de 1 h.p.i. Adicionalmente, observou-se diferenca
significativa (P< 0,05) na cinética de infeccdo com MOI 10 entre 1 e 8 h.p.i. (FIGURA
3). Com base nestes resultados e na literatura, 0s experimentos seguintes foram
realizados com MOI 10. O modelo foi ainda caracterizado por analise morfologica e
imunomarcacdo para avaliacdo da localizacdo intracelular de L. monocytogenes em
trofoblastos nos explantes (FIGURA 4). Resultados histologicos e imuno-histoquimicos
confirmaram a viabilidade deste modelo para estudar a interacdo de Listeria spp. com

trofoblastos bovinos in vitro.
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Figura 3: Infeccdo em explantes de membrana corioalantéide bovina por L.
monocytogenes em diferentes MOI (1, 10, 100) Os explantes foram inoculados e
bactéria intracelular mensurada 1, 4 e 8 horas ap6s infeccdo. Os pontos representam as
médias e erros padrdo de trés experimentos independentes realizados em triplicatas
(teste Student-Newman-Keules *P<0,05; diferenca estatistica entre tempo T1 e “P<0,05;

diferenca estatistica entre diferentes MOI).

Figura 4. Explantes de membrana corioalantéide bovina. Histologia e Imuno-
histoquimica anti-Listeria monocytogenes (detalhe) de um explante de membrana

corioalantéidea com 4 horas de infeccdo MOI 10. HE.
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O abortamento por listeriose em ruminantes é visto principalmente no terco final de
gestacdo (LOW & DONACHIE, 1997; GANGULY & MUKHOPADHAYAY, 2014).
Decidiu-se avaliar se existe tropismo da bactéria por células trofoblasticas do terco final
de gestacéo, favorecendo sua multiplicacdo nesta fase gestacional e corroborando com
observacdes de campo. Para isto, avaliou-se a cinética de infeccdo de L. monocytogenes
no segundo e terceiro tercos gestacionais de fémeas bovinas. Cinco placentas de vacas
no segundo (3,4 a 4,8 meses) e cinco no terceiro (7,1 a 8,8 meses) trimestres de gestacdo
foram utilizadas neste experimento. A recupera¢do de UFC de L. monocytogenes no
trofoblasto bovino 1, 4 e 8 h.p.i. foi semelhante nos diferentes periodos gestacionais.
(FIGURA 5). Estes resultados mostram que L. monocytogenes invade e multiplica em

célula trofoblastica bovina independente do tempo gestacional.
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Figura 5. Cinética de infeccdo de L. monocytogenes em membrana corioalantoide
bovina oriunda de placentas do segundo e terceiro tercos de gestacdo. Explantes foram
inoculados com L. monocytogenes a MOI 10, e bactéria intracelular recuperada 1, 4 e 8
h.p.i. Os pontos representam as médias e erros padrdo de cinco experimentos

independentes por grupo realizados em triplicatas.
Infeccdo em células trofoblasticas por diferentes Listeria spp.

Além da L. monocytogenes causar aborto em ruminantes, a L. ivanovii também é

conhecida por causar a mesma enfermidade, porém com menor frequéncia (LOW e
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DONACHIE, 1997). Por outro lado, a L. innocua é considerada uma espécie ndo
patogénica (LE MONNIER et al., 2007). Assim, com 0 objetivo de comparar a
capacidade de invaséo e multiplicacdo de L. monocytogenes, L. ivanovii e L. innocua,
explantes de membrana corioalantdide foram infectados com as diferentes espécies de
Listeria spp. Na primeira hora apds infeccdo, ndo houve diferenca (P>0,05) na
quantidade de UFC recuperadas indicando ndo haver diferenca na invasdo de células
trofoblasticas bovinas pelas trés bactérias (FIGURA 6). Contudo, com 8 h.p.i. houve
aumento significativo da L. ivanovii e L. monocytogenes recuperadas nas células
trofoblasticas e reducéo de L. innocua, comparada com 1 h.p.i. L. monocytogenes e L.
ivanovii foram recuperadas 1 log de UFC a mais do que L. innocua 8 h.p.i., indicando

que L. innocua ndo foi capaz de multiplicar dentro células trofoblasticas bovinas.
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Figura 6. Infeccdo de explantes de membrana corioalantéide bovina com MOI 10 por
L. monocytogenes, L ivanovii e L. innocua. Os explantes foram inoculados e bactéria
intracelular recuperada 1, 4 e 8 h.p.i. Os pontos representam as médias e erro padrao de
cinco experimentos independentes realizados em triplicata (teste Student-Newman-
Keules;* P<0,05; diferenca estatistica entre mesma espécie de Listeria sp. com 1 h.p.i. e

8 h.p.i.; * P<0,05; diferenca estatistica entre a L. innocua entre as outras espécies 8
h.p.i.).
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Mortalidade de células trofoblasticas durante infecgdo por L. monocytogenes

Uma vez observado que L. monocytogenes e L. ivanovii sdo capazes de multiplicar no
interior de células trofoblasticas bovinas no modelo de explantes de membrana
corioalantdidea, buscou-se verificar se esta infeccdo seria capaz de causar mortalidade
das células trofoblasticas até 8 h.p.i. A taxa de mortalidade celular foi determinada pela
mensuracdo da enzima LDH nos tempos de 1 e 8 h.p.i em sobrenadante de células
infectadas ou ndo infectadas. Interessantemente, ndo houve diferenca (P>0,05) de morte
celular entre os explantes controles ndo infectados (CT1 e CT8) e respectivos infectados
(T1 e T8) com L. monocytogenes nos tempos de infeccdo determinados (FIGURA 7A)
indicando que infecgdo bacteriana ndo € prejudicial as células trofobléasticas, mesmo em
fase de multiplicagdo. Contudo, foi observada maior taxa de mortalidade celular 8 h.p.i.
comparada a 1 h.p.i., tanto entre os controles quanto para os explantes infectados. O
aumento do LDH no tempo de 8 horas ocorre provavelmente viabilidade limitada dos
explantes em cultura. Contudo, vale ressaltar que mais 60% das células permanecem
viaveis permitindo a avaliagdo da infeccdo neste modelo. A taxa de mortalidade celular
foi entdo comparada entre células infectadas com L. monocytogenes, L. innocua e L.
ivanovii 1 e 8 h. p.i.,, contudo ndo houve diferenca (P>0,05) entre as espécies, que
suporta a hipdtese de que a multiplicacdo intracelular da Listeria ndo induz a morte e
lise das células trofoblasticas (FIGURA 7B).
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Figura 7. Taxa de mortalidade de células trofoblasticas bovinas infectadas com Listeria
spp. A). Taxa de mortalidade celular analisada pela dosagem da enzima LDH no
sobrenadante celular de explantes ndo infectados (CT1 e CT8) ou infectados por L.
monocytogenes (T1 e T8) nos tempos 1 e 8 h.p.i. (B) Taxa de mortalidade celular
analisada pela dosagem da enzima LDH no sobrenadante celular dos explantes néo
infectados (CT1 e CT8) ou infectados pelas diferentes espécies de Listeria spp. nos
tempos 1 e 8 h.p.i. O valor de 100% de mortalidade celular foi obtido da densidade otica
de LDH mensurada em explantes que sofreram lise total das células trofoblasticas com
substrate mix conforme kit Cytotox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay. Os dados
sdo representativos de cinco experimentos independentes realizados em triplicada.
(Mann Whitney *P<0,05).
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Trancricdo de genes pro-inflamatorios em explantes de membrana corioalantoide
bovino.

Considerando que L. monocytogenes, L. innocua e L. ivanovii invadem e multiplicam
em células trofoblasticas bovinas sem causar morte celular significativa até 8 h.p.i. neste
modelo de explantes, decidiu-se verificar qual resposta inflamatdria é desencadeada nas
celulas trofoblasticas infectadas por Listeria spp. Foram utilizadas seis placentas de
diferentes animais infectadas com L. monocytogenes, L. innocua e L. ivanovii e a
transcricdo de genes pro-inflamatorios determinada por gPCR 1 e as 4 h.p.i. Foi
observada pequena, porém, maior expressdo do CXCL6 em trofoblastos infectados por
L. innocua a 4 h.p.i. Surpreendentemente, os demais genes avaliados ndo expressaram
diferencas significativas entre as células infectadas por diferentes espécies de Listeria
spp. nos tempos 1 e 4 h.p.i. (FIGURA 8).
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Figura 8. Transcricdo de genes pré-inflamatorios em explantes de membrana
corioalantéide apés infeccdo por Listeria spp. Explantes foram inoculados com 1x 10°
UFC/mL de L. monocytogenes, L. innocua ou L. ivanovii e RNA total extraido para
confeccdo de cDNA de mRNA por gPCR 1 e 4 h.p.i.(A-F). Os valores de Ct foram
normalizados por GAPDH e os dados expressos em fold change comparado ao explante
ndo infectado. Os dados representam media geométrica e erro padrdo de seis

experimentos independentes (teste Student-Newman-Keules *P<0,05).

6. Discussdo
Neste estudo através do uso de explantes de membrana corioalantdide, foi demonstrado
pela primeira vez que L. monocytogenes é capaz de invadir e multiplicar de forma
semelhante em células trofoblasticas bovinas do segundo e terceiro trimestre gestacional
e gue a cinética de invasdo e multiplicacdo de L. monocytogenes e L. ivanovii, duas
espécies causadoras de abortamento em ruminantes, em células trofoblasticas bovinas
sdo semelhantes. Isto sugere que fatores de viruléncia necessarios para sobrevivéncia e
multiplicacdo em células trofoblasticas estdo presentes nestas duas espécies de Listeria
spp. e podem contribuir para ocorréncia de aborto observada na listeriose. LLO e ActA

sdo fatores de viruléncia conhecidos como necesséarios para a multiplicacdo de Listeria
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em células trofoblasticas de camundongos (LE MONNIER et al., 2007). Estes dois
factores de viruléncia estdo presentes em L. monocytogenes e L. ivanovii
(DOMINGUEZ-BERNAL et al., 2006). No entanto, esfingomielinase C, presente
apenas em L. ivanovii € importante para a multiplicacdo intracelular em linhagens de
células epiteliais (GONZALEZ-ZORN et al., 1999). Estudos gendmicos mostraram
diferencas entre L. monocytogenes e L. ivanovii e sugerem que estas podem estar
associadas com forte tropismo de L. ivanovii para ruminantes em comparagdo com a
espécie humana (GONZALEZ-ZORN et al., 1999; DOMINGUEZ-BERNAL et al.,
2006). GUILLET et al. (2010) demonstraram que L. ivanovii € mais invasiva do que a
L. monocytogenes em células MDBK, mas ndo células HelLa, que sdo linhagens de
células bovinas e humanas, respectivamente. Embora tenha sido observado, em média,
mais de 0,5 log de L. ivanovii intracelular quando comparado com L. monocytogenes
sob as mesmas condi¢bes, em todos os tempos de infeccdo ndo houve diferenca

estatistica significativa (P>0,05).

Tem sido relatado que o aborto bovino devido a infecgdo por Listeria spp. ocorre
principalmente durante o Ultimo trimestre de gestacdo (LOW & DONACHIE, 1997;
POULSEN & CZUPRYNSKI, 2013). Contudo, o presente resultado demonstrou que
ndo houve diferencas significativas (P>0,05) entre o segundo ou terceiro trimestre de
gestacdo, considerando invasdo e sobrevivéncia intracelular de Listeria em trofoblastos
bovinos. Perda fetal causada por L. monocytogenes em mulheres pode ocorrer em
qualquer fase da gestacdo (POULSEN & CZUPRYNSKI, 2013). Acredita-se que a
infeccdo por Listeria sp. em bovinos pode causar perda fetal em qualquer fase da
gestacdo, mas a perda embrionaria raramente € reconhecida (POULSEN &
CZUPRYNSKI, 2013). Cabe salientar que a imunossupressao associada a gestacdo é
reconhecida como um fator que favorece a infeccdo materno-fetal por Listeria
(DOGANAY, 2003; POULSEN & CZUPRYNSKI, 2013), sendo que as caracteristicas
morfoldgicas e funcionais das células trofoblasticas em diferentes fases da gestacédo

podem ndo influenciar na susceptiblidade a infeccéo.

O mecanismo de invasdo das espécies patogénicas do género Listeria em células
epiteliais ocorre de duas formas distintas: via interacdo de proteinas de superficie
bacteriana a receptores especificos na célula do hospedeiro, ou por meio da

polimerizagdo bacteriana que permite a invaséo de célula a célula. Embora, L. innocua,
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seja amplamente conhecida como bactéria ndo patogénica (VAZQUEZ-BOLAND et
al., 2001), por ndo expressar diversos fatores de viruléncia necessarios para a invasdo e
sobrevivéncia intracelular (LE MONNIER, 2007). Este modelo demonstrou que a L.
innocua foi capaz de invadir as células trofoblasticas bovinas de forma semelhante as
outras espécies patogénicas, embora L. innocua ndo consiga multiplicar
intracelularmente em trofoblastos bovinos. A invasdo de células trofoblasticas humanas
por L. monocytogenes requer InlA e InIB (LECUIT et al., 2004). Estes fatores de
invasdo também sd0 necessarios para a patogénese in vivo em gerbilos e em
camundongos humanizados que expressam E-caderina semelhante a humana (DISSON
et al., 2008). Em contraste, a invasdo e disseminacdo da infeccdo placentaria pode ndo
exigir a interagdo de internalinas com E-caderina e, provavelmente, ocorre por meio da
invasdo direta célula a célula observada em camundongos normais, ou seja, que nao
apresentam versdo humanizada da E-caderina (LE MONNIER, 2007; ROBBINS, et al.,
2010). LE MONNIER et al. (2007) demonstraram que L. innocua persiste em tecido
placentario de camundongos gestantes infectados por até 2 dias, mas sem causar
qualquer alteracdo no feto por ndo conseguir atravessar a barreira placentaria. Nao ha
outro indicio na literatura que L. innocua possa invadir trofoblastos. Além disso, ha
evidéncias de que outros receptores celulares, aléem de E-caderina, podem interagir com
outras proteinas de Listeria e promover a internalizacdo das bactérias nas células
epiteliais (HASHINO et al.,, 2012). Adicionalmente, considerando que células
trofoblasticas possuem atividade fagocitica, € possivel que internalizacdo de L. innocua
possa ocorrer por fagocitose (AMARANTE-PAFFARO et al., 2004) independente da
InlA, proteina ausente em L. innocua (LECUIT et al., 2004). A internalizacdo de
Listeria por fagocitose também tem sido descrita em macrofagos (WADSWORTH &
GOLDFINE, 2002). Deste modo, sugerimos que apesar de ser totalmente invasiva em
trofoblastos, a inabilidade da L. innocua em multiplicar em células trofoblasticas, faz
com que a infeccdo seja restrita e autolimitante impedindo que ela dissemine para

células vizinhas e tecido fetal, corroborando com aspecto apatogénico desta espécie.

Os resultados do presente estudo demonstram que nenhuma das espécies de Listeria
spp. estudadas (L. monocytogenes, L. ivanovii, e L. innocua) causou morte celular das
células trofoblaticas até 8 h.p.i. Listeria spp. induz a morte celular em trofoblasto
humano infectado (POULSEN et al., 2014; CHU et al., 2014), bem como em outros
tipos celulares (DOMINGUEZ-BERNAL et al.,, 2006), mas a morte da célula

35



hospedeira induzida pela Listeria € observada em tempos mais tardios de infeccdo. A
morte celular induzida por Listeria em célula trofoblastica bovina nunca foi avaliada
anteriormente. A possibilidade de ocorréncia de morte celular em tempos mais tardios
de infeccdo ndo pode ser descartada com base em nossos dados, mas esta € uma
limitagdo intrinseca do modelo de explante de membrana corioalatide que se mantém
viaveis por apenas algumas horas (CARVALHO NETA et al., 2008).

Trofoblastos bovinos sdo células epiteliais que participam de placentacdo e manutencao
da gestacdo. Estas células tém a capacidade de realizar fagocitose, invadir os tecidos, e
para produzir citocinas tais como IL-6 e IL-8 em resposta a infecgdo (AMARANTE-
PAFFARO et al., 2004; POULSEN et al, 2013). As citocinas, tais como TNFa, 1L-6,
IL-8 desempenham papel importante no controle de listeriose por recrutamento de
neutrofilos em camundongos (ABRAM et al., 2003). Um estudo prévio do grupo
avaliou a resposta celular de trofoblastos bovinos a L. monocytogenes morta pelo calor,
e a inducdo de quimioquinas para neutréfilos foi observada apos 12 horas de
estimulacdo (SILVA et al., 2012), mas o efeito da internalizacdo das bactérias sobre
resposta de células ndo foi avaliada. Assim, no presente trabalho avaliou-se a expressao
dos genes pré-inflamatorios, citocinas TNF, IL-6, IL-8, IFN-t ¢ quimiocinas CXCL6 e
CCL2 por Listeria spp. patogénicas em células trofoblaticas bovinas, e

surpreendentemente ndo foi observado aumento na expressao destes genes ateé 4 h.p.i.

L. innocua foi a Unica bactéria que induziu expressdo CXCL6 a 4 h.p.i. Embora L.
monocytogenes induza a producdo de citocinas pro-inflamatérios em ceélulas
trofoblasticas (SANTOSO et al., 2012; BIERNE et al., 2012) e em outras linhagens de
células (WADSWORTH & GOLDFINE, 2002), SANTOSO et al. (2012) demonstraram
que ela pode inibir a expressdo de citoquinas pré-inflamatérias como a IL-6 na
linhagem celular de citotrofoblasto humano. Outros estudos demonstram que a L.
monocytogenes é capaz de escapar da resposta imune inata por inibir a expressao inicial
de genes pro-inflamatdrios através do peptidoglicano desacetilado (BONECA et al.,
2007) ou pela internalina C (InIC), presente em L. monocytogenes e L. ivanovii, que
prejudica a ativacdo da via do NF-«kB (GOUIN et al., 2010). Anteriormente,
CARVALHO NETA et al. (2008) demonstraram que Brucella abortus, outro
importante agente causador de aborto em vacas, também atrasa as respostas pro-

inflamatdrias iniciais em trofoblastos bovinos.
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E possivel que tempos mais longos de infeccdo demostrassem aumento significativo da
expressao desses genes pro-inflamatérios, contudo o modelo de explante de membrana
corioalantéidea limita esta avaliacdo considerando a diminuicdo da viabilidade celular
ao longo do tempo, independentemente da infeccao.

7. Concluséo
Este estudo demonstrou pela primeira vez que a L. monocytogenes e L. ivanovii sdo
capazes de invadir e multiplicar intracelularmente em trofoblastos bovinos, enquanto
que L. innocua invade, mas é incapaz de se multiplicar no ambiente intracelular.
Explantes de membrana corioalantdide bovina demonstrou ser um modelo adequado
para ampliar o conhecimento sobre 0s mecanismos patogénicos moleculares de Listeria

spp. que estdo envolvidos no aborto induzido por Listeria em ruminantes.
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9. Anexos
9.1 Aprovacéo do projeto pelo CEUA/UFMG
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 76 / 2012, relativo ao projeto intitulado
“Interagdo da Listeria monocytogenes com trofoblasto bovino™, que tem
como responsavel Tatiane Alves da Paixdo, esta de acordo com 0s
Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pela Comissio de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reuniéo
de 24/05/2012. Este certificado espira-se em 24/05/2017.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 76 / 2012, related to the Project
entilted “Interaction of Listeria monocytogenes in bovine trophoblast”,
under the supervision of Tatiane Alves da Paix&o, is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics
Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved
in 24/05/2012. This certificates expires in 24/05/2017.

FRANCISNETE GRACIANE ARAUJO MARTINS
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 24/05/2012.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
http://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il —2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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9.2 Ata de defesa
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9.3 Folha de aprovacéao
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