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Resumo

Clostridium chauvoei € o agente etioldgico do carbunculo sintomético, doenca com alta
taxa de letalidade e mortalidade que acomete bovinos jovens. Apesar da reconhecida importancia
dessa doenca, a sua patogénese e os mecanismos de viruléncia do agente etiolégico ainda ndo
foram completamente elucidados. Dentre as lacunas de conhecimento, destaca-se 0 mecanismo
envolvido no trafego de C. chauvoei do intestino para a musculatura. Essa etapa, essencial para a
deposicdo do esporo no sitio de infeccdo, permitiria que o agente permanecesse latente até que
encontrasse condicbes favoraveis para germinar e multiplicar. Diante do exposto, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de sobrevivéncia de C. chauvoei apés
internalizacdo de macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7 e macrofagos bovinos. Buscou-
se avaliar as diferencas quanto as taxas de sobrevivéncia da forma vegetativa com a esporulada,
bem como o perfil de transcritos de citocinas induzidos pela infec¢do por uma dessas duas formas.
Para isso, macrdfagos da linhagem RAW 264.7 e macréfagos derivados de mondcitos periféricos
bovinos foram infectados com C. chauvoei na multiplicidade de infec¢do (MOI) 1:50 com uma
das seguintes formas bacterianas: vegetativa ou esporo. A sobrevivéncia de C. chauvoei foi
avaliada apds 1 (T1), 24 (T24), 48 (T48) e 72 (T72) horas de infeccdo. Para se avaliar o perfil de
transcritos de citocinas exibido por macréfagos bovinos infectados com C. chauvoei, 0s
macrdfagos foram infectados com C. chauvoei na MOI 1:50, sendo avaliados os tempos de T1, 6
(T6), 12 (T12) e T24 horas de infecgdo. Os transcritos de citocinas dosados foram: interleucina
10 (IL-10), IL-4, IL-12, IL-23 e fator de crescimento beta (TGF-beta). C. chauvoei, tanto na forma
esporulada quanto vegetativa, é capaz de resistir ao processo microbicida dos macréfagos por até
72 horas de infecgdo. Contudo, o prolongamento da infeccdo com a forma vegetativa resultou em
um decréscimo (p<0,01) do nimero de bactérias internalizadas viaveis a partir do T48 de
infeccdo. Ao contrario, 0 nimero de esporos internalizados viaveis permaneceu constante ao
longo dos tempos de infecgdo avaliados. Essa diferenca de sobrevivéncia entre as formas
infectantes (vegetativa e esporo) ndo foi demonstrada no modelo de infeccdo com macrdfagos
bovinos, no qual ambas as formas bacterianas permaneceram igualmente viaveis durante todo o
periodo avaliado (T72). Com relagdo ao perfil de transcritos de citocinas, observou-se que 0s
macrofagos bovinos infectados com C. chauvoei na forma predominantemente vegetativa
detinham um perfil de transcritos de citocinas pré-inflamatdrias como IL-12 e 1L-23 (p<0,001).
Esse perfil de transcritos de citocinas poderia contribuir para os efeitos microbicidas desses
fagdcitos. Ao contrario, quando os macréfagos bovinos foram infectados com C. chauvoei na
esporulada, observou-se um perfil de citocinas anti-inflamatorias, como IL-10 e TGF-beta. Esse
perfil de transcritos de citocinas poderia determinar a laténcia dessa forma bacteriana apds
internalizacdo por macrdfagos. Os resultados apresentados indicam que C. chauvoei na forma
vegetativa e na forma esporulada sdo capazes de resistir aos efeitos microbicidas dos macréfagos,
sendo a forma esporulada mais resistente a morte mediada por macréfagos por um periodo maior
de infeccdo. Essa é a primeira evidéncia de que C. chauvoei é capaz de resistir aos efeitos
microbicidas dos macrdfagos e de que as formas infectantes (vegetativa e esporulada) exibem um
perfil de transcritos de citocinas divergente.

Palavras-Chave: Clostridiose, mionecrose, carbinculo sintomatico, cinética de infec¢do.
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Abstract

Clostridium chauvoei is the etiologic agent of blackleg, a high mortality disease that
affects calves. Despite the recognized importance of this disease, its pathogenesis and
microorganism virulence factors have not been fully elucidated. Among the knowledge absences,
there is the mechanism involved in C. chauvoei bowel traffic to the muscles. This step is essential
for spore deposition in infection site, the agent would remain dormant until they find favorable
conditions to germinate and multiply. In light of this, the aim of this study was to evaluate the
survivability of C. chauvoei after internalization of murine macrophage RAW 264.7 lineage and
bovine macrophage. It was evaluated the differences in survival rates of vegetative and spore C.
chauvoei and the cytokine profile of transcripts induced by infection with one of these two
bacterial form. The RAW 264.7 macrophages and bovine macrophages derived from peripheral
monocytes were infected with C. chauvoei at multiplicity of infection (MOI) 1:50 with one of
bacterial forms: vegetative or spore. The survival of C. chauvoei was assessed after 1 (T1), 24
(T24), 48 (T48) and 72 (T72) hours of infection. To assess the cytokine transcripts profile from
bovine macrophages infected with C. chauvoei at MOI 1:50, it was evaluated the times T1, 6 (T6),
12 (T12) and T24 hours of infection. Cytokine transcripts that were measured: interleukin 10 (IL-
10), IL-4, 1L-12, IL-23 and growth factor beta (TGF-beta). C. chauvoei, both the spore and
vegetative form, resist to microbicide macrophages process for 72 hours for infection. However,
the lengthening of infection with vegetative form resulted in a decrease (p <0.01) in the number
of viable internalized bacteria at T48. In contrast, the number of viable spores internalized was
constant over the time of infection evaluated. There were any differences in survival between the
infective forms (vegetative and spore) in infection with bovine macrophages throughout the study
period (T72). Regarding the cytokine transcripts profile, it was observed that bovine macrophages
infected with vegetative C. chauvoei owned a pro-inflammatory cytokines profile, such as IL-12
IL-23 (p <0.001). This profile could contribute to the microbicidal effects of these phagocytes.
Contrariwise, when bovine macrophages were infected with spores of C. chauvoei, it was
observed an anti-inflammatory cytokines profile, such as IL-10 and TGF-beta. This profile could
cause the latency of this bacterial medium after macrophages internalization. The present results
indicate that C. chauvoei the vegetative and sporulated form are able to resist to microbicidal
macrophages effects. Nevertheless, spore form showed to be more resistant to death mediated by
macrophages over a longer period infection. This is the first evidence that C. chauvoei is able of
resisting the microbicidal effects of macrophages and the infectious forms (vegetative and spore)
exhibit a diverging cytokine transcripts profile.

Keywords: Clostridiosis, myonecrosis, blackleg, infection kinetics.
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1 INTRODUCAO GERAL

O género Clostridium compreende mais de 200 espécies bacterianas com forma de bastonetes,
coloragdo Gram-positiva e respiracéo do tipo anaerdbia estrita que, diante de condigdes adversas,
como auséncia de nutrientes e presenca de oxigénio, sdo capazes de esporular e permanecer
viaveis e infectantes por longos periodos de tempo (LOBATO et al., 2013). Felizmente, a maioria
das espécies pertencentes a esse género sdo ndo patogénicas e comensais, podendo ser
encontradas nas plantas, pele e mucosas de animais e seres humanos, em especial no trato
intestinal (TITBALL, 2009). Dentre as espécies patogénicas, cerca de 50, a maioria dos
microrganismos sdo considerados patdgenos secundarios por se multiplicarem em feridas
previamente infectadas por outros agentes. Apenas 15 espécies de Clostridium sdo tidas como
importantes patdgenos primarios para seres humanos e/ou animais (POPOFF; BOUVET, 2013).

Dentre os patdgenos primarios, um grupo de bactérias do género Clostridium se destaca por ser
capaz de causar miosites necrosantes, geralmente fatais, denominadas gangrena gasosa e
carbinculo sintomético. A gangrena gasosa ou edema maligno é uma infeccdo que acomete
praticamente todas as espécies de interesse veterinario, como bovinos (ASSIS et al., 2002; ASSIS,
R. ADEetal., 2010), ovinos e caprinos (LIMA et al., 2006), suinos (PINTO et al., 2005), equinos
(PEEK et al., 2003; MACEDO et al., 2013), canideos (RIBEIRO et al., 2012) e aves (TELLEZ et
al., 2009). Essa doenca é causada por uma espécie ou pela associacdo das seguintes: C. septicum,
C. chauvoei, C. novyi tipo A, C. perfringens tipo A e C. sordellii. A ocorréncia da gangrena gasosa
esta relacionada ao estrito contato entre esses agentes e 0s animais domésticos. Isso favorece a
contaminacdo de feridas decorrentes de préaticas cirurgicas e até de vacinagdes sem cuidados
assépticos (UZAL, 2012).

Ao contrario da gangrena gasosa, o carbunculo sintomatico é uma infeccao que resulta da ativacéo
de esporos latentes de C. chauvoei presentes no musculo, acometendo apenas 0s ruminantes
domeésticos. A principal hipotese é a de que o0 esporo desse agente seja depositado no musculo
apos transporte pela circulacdo sanguinea, a partir do intestino, possivelmente veiculado por
macréfagos (UZAL et al., 2003), embora o C. chauvoei seja considerado exclusivamente
extracelular. Os fatores responsaveis pela germinacdo desses esporos na musculatura ainda nao
foram estabelecidos. Acredita-se, porém, que traumas, principalmente nas grandes massas
musculares, criam um ambiente propicio para germinacdo e consequente producdo de toxinas,
que normalmente culminam com necrose muscular e morte rapida dos animais acometidos
(HATHEWAY, 1990). Portanto, tanto os mecanismos pelos quais C. chauvoei € carreado até a
musculatura quanto os fatores envolvidos em sua germinacgéo ainda sdo obscuros, carecendo de
estudos cientificos que permitam o completo entendimento da patogénese dessa doenga.

Estudos sobre o potencial bactericida dos macréfagos frente a bactérias do género Clostridium
s80 escassos e restritos a C. perfringens tipo A e C. difficile (O’BRIEN; MELVILLE, 2000, 2003,
2004; PAREDES-SABJA; SARKER, 2012). Mandell (1974) estabeleceu que os neutréfilos
humanos séo capazes de matar as estirpes de C. perfringens tipo A in vitro tanto em anaerobiose
quanto em aerobiose. Ao contrario, O’Brien e Meville (2000) demonstraram que C. perfringens,
na forma vegetativa, é capaz de escapar dos fagossomo de macrdfagos e sobreviver no citoplasma
desse fagdcito por ao menos 25 horas. A habilidade de escapar da morte mediada por macr6fagos
foi atribuida ao efeito citotoxico das toxinas alfa e perfringolisina O para o fagossomo e para o
préprio macréfago (O’BRIEN; MELVILLE, 2004).
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Recentemente, Paredes-Sabja; Sarker (2012) concluiram que os esporos de C. perfringens tipo A
sdo capazes de germinar no interior dos macr6fagos, mesmo em condi¢Ges de aerobiose. No
entanto, as células vegetativas, recém germinadas, sdo eficientemente mortas pelos macréfagos,
possivelmente pela limitada capacidade de produgéo de toxina.

Apesar de pioneiros, os estudos supracitados ndo foram capazes de estabelecer protocolos efetivos
para eliminagdo de bactérias extracelulares. Esse fato dificultou analises mais profundas sobre a
cinética de infeccdo, pois C. perfringens &, entre os clostridios patogénicos, um microrganismo
relativamente aerotolerante. Além disso, os ensaios de infeccdo de macrofagos por clostridios
foram realizados apenas com as linhagens celulares J774-33 (O’BRIEN; MELVILLE, 2000,
2003, 2004) e RAW264.7 (PAREDES-SABJA; SARKER, 2012). Contudo, sabe-se que a cinética
de infeccdo pode ser diferente quando se aplica macrofagos derivados de mondcitos periféricos
de outras espécies de animais. Portanto, ainda ndo é possivel inferir se a sobrevivéncia da forma
vegetativa e a germinacgdo dos esporos no interior de macréfagos € uma caracteristica do género
Clostridium ou apenas da espécie ja estudada ou se é devida a origem dos macréfagos utilizados.
Por isso, pesquisas sobre a cinética de infeccdo de C. chauvoei em macrofagos, além de pioneiras,
sdo de extrema relevancia para o entendimento e preven¢do da ocorréncia de carbdnculo
sintomatico, uma das importantes doencgas que acomete a bovinocultura mundial.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de sobrevivéncia do Clostridium chauvoei, tanto
na forma vegetativa quanto esporulada, ap6s internalizacdo por macréfagos murinos da linhagem
continua de células RAW 264.7 e macrdfagos derivados de mondcitos periféricos bovinos. Além
disso, buscou-se avaliar o perfil de transcritos de citocinas de macréfagos bovinos infectados com
as duas formas bacterianas de C. chauvoei.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um protocolo para obtencdo de esporos de C. chauvoei.

e Desenvolver um protocolo de infeccdo para infeccdo de macréfagos com C. chauvoei
para avaliacdo da cinética de infeccao.

e Avaliar e comparar a cinética de infeccdo de C. chauvoei na forma vegetativa e
esporulada em macréfagos linhagem celular RAW 264.7

e Avaliar e comparar a cinética de infeccdo de C. chauvoei na forma vegetativa e
esporulada em macréfagos derivados de mondcitos periféricos bovinos.

e Auvaliar o perfil de transcritos de citocinas de macréfagos bovinos infectados com a forma
vegetativa e esporulada de C. chauvoei.
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3 CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA

3.1 Género Clostridium

O género Clostridium é compreendido pelo filo Firmicutes, classe Clostridia, ordem Clostridiales
e familia Clostridiaceae. Esse género engloba bactérias Gram-positivas e anaerobias estritas que
possuem habilidade de esporular diante de condices adversas. Reconhecido como o género
bacteriano mais toxigénico, Clostriudium sp determina a ocorréncia de infec¢des e intoxicacdes
gue apresentam altas taxas de letalidade e mortalidade tanto em seres humanos como em animais
(LOBATO et al., 2013). As exotoxinas secretadas pelas espécies patogénicas possuem sitio de
acdo especifico, 0 que permite o agrupamento das doencas causadas por Clostridium spp.,
conforme a atividade da toxina e o tecido afetado (Figura 1).

| Clostridium spp. |
I I

Histotoxico

Neurotoxico

Enteropatogénico

|
I I
[ Hepatotoéxico I [ Mionecrosante
r ™y r:
C. botulinum C. novyi tipo B C. perfringens tipo A _
e C. perfringens
C. tetani C. haemolyticum C. novyi tipo A . difficile
C. sordellii ’
. C. colinum
C. septicum
C. spi
C. chauvoei spiroforme
. oy .

Figura 1: Representagdo esquematica das principais espécies patogénicas do género Clostridium,
segundo o sitio de acdo das exotoxinas.

Dentre as doengas causadas por Clostridium spp., as mionecrosantes, representadas pela gangrena
gasosa e carbunculo sintomatico, sdo as que acarretam maiores perdas para a pecuaria brasileira.
Embora gangrena gasosa e carbunculo sintomatico sejam praticamente indistinguiveis na avalicdo
clinica e patoldgica, a etiologia e a forma de infeccdo apresentam diferengas marcantes. A
gangrena gasosa pode ser causada por um agente ou pela associacdo daqueles elencados na Figura
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1. O carbunculo sintomatico, no entanto, é causado exclusivamente por C. chauvoei. Além disso,
enquanto para a ocorréncia de gangrena gasosa faz-se necessario uma ferida como porta de
entrada para penetragdo de esporos, para ocorréncia do carbunculo sintomético, assume-se, por
uma hipdtese amplamente difundida e aceita, que os esporos de C. chauvoei permanecam latentes
na musculatura ap6s serem carreados do intestino por macréfagos (UZAL, 2012).

3.2 Clostridium chauvoei

C. chauvoei destaca-se como um patégeno particularmente importante em medicina veterinaria.
Verifica-se isso pelos relatos sobre gangrena gasosa e carbunculo sintomatico feitos desde a
metade do século XIX, com descri¢do de C. chauvoei em 1887 (ARLOING et al., 1887). Desde
entdo, essa bactéria tem sido responsabilizada por consideraveis perdas para a pecuéria mundial
(UZAL, 2012).

C. chauvoei é um bastonete mével, com 0,5-1,7 a 1,6-9,7 um, ocorrendo separadamente ou aos
pares. Os esporos formados sdo ovais, centrais a subterminais causando deformagdo na célula
mae (LIMA, 1992). O genoma dessa espécie foi recentemente depositado no GenBank
(FALQUET et al., 2013), e uma posterior analise gendmica demonstrou a presenca de um unico
cromossomo circular com mais de 2,8 milhdes de pares de bases, que é relativamente pequeno se
comparado a outros Clostridium sp. O material genético compacto de C. chauvoei explica o
pequeno namero de espécies de animais usualmente susceptiveis ao agente, como bovinos, ovinos
e caprinos. Das mais de duas mil janelas de leitura “Open Reading Frames” (ORF) analisados,
apenas 13 estdo relacionados aos fatores de viruléncia primarios, como as toxinas, dentre elas
leucocidinas e hemolisinas. O restante do genoma é responsavel por codificar elementos
necessarios para a formagdo da capsula e da parede celular; também por induzir a esporulagéo e
a dorméncia, a resisténcia a antimicrobianos, o metabolismo bacteriano e a elaboragdo de
cofatores. Além disso, a estirpe estudada por esses pesquisadores demonstrou apresentar apenas
um plasmideo do tipo criptico (FREY; FALQUET, 2015), cuja funcdo ainda néo foi esclarecida.

Amplamente difundido, principalmente em &reas de producdo de bovinos, como pastagens e
currais de confinamento (HANG’OMBE et al., 2000; SATHISH; SWAMINATHAN, 2009), o C.
chauvoei contamina solo, bebedouros e currais por meio da decomposic¢do de carcagas e pela
eliminagéo de esporos nas fezes. Uma vez contaminada, a area pode permanecer assim durante
anos (SATHISH; SWAMINATHAN, 2008; BAGGE et al., 2009). A manutencdo de esporos
viaveis no ambiente é o fator mais significante para infec¢do dos animais. A ingestao de pastos e
aguadas contaminados com esporos se constitui a principal via de transmissdo do carbinculo
sintomatico, visto que a transmisséo direta de animal para animal ndo ocorre. A contaminagdo
ambiental permite, assim, a perpetuacdo do agente, principalmente em criatérios nos quais a
doenca é endémica (SOJKA et al., 1992).

3.3 Fatores de Viruléncia

Apesar de sua reconhecida importancia como agente patogénico para 0s animais domésticos,
principalmente para bovinos, poucos estudos tém sido conduzidos com o intuito de se caracterizar
melhor o agente e seus fatores de viruléncia. Moussa (1958) dividiu os antigenos de C. chauvoei
em dois grupos: antigenos celulares e antigenos sollveis, ambos pouco caracterizados. Os
antigenos celulares séo classificados em antigenos somaticos e flagelares, enquanto os antigenos
sollveis englobam as toxinas. Além disso, em se tratando de bactérias do género Clostridium, a
capacidade de formar esporos deve ser considerada um fator de viruléncia essencial. Essa
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habilidade permite que essas bactérias anaerdbias persistam em ambientes diversos, mantendo-as
potencialmente infectantes por periodos indeterminados de tempo.

3.3.1 Antigenos solliveis

Existem poucas informagfes com relagdo as toxinas de C. chauvoei e, apesar da maioria das
estirpes serem sabidamente patogénicas, elas ndo produzem toxinas com titulos tdo elevados
quando comparada a outros clostridios histotoxicos, como C. septicum. Até bem recentemente,
conheciam-se apenas cinco toxinas produzidas C. chauvoei: hemolisina estavel na presenca de
oxigénio (alfa), DNase (beta), hialuronidase (gama), hemolisina sensivel a presenca de oxigénio
(teta) (HATHEWAY, 1990) e neuraminidase (USEH et al., 2003). A toxina alfa foi
responsabilizada durante muitos anos como o principal fator toxico responsavel pelos sinais
clinicos observados nas doengas causadas por C. chauvoei. Contudo, ndo existem estudos que
comprovem gue a toxina alfa ou quaisquer das toxinas supracitadas sejam essenciais para a
ocorréncia da gangrena gasosa ou do carbdnculo sintomatico. Recentemente, Frey et al. (2012)
descreveram uma toxina cuja presenca parece ser essencial para a ocorréncia da doenca, chamada
de toxina A de C. chauvoei (CctA). Além de ser considerada um fator de viruléncia essencial, o
toxodide feito a partir da CctA conferiu uma resposta considerada protetora frente ao desafio
proposto pela Farmacopeia Europeia, que é adotado para controle oficial de vacinas contra o
carbunculo sintoméatico em muitos paises dentre eles, o Brasil. Um resumo sobre as caracteristicas
dos antigenos soliveis de C. chauvoei encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1: Caracterizagdo dos principais antigenos sollveis produzidos por Clostridium chauvoei.

Peso molecular

Toxina Fonte (KdA) Acéo
Moussa . x
Alfa (1958) 27 Hemolisina com acdo necrosante e letal.
Beta (DNAse) Car(lgg(l)g)t al. 45 Clivagem hidrolitica do DNA degradando-o.
Gama Hatheway NEo Degrada(;,ao do hlaluropato, principal constituinte e
. - . responsavel pela arquitetura estrutural de tecidos
(hialuronidase) (1990) determinada e ,
conjuntivo, masculo e pele.
Delta Hatheway Né&o Atua em membranas celulares com grande quantidade de
(1990) determinada colesterol, formando poros e lise celular.
Sialidase / Useh et al. 135 Clivagem de acido sialico e glicoproteinas presentes nos
Neuraminidase (2003) tecidos do hospedeiro.
Frey et al. Leucocidina (citotoxina contra leucécitos) formadora de
CctA 33
(2012) poros.

3.3.2 Toxina alfa

A toxina alfa foi primeiramente estudada por Moussa (1958) e Verpoort et al. (1966), que
relataram algumas atividades e caracteristicas bioldgicas a partir de filtrados de cultura de C.
chauvoei ndo purificados. Essa hemolisina foi caracterizada como uma proteina necrosante,
hemolitica e letal (HANG’OMBE et al., 2006), pertencente a superfamilia 111 das hemolisinas
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expressas por grande variedade de microrganismos Gram-positivos, patogénicos ou ndo (FREY;
FALQUET, 2015).

Essa mesma toxina foi purificada e parcialmente caracterizada pela primeira vez por Tamura et
al. (1992). Esses pesquisadores e seus colaboradores demonstraram que a produgdo da toxina tem
pico maximo na fase logaritmica de crescimento bacteriano e que os eritrocitos de ovinos, bovinos
e aves (galinhas) sdo susceptiveis a acdo hemolitica dessa proteina, enquanto as hemacias de
caprinos, coelhos e cobaias foram classificadas como parcialmente resistentes, e as de equinos
consideradas como resistentes.

Hang’ombe et al. (2006) também analisaram a sensibilidade de eritrécitos oriundos de diferentes
espécies de animais e encontraram resultados semelhantes aos de Tamura et al. (1992). A Unica
diferenca entre os trabalhos foi quanto a sensibilidade: aqueles autores demonstraram que as
hemacias de ovinos eram mais sensiveis, e estes, as de bovinos. Especula-se que essa variagdo de
sensibilidade entre as espécies pode ser explicada pela existéncia ou auséncia de receptores
presentes nas membranas das hemacias, necessarios para a ligacéo da toxina (HANG’OMBE et
al., 2006), embora ndo exista confirmacdo experimental e/ou caracteriza¢ao desses receptores.

A toxina tem sua a¢do dependente da temperatura. Para causar hemolise em 50% dos eritrocitos
a quantidade requerida de toxina é muito menor a 30°C, do que a 20°C, que por sua vez foi menor
que a 10°C. No entanto, nenhum estudo conseguiu elucidar, até 0 momento, 0 mecanismo de acéo
da toxina alfa de C. chauvoei. Como existiam pouco estudos conclusivos sobre as demais toxinas
de C. chauvoei, a toxina alfa foi considerada, por muito tempo, como o principal fator tdxico
dessa espécie de Clostridium spp. (HATHEWAY, 1990). Contudo, seu papel na patogenia do
carbunculo sintomatico ndo foi comprovado.

3.3.3 Toxina beta

A toxina beta é uma enzima do tipo desoxiribonuclease (DNAse), tendo sido encontrada em mais
de 80% das estirpes de C. chauvoei (CARLONI et al., 2005), embora as amostras bacterianas
analisadas tenham demonstrado diferentes capacidade de producdo dessa toxina. Trata-se de uma
proteina termoestavel, responsavel pela degradacdo nuclear das células musculares
(HATHEWAY, 1990), participando ativamente nos casos de mionecroses clostridiais
(CORTINAS et al., 1999). Como descrito para a toxina alfa, a producéo das toxinas DNAses é
influenciada pela temperatura, pelo suprimento de carboidratos e pelo pH do cultivo
bacterioldgico (MATTAR et al., 1997).

3.3.4 Toxina gama

Hialuronidase é um termo geral que descreve enzimas que sdo produzidas pela maioria, se ndo
todas, as bactérias Gram-positivas, sendo capazes de degradarem o hialuronato, presente no acido
hialurdnico e no hialurano. O hialuranato, substrato da toxina gama produzida por C. chauvoei, é
um polimero linear de glicosaminoglicano ndo sulfatado, encontrados na maioria dos tecidos e
fluidos corporais. O hialuranato é ainda um dos principais constituintes do tecido conjuntivo, do
musculo e da pele. Por isso, os patdgenos que produzem hialuronidase, ao degradarem o
hialuranato, tornam-se capazes de causar infec¢fes a partir da mucosa, tecido subcutaneo e/ou
pele (HYNES; WALTON, 2000).
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Normalmente, o tecido conjuntivo e a pele sdo considerados um mecanismo de defesa contra
agentes infecciosos, resistindo a penetracdo da maioria dos patégenos. No entanto, as bactérias
produtoras de hialuronidase, como C. chauvoei, sdo capazes de destruir as restri¢des impostas
pela constituicdo dos tecidos conjuntivos, destruindo-os e facilitando a propagacdo bacteriana.
Em se tratando de carblnculo sintomético e gangrena gasosa, embora a toxina gama néo seja
considerada uma toxina letal, acredita-se que ela seja responsavel pela destruicdo do tecido
conjuntivo frouxo que envolve os musculos, permitindo a disseminacdao da bactéria em fibras
musculares mais profundas (CARLONI et al., 2005). Além disso, os produtos finais da
degradacdo de hialuronato sdo dissacarideos, que podem ser fonte de nutrientes para o patdgeno
(HYNES; WALTON, 2000).

3.3.5 Toxina delta

Toxinas delta sdo citolisinas tiol-ativada (BRYANT; STEVENS, 2006) que atuam nas
membranas celulares com alto contelido de colesterol. Apds se ancorarem nas membranas
plasmaticas, essas toxinas se oligomerizam, formando poros com até 50 subunidades da toxina
(GILBERT, 2002). Tratam-se de proteinas sensiveis a presenca de oxigénio, cujo contato resulta
na diminuicdo da agdo hemolitica. Embora ndo exista uma caracterizacdo detalhada dessa toxina,
sabe-se apenas que ela é semelhante a perfringolisina O, produzida por C. perfringens, e a
tetanopasmina, produzida por C. tetani (HATHEWAY, 1990).

3.3.6 Neuraminidase

As neuraminidades produzidas por C. chauvoei, também chamadas de sialidases, pertencem a
uma classe de glicosil-hidrolases que liberam a porgdo terminal N-acetilneuraminicos, ou residuos
de 4acido sialico de glicoproteinas, glicolipideos e polissacarideos. Os substratos dessa proteina
existem em quantidades abundantes no tecido muscular e na parede celular dos eritrocitos que
contribui com a hidrélise dessas células e tecidos. Toxinas do tipo neuraminidases tém sido
detectadas em uma variedade de microrganismos, tais como virus, bactérias e protozoarios
(USEH etal., 2003). Assim também, C. chauvoei produz neuraminidases que desempenham papel
significativo na patogénese do carbunculo sintomatico (HEUERMANN et al., 1991).

As sialidases ativas sdo compostas de trés dominios: a por¢do N terminal, que parece ser
responsavel pela ligacdo desta a seu receptor; a por¢do central, que se liga ao acido sialico; e uma
porcdo C terminal com atividade enzimatica. Trata-se de uma toxina de origem cromossomal,
cuja transcri¢do genética é determinada pelo gene nanA, que foi encontrado em inimeras estirpes
de C. chauvoei, incluindo a amostra de referéncia da American Type Culture Collection (ATCC
10092). A sialidase obtida a partir da clonagem e da expressdo do gene nanA resulta em uma
proteina dimérica, com 150- kDa, cuja clivagem proteolitica torna-a metabolicamente ativa (65
kDa). A sialidade de C. chauvoei apresenta similaridade de 82% com sialidade produzida por C.
septicum (VILEI et al., 2011).

Quando isolada de cultivos de C. chauvoei, a neuraminidase € uma proteina dimérica com 135
kDa, estavel apés ciclos de congelacdo e descongelagdo (HEUERMANN et al., 1991). Além
disso, essa toxina permanece ativa numa ampla gama de temperaturas (4 - 50°C) e valores de pH
(4-7,5) (USEH etal., 2006). Isso sugere que, mesmo em condic¢des aparentemente desfavoraveis,
a toxina permanece ativa, sendo capaz de favorecer o crescimento e a disseminacdo bacteriano,
causando danos musculares ap6s a propagacdo do C. chauvoei (HEUERMANN et al., 1991).
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3.3.7 Toxina A de Clostridium chauvoei (CctA)

Recentemente, Frey et al. (2012) descreveram e caracterizaram uma nova toxina produzida por
C. chauvoei. Chamada de toxina A de C. chauvoei (CctA), trata-se de uma proteina pertencente
a familia das toxinas formadoras de poros do tipo barril-beta (beta-barrel), da superfamilia das
leucocidinas. A andlise sequencial do gene da CctA mostrou uma similaridade com os genes da
hemolisina alfa de C. botulinum (50% identidade e 80% de similaridade aminoacidica-aa), da
toxina da enterite necrética similar a toxina beta (NET-B) de C. perfringens (44% de identidade
e 60% similaridade aa) e da toxina beta de C. perfringens (33% identidade e 51% de similaridade
aa).

Aproximadamente um terco das toxinas produzidas por bactérias do género Clostridium sdo
classificadas como formadoras de poro (POPOFF; BOUVET, 2013). As proteinas formadores de
poro tipo barril-beta, sdo caracterizadas por apresentarem estrutura conservada que incluem:
dominios capazes de se ligarem a receptores especificos das células alvo, sequéncia hidrofébica,
que é internalizada na membrana celular do hospedeiro, permitindo a ancoragem da proteina.
Apos a ligagdo e ancoragem da proteina, ocorre uma oligomerizacdo, geralmente de heptameros,
formando os poros, que culminam com grande influxo de contetdo extracelular e consequente
lise das células afetadas (REISS; BHAKDI, 2012).

O gene responsavel pela producdo da CctA parece ser estavel e conservado, tendo sido
identificado em estirpes isoladas em diferentes continentes, como também na amostra de
referéncia da ATCC 10092. Embora as toxinas descritas anteriormente tenham sido consideradas
responsaveis pelos quadros de carbunculo sintomético e gangrena gasosa, anticorpos especificos
contra CctA protegeram 90% dos animais desafiados, neutralizando todos os efeitos citotdxicos
e hemoliticos promovidos pelo sobrenadante de culturas de C. chauvoei (FREY et al., 2012).
Estes resultados sdo considerados bastante promissores, visto que essa é a primeira vez que a
vacinagdo de cobaios com uma exotoxina produzida por C. chauvoei foi capaz de proteger os
animais desafiados.

3.4 Antigenos celulares

Segundo Roberts (1931) os antigenos celulares de C. chauvoei podem ser subdivididos em
antigenos somaticos e flagelares. Os antigenos somaticos incluem: antigeno aglutinogénico;
antigeno O termoestavel; antigeno ndo aglutinogénico, e antigeno termolabil, que ndo apresenta
os antigenos O e H (CRICHTON et al., 1990). Por sua vez, os antigenos flagelares (H) séo
termolabeis, tendo sido identificados dois antigenos distintos (ROBERTS, 1931). De maneira
geral, os estudos relativos aos antigenos somaticos restringem-se a avaliagéo quanto ao potencial
imunogénico dos mesmos. Ao contrario, alguns estudos demonstraram a importancia do flagelo
na viruléncia da estirpe.

3.4.1 Antigenos sométicos

Os antigenos somaticos sdo associados a parede da célula bacteriana. Tais antigenos foram
considerados durante muito tempo como componentes imunogénicos cruciais para a protecao
contra infecgdes por C. chauvoei, embora os estudos sobre o potencial imunogénico desse
antigeno sejam bastante controversos (HENDERSON, 1932; HAMILTON; CHANDLER, 1975).
A produgdo desse componente varia conforme a curva de crescimento bacteriano e as condi¢des
do meio, como pH e disponibilidade de carboidratos, sendo observada maior expressdo na fase
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estacionaria (CORTINAS et al., 1994). Respeitando-se as condigdes de cultivo, a expressao desse
antigeno € bastante semelhante quando se compara estirpes de diferentes origens (MATTAR et
al.,, 2002) mesmo que elas tenham sido recuperadas de espécies animais diferentes
(HENDERSON, 1932).

3.4.2 Antigenos flagelares

As bactérias se movimentam em gradientes quimicos utilizando um dos menores e mais
complexos motores, o flagelo. Essa estrutura é praticamente idéntica entre bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, exceto pelo fato de que nas primeiras emergem de uma segunda
membrana externa a qual estd ausente em bactérias Gram-positivas. Além disso, os flagelos
também ajudam na funcéo sensorial, permitindo que a bactéria responda a estimulos quimicos e
evite ambientes desfavoraveis, tais como, extremos de pH e elevadas concentraces salinas
(CHEVANCE; HUGHES, 2008).

Os flagelos sdo constituidos por um longo filamento helicoidal composto por polimeros de
flagelina o qual emerge de um “gancho” (hook) conectado a um corpo basal (basal body) que esta
ancorado no interior da membrana celular (DUAN et al., 2013). Existe apenas um estudo sobre
modelo estrutural do flagelo de C. chauvoei, que segundo Hamilton e Chandler (1975) teria uma
aparéncia semelhante aos flagelos das demais bactérias Gram-positivas.

A flagelina de C. chauvoei é transcrita a partir do gene da flagelina C (fliC), que apresenta
composic¢do aminoacidica semelhante a flagelina da Salmonella enterica sorotipo Typhimurium.
Segundo Kojima et al., 1999, esse polimero apresenta baixo percentual de prolina, metionina,
tirosina e histidina, ndo sendo detectados cisteina e triptofano em sua constituicdo. Apesar da
semelhanca constitucional, a pouca caracterizacdo estrutural do flagelo de C. chauvoei limita
comparagdes mais detalhadas com o flagelo de outras bactérias.

Os flagelos sdo mais conhecidos por seu papel na motilidade bacteriana, mas para certas bactérias
patogénicas eles tém um aspecto importante na interacdo do parasita com o hospedeiro. Assim,
estirpes de C. chauvoei com flagelo sdo mais virulentas que as naturalmente ndo flageladas
(TAMURA et al., 1995). Sabe-se que a composicdo é fundamental no arranjo estrutural do
flagelo, determinando regibes polarizadas ou ndo, hidrofébicas ou hidrofilicas e, até mesmo,
epitopos. Por isso, modificacbes aminoacidicas, mesmo que pequenas, podem determinar
diminuicdo da motilidade, menor habilidade de colonizagdo, com consequente perda de viruléncia
(FAULDS-PAIN et al., 2014).

Se por um lado a estrutura e o papel do flagelo de C. chauvoei durante a infeccéo ainda nao foram
bem caracterizados, o potencial imunogénico, como constituinte de formula¢des vacinais, foi
amplamente analisado. Antagonicamente aos demais Clostridium sp., em que a imunidade contra
as toxinas sempre foi considerada a forma predominante de protecdo, a imunidade contra C.
chauvoei foi considerada, por muitos anos, como sendo exclusivamente anti-bacteriana
(CHANDLER; GULASEKHARAM, 1970). Por isso, a imunogenicidade do flagelo foi alvo de
estudo de varios pesquisadores, que buscavam produzir uma vacina que induzisse uma resposta
protetora nos animais. Foram propostas e testadas diversas técnicas de purificacdo da flagelina
(HAUER; ROSENBUSCH, 1996), bem como a recombinacdo génica (KOJIMA et al., 2000),
mas infelizmente os resultados obtidos com esses imundgenos sdo controversos. Com o passar
dos anos, 0 Unico consenso a respeito do flagelo é que ele é um importante mecanismo de
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viruléncia e imunogenicidade, mas ainda ndo se pode afirmar que 0 mesmo é essencial para as
infeccBes promovidas por C. chauvoei nem que a reposta imune gerada por ele seja protetora.

3.5 Esporos

Os esporos sdo formas bacterianas pequenas, desidratadas e metabolicamente quiescentes pelas
quais passam algumas bactérias mediante deplecdo de nutrientes ou condi¢des adversas nos meios
em que elas vivem, sendo que cada célula bacteriana € capaz de formar apenas um Unico esporo
(PAREDES et al., 2005). Essa habilidade é restrita para as seguintes classes bacterianas: Bacilli,
Clostridiae e Negativicutes (POPOFF; BOUVET, 2013).

A esporulagdo é um mecanismo importante que permite a sobrevivéncia dos clostridios em
condigdes adversas, garantindo a persisténcia e a disseminacdo dessas bactérias em diferentes
ambientes. Os esporos desses microrganismos sdo encontrados em todo o mundo, nas camadas
superficiais do solo e no sistema digestivo dos seres humanos e de diversos animais. Essa forma
bacteriana resiste aos mais diversos antissépticos e ao aquecimento (GALPERIN et al., 2012).

O processo de formagéo de esporo dentro de uma célula vegetativa é chamado de esporulacéo ou
esporogénese. O esporo resultante é uma célula em repouso, altamente resistente a dessecacao,
temperaturas extremas, radiacao e a agentes quimicos (SETLOW, 2007). Além disso, 0s esporos
protegem os Clostridium spp. das condi¢des adversas impostas por seus hospedeiros como o &cido
gastrico no estdmago (HONG et al., 2009).

Apesar da esporogénese ser uma sequéncia de eventos altamente complexas, essa é dividia em
sete estagios, baseados nos aspectos morfoldgicos do esporo (MADIGAN; MARTINKO, 2008).
O estagio 0 compreende as bactérias na forma vegetativa, metabolicamente ativas, que para
Clostridium spp. sdo bastonetes cujo crescimento pode culminar ou ndo com a esporulacéo
(Figura 2). Andlises ultraesturturais de bactérias do género Clostridium nesse estagio revelam:
auséncia de septagdo; citoplasma eletrodenso; e nucledide disperso no citoplasma (TAKAGI et
al., 1960).

Se a bactéria se comprometer com a esporulacdo, inicia-se, entdo, a Fase | (Figura 2). Nesse
estagio, as condicbes adversas do meio desencadeiam um processo de diferenciagdo celular
regulados por genes que determinam a formacdo do esporo. N&o se sabe exatamente os fatores
deflagradores da esporulacdo, acredita-se que, mesmo dentro de um dnico género, esses fatores
influenciam de maneira diferentes as diversas espécies bacterianas (DURRE, 2011). N3o esta
claro quais condi¢cdes realmente ativam o processo de esporogénse, mas sabe-se que para a
maioria das Clostridium spp. a esporulacdo esta associada a restricdes nutricionais (PAREDES-
SABJA et al., 2009).
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Figura 2: Representacdo esquematica das alteragdes estruturais da célula bacteriana durante a esporulacéo.

Pré-esporo com dupla
membrana plasmética

Certos dominios de proteinas quinases, presentes na membrana celular bacteriana de Clostridium
spp., funcionam como sensores. Quando esses dominios sdo ativados, por uma alteracdo na
composicdo ambiental, promovem fosforilagcdo dessas proteinas que, em cascata, provocam a
fosforilagdo de fatores sigmas que, por sua vez, influenciam na expressao de genes relacionados
a esporulacdo. Adicionalmente a este mecanismo das quinases sensoriais, Clostridium spp.
apresentam uma série de quinases Orfas desses sensores que, apesar disso, podem igualmente
serem fosforiladas e induzirem a esporulacéo por vias ndo muito bem conhecidas (DURRE,
2011).

Iniciado o processo de esporulagdo, ocorre a duplicacdo do material genético bacteriano com
consequente aumento da célula bacteriana. Assim, por mecanismos também ndo muito bem
explicados para Clostridium spp., apds a duplicacdo cromossémica, apenas uma parte do material
genético se direciona para um dos polos da célula bacteriana, que passa a ser chamada de
esporangio. O final da fase | de esporulacdo culmina com a formagdo de um filamento axial, que
é uma protrusdo da membrana plasmatica em direcdo ao citoplasma, mas ndo causa uma septacao
completa na célula bacteriana (LEGGETT et al., 2012).

Na fase II, uma pequena por¢do do citoplasma é, entdo, isolada pelo filamento axial com uma
protrusdo da membrana citoplasméatica (septo) em dire¢cdo ao citoplasma bacteriano,
determinando uma divisdo celular assimétrica (Figura 2). O compartimento menor, recém-
formado, é entdo chamado pré-esporo, sendo composto pela membrana citoplasmatica, material
genético e um pequeno contetdo citoplasmatico (cerne), contendo proteinas e ribossomos. Apds
a septacdo completa do pré-esporo este é captado pela célula mée devido a uma invaginacdo da
membrana plasmatica, de modo a produzir um pré-esporo com membrana citoplasmatica dupla,
perfazendo o estagio 111 da esporulagdo (PIGGOT; HILBERT, 2004).

Ao final desse estagio, observa-se o esporo ligado a célula mae ou esporéngio, envolto por uma

dupla membrana celular, que passam a ser chamadas de membrana interna e externa do esporo,
respectivamente. Essas membranas sdo intercaladas por uma camada fina de peptideoglicano, que
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se encontrava sobreposto a membrana celular que promoveu a invaginacao (Figura 2) (LEGGETT
et al., 2012). Durante o processo de esporulagdo, a membrana interna do esporo passa a ter menor
permeabilidade que a membrana celular da bactéria na forma vegetativa, embora a composi¢ao
lipidica das duas seja a mesma. Isto se deve a uma mudanca na mobilidade dos lipidios,
possivelmente devido a compressdo provocada pelo cértex ou pela prépria desidratacdo do cerne
(COWAN et al., 2004).

No estagio 1V a invaginacdo se completa, e observa-se entre as membranas uma continua sintese
de peptideoglicano que se torna mais denso, determinando a formacéo do cértex. Embora a parede
celular também seja composta por peptideoglicano, a estrutura quimica desse no cortex é
completamente diferente da encontrada na célula vegetativa. Uma das principais diferencas é a
auséncia de acido teicbico no cértex, estrutura antigénica, reconhecida pelo sistema imune do
hospedeiro, presente exclusivamente na célula vegetativa. Além disso, as moléculas de
peptideoglicano que compdem o cortex fazem poucas ligacBes cruzadas e conservam as proteinas
necessérias para a germinacdo (ADAMS et al., 2013).

No estdgio subsequente (V), observa-se a sintese da capa do esporo, uma estrutura bastante
variavel entre espécies e entre estirpes de uma mesma espécie. Por sua vez, a capa do esporo é
composta basicamente de queratina, que confere grande resisténcia frente a agentes quimico
antimicrobianos e pouca permeabilidade; e proteinas. Ainda ha na capa uma pequena gquantidade
de carboidrato, sendo a maioria glicosilados com polipeptidios. As proteinas possuem diversas
fungBes como: atividades enzimaticas; maturacdo; e morfogénese do esporo e prevengdo de
penetracao de grandes moléculas, o que permite a resisténcia dos esporos a diversos componentes
gue normalmente determinariam a morte de bactérias na forma vegetativa
(PERMPOONPATTANA et al., 2013). O exdsporo €é a ultima camada do esporo, que nao esta
presente em todas as espécies de bactérias esporuladas, cuja fun¢do ndo é bem compreendida.

A maturacdo do esporo acontece no estagio V1. Uma vez completada a esporogénese, 0 esporo é
liberado (estagio VII) no ambiente, podendo sobreviver por muitos anos (LEGGETT et al., 2012)
(Figura 2). Ao final do processo de esporulagéo o esporo contém as seguintes estruturas: cerne,
membrana interna, cortex, membrana externa, capa e exésporo (Figura 3). Em conjunto, sdo essas
as estruturas que conferem ao esporo grande resisténcia as adversidades fisicas e quimicas.

Exosporio
Capa

Membrana externa

Cortex

Membrana interna

Cerne

Figura 3: Representacdo tipica da estrutura do esporo.
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A maior parte do citoplasma do cerne é eliminada quando se completa a esporogénese. Assim, as
reacdes metabolicas s6 ocorrem em niveis quase imperceptiveis. O cerne do esporo tem apenas
DNA, RNA, ribossomos, enzimas e algumas poucas moléculas pequenas, porém importantes.
Dentre essas, estdo incluidas grande quantidade de acido dipicolinico, junto com grandes
guantidades de ions célcio (SETLOW, 2007). O &cido dipicolinico, combinado com o célcio, é
caracteristico do enddsporo bacteriano, ndo estando presentes nas células vegetativas. Essa
condicdo desidratada do cerne é que protege o DNA bacteriano de danos ambientais (LEGGETT
etal., 2012).

3.6 Carbunculo sintomatico: uma doenca de ocorréncia mundial cuja patogénese

é explicada por hipoteses

Até 1870, o carbunculo sintomético era considerado uma forma especifica do antraz, sendo
denominado antraz sintomatico. Bollinger e Feser foram os primeiros a demonstrar que o antraz
e carbunculo sintomatico se tratavam de duas doencas diferentes e, que 0 antraz sintomatico era
causado por C. chauvoei. Desde entdo, a doenca passou a ser conhecida como carblnculo
sintoméatico (HATHEWAY, 1990). Popularmente, estd patologia também é conhecida como
manqueira, peste da mangueira ou mal de ano. Atualmente, carbinculo sintomaético é considerado
uma doenga de distribuicdo mundial, sendo enzodtico em algumas regides, embora a incidéncia
seja frequentemente controlada com vacinacdo (USEH et al., 2006; SATHISH;
SWAMINATHAN, 2008; UZAL, 2012).

O carblnculo sintomético é uma miosite gangrenosa dos ruminantes causada por C. chauvoei,
caracterizada pela ativacdo de esporos latentes previamente presentes na musculatura. Essa
definicdo € o que diferencia o carbunculo da gangrena gasosa. Nessa Ultima, C. chauvoei também
pode participar como agente causador, mas 0 microrganismo atua como contaminante de feridas.
Para diagndstico, prognostico e estudos epidemioldgicos é muito importante fazer a distingdo
entre essas duas patologias (VANVLEET; VALENTINE, 2007).

A presenca da lesdo muscular, mesmo que caracteristica, ndo permite distinguir o carbdnculo
sintomatico da gangrena gasosa, nem mesmo apo6s a identificacdo de C. chauvoei na lesdo (UZAL,
2012). Por isso, diagndstico de carbunculo sintomético deve ser feito imediatamente ou logo apds
a morte do animal, preferencialmente em mais de um animal do rebanho, quando da ocorréncia
de surtos, sendo a anamnese clinica imprescindivel para avaliagdo de manejo que propiciem a
ocorréncia de feridas ou ndo (GROSETH et al., 2011).

O carblnculo sintomético normalmente ocorre em bovinos e ovinos e raramente em outras
espécies (VANVLEET; VALENTINE, 2007). Contudo, devido a grande importancia dessa
patologia para a pecudria bovina, alguns autores chegam a considera-la como uma doenga quase
que exclusiva de bovinos criados extensivamente (ASSIS et al., 2005). A doenca afeta animais
com boa condi¢do corporal, que de maneira geral sdo considerados os de maiores massas
musculares do rebanho. Em bovinos, a doenc¢a € normalmente observada em animais jovens, com
até 36 meses, sendo a maior parte dos relatos restritos a animais com faixa etéria entre 9 e 24
meses (WILSON, 1946).

Quando os animais acometidos por carbdnculo sintomatico morrem e as carcagas ndo sdo

adequadamente destinadas, as mesmas podem contaminar o solo com esporos de C. chauvoei
(BARNES et al., 1975; HANG’OMBE et al., 2000). Analises genéticas e protedbmicas de amostras
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de C. chauvoei, isoladas de areas enzodticas para o carblnculo sintomatico, revelaram que os
animais séo infectados pela mesma estirpe presente no ambiente. 1sso prova que a contaminacéo
ambiental, e ndo a introdugdo do agente no ambiente, é uma das principais formas de manter a
doenca em um rebanho, mesmo que os casos tenham sido observados ap6s lapsos temporais
(SATHISH; SWAMINATHAN, 2008).

No solo, a bactéria pode entdo ser disseminada para areas adjacentes como pastos, aguadas e
estabulos pelos préoprios bovinos, que podem carrear a bactéria em seus intestinos e/ou se
tornarem doentes perpetuando o ciclo (BARNES et al., 1975; HANG’OMBE et al., 2000).
Salienta-se que embora ndo tenha sido comprovada a capacidade de C. chauvoei se proliferar no
solo, os esporos bacterianos permanecem vidveis e retém, além da sua vitalidade, seus
mecanismos de viruléncia por longos periodos de tempo (SATHISH; SWAMINATHAN, 2008).

N&o se sabe ao certo, como acontece a contaminacao de tecidos sadios. Acredita-se que 0s animais
jovens, ingiram os esporos disseminados no ambiente. A maioria dos esporos ingeridos passam
pelo trato intestinal sem serem degradados ou causarem danos aos proprios animais.
Eventualmente, alguns desses esporos sdo captados por macréfagos, presentes na lamina prépria,
e carreados para outros tecidos sadios, onde permaneceriam latentes até que uma condigao ideal
para sua germinagdo fosse estabelecida (UZAL, 2012).

Ja foi comprovado que esporos latentes de C. chauvoei (MINETT, 1948a) e de outros Clostridium
spp. podem ser recuperados da carcaca, figado e baco de animais saudaveis. Em animais
experimentalmente inoculados com clostridios, as bactérias podem ser encontradas, por pelo
menos apds dois meses da inoculagdo, em locais diferentes do ponto de entrada, mesmo que 0s
animais ndo tenham desenvolvido nenhuma sintomatologia clinica (MINETT, 1948b). N&o se
sabe ao certo porque o carblnculo acomete primariamente bovinos jovens, nem porque C.
chauvoei é a Unica espécie do género envolvido nessa patologia, dada a habilidade de outros
Clostridium spp. permanecerem latentes.

Tendo sido comprovada a capacidade de sobrevivéncia do C. chauvoei em animais e tecidos
saudaveis (MINETT, 1948b; SATHISH; SWAMINATHAN, 2008), tem-se discutido as
condicBes que naturalmente tornariam os tecidos musculares propicios para a germinacdo de
esporos latentes, na auséncia de injdria muscular. Sabe-se que a tensdo de oxigénio muscular, nas
condicBes naturais, é considerada mais baixa que a tensao de oxigénio atmosférico (CAMPBELL,;
DUDLEY, 1923), embora ndo seja suficiente para permitir a germinacdo e multiplicacdo de
bactérias do género Clostridium (HATHEWAY, 1990; O’BRIEN; MELVILLE, 2000). Por isso,
pressupde-se que a ocorréncia de carbunculo sintomatico esteja associada a fatores adicionais que
proporcionem maior oxi-redugdo muscular.

Outra possibilidade seria a alta concentracdo de &cido latico, capaz de induzir a queda do pH
muscular, promovendo danos as fibras musculares. Isso geraria uma condicdo inicial para
germinacdo dos esporos devido & baixa solubilidade do oxigénio e grande disponibilidade de
nutrientes (MINETT, 1948b). O &cido latico poderia ser acumulado tanto ap6s exercicio fisicos
extenuantes como ap6s ao desequilibrio &cido-base gerado por dietas com alto contelido
energético, principalmente de carboidratos (MINETT, 1948a). Se a germinagdo estiver associada
a presenca de acido latico, isso explicaria, pelo menos parcialmente, por que os animais com
maiores massas musculares e principalmente o0s quartos traseiros sdo 0s mais acometidos.
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Os animais com melhores condig¢Oes corpdreas, assim como 0s quartos traseiros, tém grande area
de tecido muscular que recebe aporte sanguineo proporcional. Mediante uma injuria tecidual
provocada, por exemplo, pela presenca do acido latico, esses animais receberiam, também, aporte
proporcional de células de defesa para proteger o tecido do dano. No entanto, o infiltrado
inflamatorio, mais do que proteger o corpo, promoveria um dano adicional com diminuicdo da
oxigenacdo tecidual e geracdo das condigdes necessarias para germinagao dos esporos. Assim,
essa area acometida por dano tecidual também seria maior nos animais com grande cobertura
muscular do que nos com menores coberturas (MINETT, 1948a).

Adicionalmente, a insulinemia, provocada por grande aporte nutricional de carboidratos, promove
uma reducdo na tensdo de oxigénio e um aumento na tenséo de gas carb6nico muscular, devido a
uma vasoconstricdo periférica (CAMPBELL; DUDLEY, 1923). Fator que também poderia
contribuir para a geracdo de condi¢des necessarias para a germinacao e multiplicacdo de esporos
de bactérias do género Clostridium. No entanto, nenhuma dessas hipéteses foram comprovadas e
essas explicagdes ndo seriam suficientes para explicar porque somente animais jovens Sao
acometidos ou por que algumas vezes o diafragma ou coragéo sdo as unicas areas afetadas. Resta-
nos o encargo de melhor compreender uma doenca responsavel pela morte dos melhores animais
de um rebanho.

Apos a germinacdo de C. chauvoei, as condi¢bes nutricionais necessarias para a multiplicacdo do
microrganismo estariam relacionadas a fermentagdo do glicogénio, presente no tecido muscular
(MINETT, 1948a). Quando as lesdes ocorrem no musculo esquelético dos membros levam a
claudicacdo; na lingua, podem produzir disfagia, enquanto no miocardio e no diafragma, podem
resultar em morte subita sem sinais premonitérios (VANVLEET; VALENTINE, 2007).

Quando o carbunculo sintomatico ndo é rapidamente controlado, o animal desenvolve toxemia
sisttmica e choque. As lesbes encontradas na carcaga compreendem aumento de volume do
musculo afetado acompanhado de edema enfisematoso. Ao corte e a palpagdo, a regido afetada
encontra-se frequentemente crepitante, sendo possivel evidenciar a saida de gas com odor butirico
e discreto extravasamento de fluido levemente avermelhado. O edema subcutaneo e hemorragia
do membro afetado pode estender-se para toda a parte ventral do abdome e térax. As fascias e 0s
feixes musculares apresentam-se distendidos e separados devido a presenca de gases. Os
musculos apresentam cor vermelho-escura tendendo ao preto (indicando forte hemorragia local).
Alguns dos musculos podem apresentar tonalidade acinzentada (indicando necrose muscular)
(PIRES et al., 2012). Os danos teciduais geralmente sdo extensos e determinam a morte do animal.
A morte ocorre como consequéncia do efeito das toxinas na hemodinamica do sistema vascular
(ROOD, 1998).

O estudo histolégico muscular de animais afetados por C. chauvoei revela presenga de intenso
infiltrado inflamat6rio com predomindncia de neutréfilos e poucos macréfagos nas fascias
musculares. Sdo observadas hemorragias leve a moderada, inclusive em areas proximas as fibras
musculares fragmentadas. As fibras musculares encontram-se difusamente fragmentadas (necrose
flocular). Os bacilos, quando presentes, estdo difusamente distribuidos e presentes em
quantidades moderadas a intensas (PIRES et al., 2012).

O tratamento dessa infeccdo é notoriamente dificil, pois sdo afetados tecidos que tem a perfusdo

vascular diminuida, consequentemente, as terapias a base de antibi6ticos tém uma eficiéncia
limitada, sendo frequentemente combinadas com outras intervencdes como a remocao cirdrgica
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do tecido afetado. Portanto, as medidas gerais se restringem a cuidados de manejo e administracéo
sistematica de imundgenos (LOBATO et al., 2013).

3.7 Situacgao do carbunculo sintomético no Brasil

A ocorréncia do carbinculo sintomatico no Brasil € bastante antiga e acompanhou toda a evolucéo
do sistema da criagdo de bovinos, no pais. Inicialmente, o aspecto clinico do carbldnculo
sintomatico ndo era considerado especifico, pois a evolu¢do dos sinais clinicos ndo podia ser
percebida por produtores e veterinarios. Isso porque a ocorréncia da doenga estava associada a
animais de criacdo extensiva, na qual ndo era comum reunir o gado para manejo e inspecao.
Assim, as carcagas dos animais mortos por essa infec¢do s6 eram encontradas muitos dias apos a
morte e em avancado estdgio de putrefagdo, mascarando total ou parcialmente as alteracfes
antomo-patoldgicas (RODRIGUES, 1939).

Portanto, havia grande dificuldade de se chegar a um consenso a respeito do agente etioldgico
envolvido nos casos de carbunculo sintomético. Além dos fatores relacionados ao modelo de
criacdo, o cultivo bacteriolégico era reconhecidamente dificil, dada a extrema exigéncia
nutricional e atmosférica do C. chauvoei. Somando-se a isto, eram frequentes os isolamentos de
outros clostridios histotdxicos, o que fomentava os questionamentos a respeito da etiologia
(RODRIGUES, 1939).

Somente em 1905, Rocha Lima reuniu provas suficientes para demonstrar de maneira definitiva
o0 envolvimento de C. chauvoei nos casos de carblnculo sintomatico. Assim, naguele mesmo ano,
0 Ministério da Justi¢a incumbiu o Instituto Oswaldo Cruz de descobrir uma maneira eficaz de
minimizar as perdas provocadas pela doenca que dizimava os rebanhos paulistas e mineiros. Foi
em 1906 que Alcides Godoy, cientista do referido instituto, descobriu a primeira vacina
veterinaria do pais para profilaxia de doengas infectocontagiosas: a vacina contra o carbinculo
sintomatico (MORAES, 2008). O imundgeno produzido foi patenteado e os direitos provindos da
venda da Vacina Anticarbunculosa Manguinhos foi cedida ao Instituto. A ocorréncia da doenca
era um gargalo tdo grande para a pecuaria brasileira, naguele momento, que a venda dessa vacina
foi uma das maiores fontes de renda da instituicdo, viabilizando estudos sobre a doenca de Chagas,
febre amarela e leishmaniose (CHAMAS, 2006).

Os avangos no controle, na prevencdo e no diagnostico da doenga minimizaram as perdas
provocadas por ela, mas ndo foram capazes de erradica-la. Assim, C. chauvoei foi apontado como
um dos principais agentes infecciosos responsaveis pela morte de animais entre 1970 e 1979,
estando envolvido tanto em casos de gangrena gasosa como de carblnculo sintomético, em Séo
Paulo. C. chauvoei também foi considerado um dos trés mais importantes agentes envolvidos na
morte de ruminantes domésticos em Minas Gerais entre 1982 a 1989 (BALDASSI et al., 1985).
Depois disso, diversos casos isolados de carbunculo sintomatico ou surtos foram descritos (ASSIS
et al., 2005), existindo poucos relatos de tratamento bem-sucedido (GREGORY et al., 2006). No
entanto, ndo existem dados consistentes que permitam avaliar a real ocorréncia da doenca no pais.

O carbunculo sintomatico ainda é tratado como um problema grave para a saude animal. O agente
etioldgico dessa patologia é também o mais frequentemente encontrado nos casos de gangrena
gasosa (ASSIS et al., 2010), fato que demonstra a importancia do continuo estudo do agente e da
doenca provocada por C. chauvoei.
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3.8 Evolucao do diagnostico do carbunculo sintomatico

No Brasil, apesar do significativo namero de focos, a maior parte dos diagndsticos é baseada
apenas em sinais clinicos, pouco conclusivos, e/ou lesdes de necropsia, existindo poucos relatos
de confirmacdo laboratorial (LOBATO et al., 2013). O primeiro relato sobre o diagnéstico
sistematico da ocorréncia de carbunculo sintomético, no Brasil, foi feito por Rodrigues (1939). O
pesquisador teve acesso a 44 casos suspeitos da doenca, analisando materiais de diferentes tipos
e grau de conservacao variado, todos oriundo do interior do Estado de S&o Paulo. C. chauvoei foi
identificado em 75% dos materiais analisados, sendo o Unico agente encontrado em mais de 47%
das amostras enviadas. A metodologia diagndstica, um dos objetos do estudo foi baseado no
aspecto morfoldgico do crescimento em placa e em meio tarozzi; no quadro da doenca em cobaia
e no exame bacterioscopico da impressao do peritonio.

Nos anos seguintes, 0s diagndsticos de carblnculo sintomético no Brasil foram baseados em
quatro métodos para sele¢do da bactéria: agentes quimicos (fenol) capazes de selecionar estirpes
de C. chauvoei, agentes fisicos, principalmente calor, cultivo bacterioldgico e inoculagdo em
animais susceptiveis, optando-se, normalmente por uma associagdo dessas técnicas. A utilizacao
de agentes quimicos e fisicos para isolamento de C. chauvoei, foram bastante criticadas devido a
grande variabilidade quanto a resisténcia das estirpes diante dos desafios impostos pela aplicacao
dos componentes fisicos e quimicos. O cultivo bacteriolégico também era um grande obstaculo
para 0s pesquisadores da época. As dificuldades relatadas variavam, sendo relatada a
impossibilidade de se obter um meio suficientemente rico para suportar o crescimento desse
microrganismo fastidioso, a observacéo de coldnias com caracteristicas morfoldgicas variaveis e
0 crescimento de outros microrganismos menos exigentes com consequente inibicdo do
crescimento de C. chauvoei. Além disso, mesmo que o isolamento fosse bem-sucedido, a
manutencdo do microrganismo isolado era, por vezes impossibilitada, devido a extensa produgéo
de g&s que provocavam a comunica¢do dos meios de cultivo com o ambiente externo
(RODRIGUES, 1939).

Por Gltimo, o diagndstico por meio da inoculagdo de cobaias com cultivos primarios de espécimes
clinicos era bastante controverso. Alguns autores sugeriam a realizagdo do diagndstico por meio
da observacdo de necropsia dos animais inoculados, o que permitiria a diferenciacdo entre 0s
diversos Clostridium sp. histotdxicos. Outros, no entanto, ressaltavam a grande variedade de
quadros observados nos animais inoculados e a possibilidade de inocular cultivos néo purificado,
produzindo assim uma infeccdo mista. Para resolver esse impasse, foi utilizada também a
inoculagdo complexa. De acordo com esse método diagnostico, cobaias previamente imunizadas
com apenas uma estirpe de Clostridium sp. histotdxico deveriam ser desafiadas com espécime
clinico, o que permitiria a identificacdo etioldgica através da neutralizacdo (RODRIGUES, 1939).

Com o implemento de técnicas imunolégicas, e devido ao crescimento fastidioso do agente, foram
propostas metodologias alternativas que pudessem ser mais rapidamente executadas,
possibilitando o emprego de medidas profilaticas que protegesse o restante do rebanho e
minimizassem o0s custos e perdas provocadas pela doenca. Nesse contexto o uso da
imunofluorescéncia direta (IFD), baseada na técnica desenvolvida por Batty e Walker (1963),
passou a ser considerada método padrdo ouro. O reconhecimento da técnica fez com que
pesquisadores brasileiros desenvolvessem a metodologia necessaria para obtengdo e conjugacéo
de anticorpos necessario para a detec¢do especifica de C. chauvoei (ASSIS et al., 2001; PINTO
et al., 2005), a fim de diminuir os custos e disseminar a utilizacdo da mesma. Apesar do sucesso
obtido na producdo dos insumos necessario para a realizagdo da técnica, na rapidez e seguranga
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do método, o diagnéstico por IFD ainda encontra alguns entraves como: necessidade de
microscopio especial para a leitura, perda de fluorescéncia dos anticorpos primarios marcados
com fluorocromos e necessidade de material fresco ou especialmente processado (ASSIS et al.,
2001).

Assim, a imunoistoguimica (IHQ) surgiu como uma possibilidade alternativa. A técnica combina
analises histoldgicas, imunoldgicas e bioquimicas e permite localizar o agente infeccioso in situ
mediante o emprego de anticorpos especificos e moléculas marcadoras. Embora seja uma técnica
mais demorada que a IFD, a IHQ apresenta como vantagem a utilizacdo de materiais fixados em
formol, aumentando-se o prazo entre coleta e processamento laboratorial sem, contudo, interferir
no diagnostico. A ampliacéo desse prazo, sem prejuizo do material clinico coletado, é de extrema
relevancia em medicina veterinaria, pois grande parte das propriedades rurais esta distante dos
centros de diagndstico e pesquisa. Além disso, a fixagdo dos tecidos evita a autolise dos mesmos
impedindo que clostridios saprofitos se multipliqguem. Todos esses fatores aumentam a precisdo
do diagndstico etioldgico, informacdo que possibilita a ado¢do de esquemas de imunizagdo
adequados além de servir de referéncia para a inddstria produtora de vacinas (ASSIS et al., 2005;
ASSIS et al., 2010).

Outra alternativa para o diagndstico, ja disponivel no Brasil, é a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), que busca identificar C. chauvoei em cultura ou em espécimes clinicos armazenados em
papel filtro (RIBEIRO et al., 2012). Os protocolos de PCR convencional para identificacdo de C.
chauvoei sdo diversos, tendo sido descritas PCR monoplex (FARIAS et al., 2012), duplex para
deteccdo multipla de C. septicum e C. chauvoei (ASSIS et al., 2008) e multiplex (RIBEIRO et al.,
2012), todos baseados na deteccdo do gene da flagelina. A PCR tem a desvantagem de ndo
permitir identificagdo do agente in situ.

3.9 Prevencdo, controle e erradicacdo do carbanculo sintomatico

A vacinacao contra os diversos patégenos do género Clostridium, incluindo-se C. chauvoei, tem
sido mundialmente empregada como principal medida profilatica. Particularmente, a vacinagéo
contra C. chauvoei é uma das principais medidas sanitarias de manejo na pecuéria bovina. No
entanto, as evidéncias cientificas da eficicia da vacinac¢do, assim como dos antigenos empregados
na formulagdo das vacinas, na prevencdo da doenca e das mortes por ela provocadas, sdo escassos
(UZAL, 2012).

Diversas composi¢des antigénicas foram propostas. Os primeiros estudos com relagdo aos
imundgenos procuraram estabelecer se a formulacéo vacinal deveria ser baseada em bacterinas,
toxdides ou bacterinas/toxéides. Talvez, pelas dificuldades de cultivo, foi inicialmente proposto
gue a imunidade seria conferida apenas pela bacterina que compunham entdo os antigenos
comerciais (ROBERTS, 1946; CHANDLER; HAMILTON, 1975). Os toxoides eficientes s
eram conseguidos em formulacBes laboratoriais, com condi¢des de producdo controladas
associadas a concentragéo das toxinas antes da etapa de inativacdo (STERNE et al., 1951).

A formulacdo vacinal também foi objeto de estudo de Coackley e Weston (1957). Esses
pesquisadores imunizaram trés grupos de ovelhas com os seguintes antigenos: toxoide, bacterina
e bacterina/toxdide. Somente as ovelhas vacinadas com toxoide morreram ap6s desafio. Isso
reforgou a ideia inicial que os imundgenos deveriam ser baseados principalmente em bacterinas.
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Como a bactéria tinha sido considerada um dos componentes antigénicos mais importantes,
buscou-se descobrir qual seria a por¢cdo mais antigénica da célula bacteriana, a parede celular
(antigenos somaticos) ou o flagelo (TAMURA et al., 1984). Com resultados controversos,
predominou por muito tempo a ideia de que ambos seriam, isolada ou combinadamente, capazes
de induzir uma resposta protetora. Os anticorpos gerados nesta resposta seriam importantes na
opsonizagdo do patdgeno, aumentando a eficiéncia das vacinas e protegendo os animais frente ao
desafio por C. chauvoei (TAMURA; TANAKA, 1987).

Com a descoberta da CctA (FREY et al., 2012) abriu-se novas perspectivas com relagdo a
composi¢do dos imundgenos contra o carbinculo sintomatico. Os pesquisadores fizeram o teste
de poténcia recomendado pela Farmacopeia Europeia utilizando uma toxina recombinante CctA
e observaram que todos os animais vacinados sobreviveram ao desafio. Assim, a nova toxina nao
sO seria capaz de conferir imunidade protetora aos animais como a técnica de proteinas
recombinantes facilitaria a producéo do imundégeno.

Apesar da falta de consenso sobre a composicéo ideal dos imundgenos contra o carbuinculo
sintomatico, a vacinagdo contra a C chauvoei faz parte da gestdo de salde da pecuéria Brasileira
e mundial. Apesar de ndo haver comprovacgdo cientifica, preconiza-se que 0s bovinos sejam
imunizados entre 4 e 6 meses de idade, com pelo menos um reforco 30 dias apds a primo-
vacinagdo. Posteriormente, a vacinacgdo deve ser anual. Em locais de alta prevaléncia o intervalo
de vacinacdo deve ser reduzido para 9 meses (UZAL, 2012).

No Brasil, a vacinagdo contra clostridiose é voluntaria. No entanto, estes imundgenos sé sao
produzidos em menor escala do que a vacina contra febre aftosa, que € obrigat6ria e semestral na
maior parte do territério nacional. Por ano, mais de 200 milhdes de doses de vacinas, contra
doencas causadas por bactérias do género Clostridium, sdo produzidas, refletindo o impacto
causado por estas enfermidades nos sistemas de criacéo, e a crescente necessidade de se proteger
um grande numero de animais frente as mesmas.

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) avalia sistematicamente as
bacterinas de C. chauvoei, os toxdides botulinicos tipos C e D e, desde 2009, os toxdides beta e
épsilon de C. perfringens tipo B, C e D (LIMA et al., 2011). Segundo a Portaria N° 49 do MAPA,
o controle das partidas de vacinas contra C. chauvoei comercializadas no pais € feito para atestar
a inocuidade, a esterilidade e poténcia mediante teste de eficiéncia em cobaias. Assim, somente
as partidas consideradas aprovadas no teste oficial sdo liberadas para comercializagéo, garantindo
a qualidade das mesmas (BRASIL, 1997).

Apesar da intensa imunizacdo do rebanho brasileiro, e da avaliacdo governamental da poténcia
desses imunogenos contra C. chauvoei, a ocorréncia do carbunculo sintomatico ainda € um
entrave para a pecudria brasileira. Segundo (ASSIS-BRASIL et al., 2013), essa é a segunda
doenca mais frequentemente detectada em bezerros com idade entre 4-6 meses, sendo descritas
algumas ocorréncias em rebanhos previamente imunizados (GREGORY et al., 2006).
Descartando-se a possibilidade de falha nos procedimentos de vacinacdo, alguns pesquisadores
sugeriram uma eventual possibilidade de variacBes antigénicas entre as estirpes vacinais e as de
campo ou um problema a eficiéncia das vacinas frente a desafios naturais.

Como a eficiéncia de todas as vacinas comerciais sdo avaliadas frente ao desafio de cobaias

previamente vacinadas com a estirpe oficial Manguinhos-Teixeira (MT), Santos (2003) comparou
a protecdo observada em cobaias vacinadas com imundgenos comerciais quando parte delas

32



foram submetidas ao desafio com a amostra oficial MT e as demais com uma estirpe isolada de
uma ocorréncia natural. Esse pesquisador observou uma protecao de 95,46% quando o desafio foi
feito com a estirpe MT. Por outro lado, quando os animais imunizados foram desafiados com uma
estirpe de local, apenas 36,36% das vacinas foram capazes de proteger os animais. Discordancia
de protecdo mediante o desafio com estirpes heter6logas também foram demonstrados por outros
pesquisadores brasileiros (ARAUJO et al.,, 2010). No entanto, ndo existe um consenso na
literatura nacional ou internacional a respeito desse assunto. Outros pesquisadores nao
encontraram diferenca na imunidade conferida por diferentes estirpes de C. chauvoei. Para esses
autores, as eventuais falhas vacinais teriam causas nao relacionadas a estirpe utilizadas na vacina
(VARGAS et al., 2012). Somando-se as controvérsias sobre composi¢do vacinal, a eficacia da
vacina contra carbunculo sintomatico em prevenir a ocorréncia da doenga é tida mais como uma
evidéncia aneddtica do que cientifica, propriamente dita. Apesar do grande consenso a respeito
da importéncia da vacinagdo, existe pouca evidéncia cientifica sobre os protocolos de vacinacdo
eficientes (UZAL, 2012).

Alguns estudos brasileiros buscaram avaliar a importancia da imunidade passiva e o melhor
protocolo de vacinagdo de bezerros. Segundo Araujo et al. (2009), a imunidade passiva pode ser
detectada em bezerros por até trés meses apos receberem colostro de vacas vacinadas até 30 dias
antes do parto. Os autores salientam ainda que hd uma correlacdo positiva entre o titulo de
anticorpos observado nos bezerros e 0 momento da vacinacdo da vaca. Assim, quanto mais
préximo do parto as vacas recebiam a imunizagdo, maior o titulo de anticorpos dos bezerros aos
trés meses de idade.

Com relagdo a imunizag&o ativa de bezerros, Araujo et al. (2010) avaliariam a resposta sorolédgica
de animais submetidos a trés diferentes protocolos de vacinagéo contra carbinculo sintomatico:
animais vacinados aos quatro e oito meses; vacinados aos oito meses com reforco 30 dias ap0s a
primo-vacinacdo e aqueles que receberam uma Unica dose da vacina aos oito meses de idade. Por
meio de ELISA, os autores concluiram que somente o Gltimo esquema de vacinagdo nao garantiria
titulo de anticorpos satisfatorios para os animais vacinados quando estes tivessem 10 meses de
idade. Infelizmente, ndo foi objeto de nenhum desses estudos avaliar a efetividade da protecdo da
imunidade passiva e ativa mediante desafio direto dos animais avaliados.
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4 CAPITULO 2: AVALIACAO DE MEIOS PARA OBTENCAO DE
SUSPENSOES BACTERIANAS HOMOGENEAS DE Clostridium chauvoei

4.1 Introducéo

Clostridium spp. sdo bactérias Gram-positivas e anaerdbias estritas, que tem capacidade de
esporular mediante condi¢cGes ambientais adversas. O esporo bacteriano gerado é uma célula em
repouso que possui alta resisténcia a dessecacdo, temperaturas extremas, radiacao e a agentes
quimicos. Essas propriedades garantem a persisténcia dessa forma bacteriana por longos periodos
mesmo que em condi¢bes ambientais desfavoraveis (STRINGER et al., 2011).

A manutencdo de esporos vidveis no ambiente, que podem retornar ao estado vegetativo se Ihes
forem oferecidas condicOes ideais para germinacdo, é o fator mais significante para infec¢des
causadas por bactérias do género Clostridium (LOBATO et al., 2013). Além disso, essa forma
bacteriana pode resistir aos processos de eliminacdo de patdgenos relacionados a imunidade inata
e/ou adquirida do hospedeiro, apesar de ser considerada uma célula quiescente. Por isso, 0s
esporos sao também considerados uma importante forma de persisténcia bacteriana no organismo
hospedeiro (PAREDES-SABJA et al., 2012; PAREDES-SABJA; SARKER, 2012).

Apesar de serem incapazes de produzirem exotoxinas, principal fator de viruléncia do género, e
por isso considerados inertes (LEGGETT et al., 2012), os esporos sdo a forma bacteriana
infectante para inGmeras e importantes clostridioses, dentre elas o carbunculo sintomético
causado por C. chauvoei. A ingestdo de esporos presentes no ambiente constitui-se na principal
via de transmissdo da doenca. Embora a maioria dos esporos seja excretada nas fezes, alguns
podem deixar o intestino e serem distribuidos nos tecidos onde permanecem dormentes até que
condigdes propicias permitam a germinagdo e a intensa proliferagdo bacteriana, com consequente
producéo de toxinas que sao responsaveis pelo quadro patolégico (UZAL, 2012).

Diante da grande importancia dos esporos na ocorréncia de diversas clostridioses, o estudo dessa
forma bacteriana torna-se cada vez mais desafiador. A producdo de suspensdes puras de esporos
de Clostridium spp. é indispensavel para a investigagdo de sua fisiologia, bioquimica e para a
realizacdo de estudos relacionados a patogénese. Entretanto, o maior desafio para a producéao de
suspensdes contendo exclusivamente esporos de Clostridium spp. sdo os habitos, normalmente
ndo sincronizados, de multiplicacdo bacteriana. Isso faz com que o cultivo de Clostridium spp.
tenha a forma esporulada e vegetativa simultaneamente, havendo predominancia de uma das
formas bacterianas, mas ndo a homogeneidade (YANG et al., 2009).

Outra dificuldade, reportada na produgdo de suspenséo de esporos, é o fato que os cultivos e
procedimentos adotados para tal ndo podem ser universalmente aplicados a todas as bactérias do
género. Assim, apesar do relativo avanco nas técnicas adotadas para obtencdo de esporos de C.
difficile (PAREDES-SABJA etal., 2012), C. perfringens (ORSBURN et al., 2009) e C. botulinum
(STRINGER et al., 2011), poucos estudos foram feitos com C. chauvoei. Por isso, 0 presente
estudo teve como objetivo avaliar diferentes meios de esporulagdo para obtencdo de uma
suspensao de esporos de C. chauvoei.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Amostra de referéncia e condicdes de cultivo

Foi utilizada uma estirpe liofilizada da American Type Culture Colection (ATCC)! de C. chauvoei
(ATCC 10092), pertencente a bacterioteca do Laboratério de Anaerébios da EV-UFMG. A
amostra foi reconstituida em caldo Reinforced Clostridial Medium (RCM)? e ap6s 48 horas de
incubacéo, em jarra de anaerobiose?, contendo mistura gasosa (80% N»; 10% CO; e 10% H,), a
37°C, foi semeada em tubos de ensaio com tampa rosca, contendo RCM, e em duas placas com
agar sangue de carneiro a 5% (v/v). Os tubos e uma das placas foram incubados em anaerobiose
a 37°C por 48 horas. A outra placa foi incubada em aerobiose para avaliacio da pureza da amostra.
As col6nias foram avaliadas visualmente e pelo método de Gram quanto a morfologia e pureza.
Para confirmag&o da identidade, a estirpe foi submetida a técnica de IFD (ASSIS et al., 2001) e
PCR multiplex (RIBEIRO et al., 2012).

4.2.2 Preparo dasuspensdo bacteriana contendo predominantemente células vegetativas
de Clostridium chauvoei

Para avaliacdo do tempo de cultivo necessario para obtencdo de uma suspensdo bacteriana
contendo predominantemente células vegetativas de C. chauvoei, foram feitos cinco repiques
sucessivos, em caldo RCM*, da estirpe de referéncia. Apds o Gltimo repique a amostra foi
transferida para trés tubos contendo caldo RCM?® e incubada por 12, 24 e 48 horas, em jarra de
anaerobiose®, contendo mistura gasosa (80% Nz; 10% CO; e 10% Hy), a 37°C. Apds esse periodo
de incubacdo, a suspensdo bacteriana foi submetida a contagem bacteriana, em &gar sangue de
carneiro a 5% (v/v) (MANTECA et al., 2001) para determinacdo da quantidade de unidade
formadora de col6nias viaveis. Para se obter o percentual de bactérias na forma vegetativa em
relacdo a forma esporulada, uma aliquota da suspensdo bacteriana foi submetida a contagem
bacteriana na cadmara de Neubauer. Foram contadas 300 bactérias agrupando-se as bactérias
contadas conforme a forma bacteriana em esporuladas ou vegetativas. O nimero de bactérias na
forma vegetativa obtido foi dividido por 300 e multiplicado por 100 para se obter o percentual
final de bactérias na forma vegetativa da suspensdo avaliada.

Para remocéo das toxinas e restos celulares produzidos, o cultivo foi centrifugado a 3000 x g, em
temperatura ambiente, durante 30 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido em uma solugdo estéril de salina fosfatada tamponada (PBS- 137 mM
de NaCl, 10 mM de Na;HPO., 2,7 mM de KCI em pH de 7,4). O procedimento de centrifugacdo
foi repetido e o pellet obtido foi ressuspendido em PBS (pH 7,4) para a densidade ética (DO) 1 a
600 nm e mantido a -80°C’ até 0 momento do uso (YANG et al., 2009).

L NIBISC, Inglaterra.

2 Difco Laboratories, EUA.
3 Oxoid, Inglaterra.

4 Difco Laboratories, EUA.
5 Difco Laboratories, EUA.
6 Oxoid, Inglaterra.

" Revco, EUA.
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4.2.3 Preparo da suspensdo de esporos de Clostridium chauvoei

4.2.3.1 Meios de cultura

Para producdo de esporos foram testados os meios Bifasico (CLIFFORD; ANELLIS, 1971),
Brain Heart Infusion (BHI8), Dunkan (STERNE; BATTY, 1975), Ellner (ELLNER, 1956) e
Kolbe (KOLBE et al., 1981). O BHI foi preparado conforme recomendacdes do fabricante. Os
meios Bifasicos Dunkan e Ellner foram preparados conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2: Composicao dos meios de cultura testados para obtencédo de suspensdes de esporos de Clostridium
chauvoei

Meios de cultura

Bifasico Dunkan Ellner
(CLIFFORD; ANELLIS, 1971) (STERNE; BATTY, 1975) (ELLNER, 1956)
Componentes % Componentes % Componentes %
(p/v) (plv) (pIv)
Polipeptona 1,0
. Extrato de levedura 0,4 ’
Cooked meat medium 0,34 Proteose peptona 15 Extrato de_ levedura 0,3
(CMM) . Amido 0,3
Agar 0,02 Amido 0 MgSOs, 7 H0 0,01
\g 0,001 Tioglicolato de sédio 0,1 gt [ Fa ’
Glicose Na,HPO 1 KH2PO4 0,15
2 Na;HPOj, 7 H,0 5

Para preparagdo do meio de Kolbe 100 g de figado bovino foram cortados em cubos de
aproximadamente 2 x 2 x 2 cm e adicionados a 200 mL de agua destilada. A seguir foi
acrescentado 0,2 g de papaina dissolvida em 5 mL de agua destilada e o pH de 7,2 foi obtido pela
adicdo de NaOH 1N. A mistura figado papaina foi aquecida e mantida em Banho-Maria a 64°C
por 120 minutos e apos esse periodo centrifugada a 3000 x g, durante 10 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante obtido foi clarificado por filtracdo, e ajustado para o pH 7,3 com
solucdo de NaOH a 1 N. Foi adicionado ao filtrado 4% de tripticase, 2% de agar bacterioldgico e
1% de extrato de levedura (Kolbe et al., 1984). Todos os meios foram esterilizados mediante
autoclavacdo sobre pressdo de 3 atm, 127°C durante 20 minutos e mantidos na cAmara de
anaerobiose (80% N2; 10% CO;; e 10% H>), ou seja, pré-reduzidos, até o0 momento da inoculacéo.

4.2.3.2 Cultivo da suspenséo de esporos

Para obtencdo de uma suspensdo de esporos de C. chauvoei, a estirpe de referéncia foi
previamente cultivada em caldo RCM?® por 24 horas em condicdes de anaerobiose, a 37°C. Com
objetivo de obter um indculo homogéneo, durante cinco dias consecutivos, a cada 24 horas, 0
cultivo obtido foi transferido na proporcéo de 10% (v/v) para um tubo contendo RCM fresco e
pré-reduzido e incubado em condi¢des de anaerobiose, a 37°C. O dltimo cultivo foi aquecido a
82°C durante duas horas, para provocar a morte de células vegetativas, e em seguida semeado nos
diferentes meios de esporulagdo (BHI, bifasico, Dunkan, Ellner e Kolbe). Todos 0s meios foram
mantidos em ambiente de anaerobiose, a 37°C, durante 24 horas. No dia seguinte, 0s meios foram

8 Difco Laboratories, EUA.
9 Difco Laboratories, EUA
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retirados da estufa e mantidos em condicdes de anaerobiose a temperatura ambiente durante 30
dias.

Ap0s esse periodo, os cultivos assim obtidos foram centrifugados a 3000 x g, em temperatura
ambiente, durante 30 minutos, e ressuspendidos com 40 mL de PBS. Esse procedimento foi
repetido por mais quatro vezes para remocgao de toxinas e impurezas dos meios. As bactérias
assim recuperadas foram avaliadas quanto ao percentual de esporos e viabilidade bacteriana. A
suspensao de esporos foi submetida a contagem bacteriana, em agar sangue de carneiro a 5% (v/v)
(MANTECA et al., 2001) para determinagdo da quantidade de unidade formadora de colonias
viaveis. Para se obter o percentual de bactérias na forma vegetativa em relacdo a forma
esporulada, uma aliquota da suspenséo bacteriana foi submetida a contagem bacteriana na camara
de Neubauer. Foram contadas 300 bactérias agrupando-se as bactérias contadas conforme a forma
bacteriana em esporuladas ou vegetativas. O nimero de bactérias na forma vegetativa obtido foi
dividido por 300 e multiplicado por 100 para se obter o percentual final de bactérias na forma
vegetativa da suspensédo avaliada.

4.2.3.3 Purificacdo dos esporos

O cultivo obtido em meios de esporulacdo foi submetido a um protocolo de purificacdo de esporos
segundo Yang et al. (2009), com modificacdes. Brevemente: os cultivos foram centrifugados a
3.000 x g, em temperatura ambiente, durante 30 minutos. Para lise de células vegetativas
remanescentes e liberacdo do esporo da célula mée, o sedimento foi ressuspendido em 20 mL de
uma solugédo de PBS contendo 500 pg/mL de lisozimal® e vigorosamente agitado em vértex
durante 1 minuto. ApGs esses procedimentos, as células bacterianas foram sonicadas durante 30
minutos (amplitude 40%, cinco pulsos, 10 segundos), sendo feita avaliacdo visual por
microscopia de contraste de fase, coloracdo de esporos e células vegetativas a cada 10 minutos.
Em seguida, as amostras foram incubadas a 37°C, durante duas horas, para completa digestdo de
células vegetativas. Para remocdo dos fragmentos de células vegetativas e da lisozima, as
suspensBes de esporos foram lavadas por 14 vezes por meio de centrifugacdo a 3.000 x g, em
temperatura ambiente, durante 30 minutos e sedimento ressuspendido com PBS. A pureza das
suspensBes de esporos foi determinada por meio da avaliacdo visual pela coloracdo de Gram e
coloracéao de esporos Wirtz-Concklin.

4.3 Resultados e Discussdo

Os resultados encontrados neste estudo demonstram que a estirpe de C. chauvoei (ATCC 10092)
encontrava-se pura, e a identidade foi confirmada tanto pela técnica de PCR quanto pela IFD. O
crescimento bacteriano exponencial obtido apés a reconstituicdo da estirpe liofilizada demonstra
gue esse método € uma maneira eficaz de conservar as bactérias. Quando semeadas em placas
com agar contendo 5% de sangue de carneiro, sob condi¢des de anaerobiose, verificou-se que as
coldnias eram compativeis com a morfologia descrita pela literatura (LIMA, 1992). Ndo houve
crescimento na placa incubada em aerobiose, e a avaliacdo das colénias, pelo método de Gram,
revelou apenas bastonetes Gram positivos, com ou sem esporos, morfologia compativel com a
espécie analisada (Figura 4).

10 Sigma, St Louis, MO, USA
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Figura 4: Coloragdo de Gram da amostra Clostridium chauvoei (ATCC 10092), ap6s 24 horas de
cultivo: bastonetes Gram-positivos grandes, alguns diplobacilos angulados (setas), bastonetes
com esporos centrais (asteriscos) e esporos completos. Objetiva 63X

Observou-se ainda maior proporg¢ao de bactérias vegetativas em relacéo as esporuladas na amostra
crescida em RCM apds 12 e 24 horas de cultivo, ambas com pelo menos 90% de bactérias na
forma vegetativa (Figura 5A). Com 48 horas de cultivo, houve uma pequena reducao na proporcao
de bactérias na forma vegetativa (87%). Percebeu-se uma maior diferenca entre o nimero de
bactérias viaveis e os tempos de cultivo avaliados (Tabela 3). Assim, o nimero de bactérias foi
maior passadas 48 horas de cultivo. A maior diferenca das contagens bacterianas foi observada
entre 12 e 24 horas de cultivo.
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Figura 5: Coloragdo de esporos da amostra Clostridium chauvoei (ATCC 10092) A: ap06s 24 horas
de cultivo em Reinforced Clostridial Medium. Os bastonetes encontram-se corados pela fucsina,
enquanto os esporos, completos ou ndo, foram corados pelo verde malaquita. As setas pretas
indicam esporos incompletos e as setas vermelhas esporos completos. B: ap6s 31 dias de cultivo
em meio Kolbe. Os bastonetes encontram-se corados pelo cristal violeta (seta preta), enquanto o0s
esporos, completos ou ndo, foram corados pelo verde malaquita (seta vermelha). C a F: ap6s 31
dias de cultivo em meio Kolbe e protocolo de purificagdo de esporos. C: a amostra foi submetida
ao processo de purificacdo de esporos que envolvia adicdo de lisozima e sonicacdo durante 10
minutos. Os bastonetes encontram-se corados pelo cristal violeta (seta preta), enquanto 0s
esporos, completos ou ndo, foram corados pelo verde malaquita (seta vermelha). D: a amostra foi
submetida ao processo de purificacdo de esporos que envolvia adigdo de lisozima e sonicagdo
durante 20 minutos. Os esporos, completos ou ndo, foram corados pelo verde malaquita (seta
vermelha). E: para completa digestdo das células vegetativas, a amostra foi incubada em estufa
durante duas horas. F: em seguida a amostra foi lavada 14 vezes para remocgéo dos fragmentos
celulares. A suspensdo de esporos de Clostridium chauvoei usada na padronizacdo da
multiplicidade de infeccdo esta representado em F. Objetiva 63x
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Tabela 3: Avaliacdo dos tempos de cultivo em caldo Reinforced Clostridium Medium para obtencdo de
suspensOes de Clostridium chauvoei com maior proporgdo de células vegetativas.

Percentual de bactérias na forma vegetativas

Tempo de cultivo ~ UFC/mL
em relacdo a de esporos
12 90 6x10’
24 90 4x10°
48 87 7x10°

Os repiques por cinco dias consecutivos da amostra, antes da incubacéo final, permitem a selecéo
constante de bactérias na fase exponencial de crescimento ou de esporos em fase inicial de
germinacdo. Esses estagios bacterianos estdo associados a liberacdo de moléculas que podem ser
captadas por outros esporos. Estes passam a se comprometer com o processo de germinagdo, mas
infelizmente esse processo ndo ocorre de maneira simultanea em toda a populacdo bacteriana
(STRINGER et al., 2011; WEBB et al., 2012).

Com relacdo aos meios de esporulacdo avaliados (Tabela 4), foi necessario a adogdo de um
protocolo adicional para purificacéo e obtencéo de esporos descrito por Yang et al. (2009). Como
esperado, esses meios foram capazes de induzir um percentual de esporulacdo maior (ELLNER,
1956; KOLBE et al., 1981) do que aquele observado durante o cultivo para obtengéo da suspenséo
bacteriana na forma vegetativa (Tabela 3), mas ndo induziram a esporulacdo de 100% das
bactérias cultivadas.

Tabela 4: Viabilidade e percentual de esporos e celulas vegetativas de Clostridium chauvoei ap6s o cultivo
em diferentes meios de esporulacéo.

Meio de Percentual de bactérias na forma 2 3
= Y] Esporo/mL Esporo/mL
cultura esporulada em relacdo a vegetativas
Kolbe 75 7,9x10% 4,1x10%
Bifasico 60 6,6x10 3,8x10%
Ellner 50 4,5x108 1,9x108
Duncan 50 4,7x108 1,4x108
Brain heart 30 3,2x10° 1,9x10°
Infusion

1O percentual de bactéria na forma esporulada foi avaliado antes do processo de purificagdo dos esporos
20 teste de viabilidade dos esporos foi realizado antes do processo de purificacdo de esporos por meio de contagem
em placa.

30 teste de viabilidade dos esporos foi realizado antes do processo de purificagdo de esporos por meio de
contagem em placa.

A proporgdo de esporos foi maior no meio de Kolbe, seguido pelo Bifasico, Ellner, Duncan e BHI
(Tabela 4). Além disso, observou-se uma grande diferenca quando se comparou 0 hdmero de
bactérias viaveis recuperadas apos o cultivo. O meio Kolbe (Figura 5B) e Duncan mostraram-se
superiores aos demais, sendo possivel obter cerca de 106 vezes mais bactérias. O menor nimero
de bactérias viaveis foi observado quando o cultivo foi feito em meio Duncan.

A producdo de uma cultura homogéneas de bactérias do género, ou seja, com apenas uma
morfologia bacteriana, tem sido considerada um grande desafio. Essa dificuldade j& foi reportada
por outros autores (YANG et al., 2009; HASAN et al., 2011), ao cultivarem outras bactérias do
género Clostridium. A multiplicagdo e a esporulagdo dessas bactérias ndo sdo sincronizadas. Além
disso, nem todas as bactérias em um cultivo sdo capazes de esporular, como também nem todo
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esporo é capaz de germinar (YANG et al., 2009; STRINGER etal., 2011; LEGGETT et al., 2012).
Assim, a maioria dos cultivos sdo compostos por todas as formas possiveis de bactérias: células
vegetativas jovens, células em varios estagios de esporulagdo e esporos em diferentes estagios de
germinacdo (HASHIMOTO; NAYLOR, 1959; BURNS; MINTON, 2011), sendo necessario a
implementacdo de técnicas adicionais para se obterem suspensfes bacterianas homogeéneas.

Nesse trabalho, somente ap0s a realizagdo do protocolo de purificagdo de esporos, foi possivel
obter uma suspensdo com apenas uma forma bacteriana, ou seja 100% de esporos. Dentre 0s
tempos de sonicagdo avaliados, percebeu-se que 10 minutos foram insuficientes (Figura 5C).
Sonicando-se a suspensado bacteriana por apenas 10 minutos, restou cerca de 30% de bactérias na
forma vegetativas (Figura 5C). Embora o processo de sonicagdo provocasse a morte de bactérias
na forma vegetativa em todos os tempos avaliados, elas ndo podiam ser separadas dos esporos
por centrifugacdo simples. A partir de 20 minutos de sonicag&o, ndo se percebeu mais a presenca
de bastonetes nas coloracdes empregadas. O emprego de 20 ou 30 minutos ndo produzia efeito
visual adicional (Figura 5D).

A etapa de incubacdo a 37°C com lisozima também se mostrou imprescindivel, uma vez que
apenas a sonicacdo ndo foi capaz de eliminar todas as bactérias na forma vegetativa (Figura 5E).
As lavagens reduziram de maneira significativa os fragmentos celulares e foram suficientes para
total remocé&o da lisozima (Figura 5F). O protocolo de purificagdo de esporos promoveu redugdo
na contagem bacteriana total (Tabela 4), possivelmente devido & morte das bactérias na forma
vegetativa.

De maneira geral, as estratégias para cultivo de bactérias esporuladas envolvem choque térmico,
congelamento, cultivo em temperaturas sub étimas, longos periodos de incubacdo e meios com
baixa disponibilidade de nutrientes, especialmente glicose (YANG et al., 2009; BURNS;
MINTON, 2011; STRINGER et al., 2011). No entanto, todos eles envolvem uma etapa adicional
que determinara a lise das células mée e das bactérias na forma vegetativas restantes (YANG et
al., 2009) ou a purificacdo dos esporos por gradiente de concentra¢do (STRINGER et al., 2011;
PAREDES-SABJA et al., 2014).

Dentre os protocolos para cultivo de Clostridium spp. esporulados, optou-se pela adocdo da
metodologia sugerida por Yang et al. (2009), pois ela combina diferentes técnicas tanto na
incubacdo do cultivo como na purificacdo dos esporos, além de promover a completa lise das
celulas mae através da sonicacdo e adicdo de lisozima. Todas essas etapas foram consideradas
essenciais na obtencdo de uma suspensdo de C. chauvoei com apenas esporos.

Uma diferenga deste estudo quanto a metodologia proposta por Yang et al. (2009) foi a utilizac&o
do meio de esporulagdo sugerido por Kolbe et al. (1984), que se mostrou bastante satisfatorio na
producdo de esporos (Tabela 4), gerando 75% de esporos (Figura 5B). Esse meio ja havia sido
empregado na producdo de esporos de C. sordellii, apresentando também um rendimento de
esporos satisfatorio (LOBATO et al., 2004).

Embora o percentual de esporos obtido ap6s o cultivo de C. chauvoei em meio Kolbe tenha sido
apenas ligeiramente superior, quando esse meio foi comparado ao meio bifasico (Tabela 4), ele
foi bem superior, quando comparado ao Duncan e ao Ellner. Além disso, ap6s a lise das bactérias
na forma vegetativa, 0 nimero de esporos viaveis foi de 4,1x10'* UFC/mL, cerca de 10° vezes
superior ao BHI, Duncan e Ellner. Interessante ressaltar que, no presente estudo, os meios com
melhores rendimentos eram parcialmente ou totalmente sélidos, indicando que, além de restri¢do
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de nutrientes e cultivo em temperatura sub 6tima, a reducdo na atividade de agua é um fator
importante para induzir a esporulagéo.

Nenhum dos meios testados permitiu a obtencdo de uma amostra com a totalidade das bactérias
na forma vegetativa ou esporulada. O cultivo de C. chauvoei em RCM por periodos iguais ou
inferiores a 24 horas permite a obtencdo de uma suspensao bacteriana com maior proporcao de
células vegetativas, embora a redu¢do no tempo de cultivo comprometa a quantidade de bactérias
recuperadas. Com relacdo a obtencdo de suspensdes de esporos, o meio Kolbe foi o que
apresentou maior rendimento e proporc¢do de esporos em relagdo as bactérias na forma vegetativa,
seguido do Biféasico, Ellner e Duncan. No entanto, independentemente do meio utilizado, a adigdo
de protocolos adicionais é indispensavel para obtencéo de uma suspenséao de esporos homogénea.
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5 CAPITULO 3: CINETICA DE INFECCAO DE CLOSTRIDIUM CHAUVOEI
EM MACROFAGOS MURINOS E BOVINOS

5.1 Introducéo

Clostridium chauvoei é uma bactéria Gram-positiva, anaerobia estrita e formadora de esporos,
gue esta presente na maioria das areas de criacdo de bovinos no mundo (UZAL, 2012). Acredita-
se que a ingestdo de esporos do agente, presentes no ambiente, é a principal via de transmissdo
do carbunculo sintomatico, sendo transferidos do intestino para os tecidos onde eles permanecem
dormentes. Esses esporos permanecem quiescentes até que uma lesdo tecidual produza um
ambiente de anaerobiose, permitindo a germinacdo com consequente multiplicacdo do agente. A
sequéncia de eventos que leva a distribui¢do dos endosporos nos tecidos ndo esta clara. Ha poucos
estudos sobre a patogénese da doenca, mas acredita-se que 0s esporos sejam transportados para
os tecidos por macrofagos, uma vez que a doenca ocorre na auséncia de uma ferida aparente
(LOBATO etal., 2013).

Os estudos sobre o potencial bactericida dos macréfagos frente a bactérias do género Clostridium
s80 escassos e restritos a C. perfringens tipo A e C. difficile, agentes etiologicos da gangrena
gasosa (O’BRIEN; MELVILLE, 2000, 2003, 2004) e colite pseudomebranosa (PAREDES-
SABJA et al., 2012), respectivamente. C. perfringens no estado vegetativo é capaz de escapar do
fagossomo do macréfago e sobreviver no citoplasma desse fagdcito por ao menos 24 horas
(O’BRIEN; MELVILLE, 2000). O escape do fagossomo foi determinado pela acdo das toxinas
alfa e perfringolisina O, fatores de viruléncia que sdo reconhecidos capacidade de induzir a
formacdo de poros nas membranas celulares. Isto permitiu que os microrganismos fagocitados,
ndo fossem expostos ao ambiente do fagolisossomo maduro. Ao contrario das células vegetativas,
os esporos de C. perfringens sdo eficientemente mortos pelos macréfagos ap6s sua germinacao,
gue ocorre em condicBes de aerobiose, possivelmente por sua limitada capacidade de produzir
toxinas (PAREDES-SABJA; SARKER, 2012).

Motivados pela observacao de que C. difficile é capaz de persistir e causar danos aos hospedeiros,
mesmo na presenca de intensa resposta inflamatoria, um estudo similar também foi realizado com
este agente. Ao contrario do observado com C. perfringens, os esporos de C. difficile persistem
no interior de macréfagos por até 72 horas. Ja a forma vegetativa de C. difficile foi morta pelos
macrdfagos ap0s cinco horas de infeccdo. A resisténcia dos esporos de C. difficile foi atribuida a
dorméncia dessa forma bacteriana que, na auséncia de fatores germinantes, foram incapazes de
sair do estado de laténcia (PAREDES-SABJA; SARKER, 2012).

Devido a grande diversidade das espécies que compdem o género Clostridium, os estudos sobre
cinética de infeccdo ja realizados ndo nos permitem concluir se a sobrevivéncia da forma
vegetativa e a germinacdo/laténcia dos esporos no interior de macrofagos é uma habilidade do
género ou apenas das espécies previamente. Por isso, pesquisas sobre a cinética de infec¢do de C.
chauvoei em macré6fagos, além de pioneiras, sdo de extrema relevancia para o entendimento e
prevencdo da ocorréncia de carblnculo sintoméatico, uma das mais importantes doengas que
acomete a bovinocultura brasileira.
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5.2 Material e métodos

5.2.1 Locais de realizacdo dos experimentos

Os ensaios de cinética de infeccdo de macréfagos com C. chauvoei foram realizados no
Laboratorio de Anaerdbios da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais
(EV-UFMG). A microscopia eletronica de transmissdo (MET) foi realizada no Centro de
Microscopia da UFMG. A coleta de sangue dos animais foi realizada na Clinica de Ruminantes
do Hospital Veterindrio, EV-UFMG. O perfil de transcritos de citocinas foi realizado no
Laboratério Coletivo Il do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da EV-UFMG.

5.2.2 Animais

Para isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram utilizados seis
bovinos da raca holandesa (Bos taurus taurus), higidos, de ambos os sexos. Foram selecionados
animais ndo vacinados contra carbinculo sintomatico com idade entre 2 e 3 meses. Os bezerros
eram mantidos em instala¢des individuais, cobertas e presos por corda. Foram fornecidos, todos
os dias, seis litros de leite por animal e 4gua a vontade.

5.2.3 Linhagem celular

Foram utilizados macrofagos murinos da linhagem RAW 264.7 cultivados com o meio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI)!, suplementado com 50 mg/mL de penicilina'?, 50 mg/mL de
estreptomicina®®, 2 mM de L-glutamina'4, 10% (v/v) de soro fetal bovino'® em uma atmosfera de
90% de umidade contendo 5% de CO, a 37°C. A concentracdo celular utilizada nos ensaios de
infeccdo foi definida pela menor concentragéo celular que completou 90% de confluéncia em 24
horas.

5.2.4 Amostra de referéncia e condicdes de cultivo bacterioldgico

Foi utilizada a estirpe bacteriana liofilizada da American Type Culture Colection (ATCC)* de C.
chauvoei (ATCC 10092), pertencente a bacterioteca do Laboratério de Anaerdbios da EV-
UFMG. As infeccdes foram realizadas com suspenc6es bacterianas contendo 90% das células na
forma vegetativa ou um in6culo com 100% de esporos, produzidos conforme descrito no Capitulo
2.

5.2.5 Concentracdo inibitéria minima de sete antimicrobianos contra Clostridium
chauvoei

Para determinacdo da sensibilidade de C. chauvoei frente as diferentes bases de antimicrobianos
e escolha das bases potenciais para serem usada nos ensaios de infeccdo foram testados sete

11 Gibco, EUA.

12 Sigma-Aldrich, EUA.
13 Sigma-Aldrich, EUA.
14 Sigma-Aldrich, EUA.
15 Gibco, EUA.

16 NIBISC, Inglaterra.
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antimicrobianos: florfenicol’’, metronidazol®®, penicilina®, vancomicina?’, oxitetraciclina®,
eritromicina?? e tilosina?®. As solucdes foram preparadas e diluidas de acordo com o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009) e os testes foram realizados anteriormente aos
ensaios de cinética de infecgao.

Para o controle do teste, foi utilizada uma estirpe de referéncia de Bacterioides fragillis (ATCC
25285)?4. A concentracdo inibitéria minima foi determinada pelo método de diluicdo em &gar,
recomendado pelo CLSI (2009). Todas as drogas foram diluidas em salina 0,85%, para conter
concentragdes finais de 0,25 pg/mL, 0,5 pg/mL; 1 pg/mL, 2 pg/mL; 4 pg/mL; 8 pg/mL; 16
po/mL; 32 pg/mL; 64 pg/mL; 128 pg/mL; 256 pg/mL. Cada concentracdo do antimicrobiano foi
adicionada em agar Brucella®>suplementado com 5% de sangue de carneiro, hemina?® e vitamina
K27, e distribuido em duas placas de Petri descartaveis (90 x 15cm) e incubado a 37°C, em
aerobiose, por 24 horas para realizacdo de teste de esterilidade. Apos este periodo, a suspensdo
bacteriana contendo esporos e células vegetativas foi ajustada para a turbidez 0,5 da escala
MacFarland e foi utilizado o replicador de Steers, padronizando o in6culo de cada amostraem 10
pL, para a aplicacdo das amostras nas placas. As placas foram incubadas em camara de
anaerobiose?® com mistura gasosa, a 37°C por 24 horas, de acordo com o CLSI (2009). A
visualiza¢do de somente uma coldnia ou de um crescimento muito leve, de dificil visualizagéo a
olho nu, foi considerado como inibi¢cdo CLSI (2009).

5.2.6 Determinacdo da multiplicidade de infeccdo de Clostridium chauvoei em
macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7

Para estabelecer a multilplicidade de infeccdo (MOI) mais adequada na avaliacdo da
sobrevivéncia de C. chauvoei nos macréfagos murinos RAW 264.7 foram testadas quatro MOI:
1:2, 1:5, 1:20 e 1:50 da suspensdo bacteriana contendo células predominantemente na forma
vegetativa. Para isso, 24 horas antes do ensaio, as células RAW 264.7 foram cultivadas em placas
de 96 pocos (4 x 10* células/pogo) em uma atmosfera com 90% de umidade, contendo 5% de CO,
a 37°C. Apos esse periodo, C. chauvoei foi adicionado nas respectivas MOI e as placas foram
incubadas, nas condicdes previamente descritas, durante uma hora. Em seguida, os pogos foram
lavados cinco vezes com 100 pL de tampao fosfato (PBS- 1 M, pH 7,4). Apds esse procedimento
0 sobrenadante foi retirado, adicionando-se em seguida RPMI suplementado com 5% de soro fetal
bovino e vancomicina?® (200 pg/mL). A placa foi incubada nas mesmas condicdes, por uma hora.
Ap0s esse periodo, o sobrenadante dos pogos foi substituido por RPMI suplementado com 5% de
soro fetal bovino e submetido a contagem bacteriana (MANTECA et al., 2001), para avaliar a
quantidade de bactérias extracelulares. Promoveu-se a lise de macrofagos, ap6s uma e 24 horas

17 Sigma-Aldrich, EUA.
18 Sigma-Aldrich, EUA.
19 Sigma-Aldrich, EUA.
20 Sigma-Aldrich, EUA.
21 Sigma-Aldrich, EUA.
22 Sigma-Aldrich, EUA.
2 Sigma-Aldrich, EUA.
2 NIBISC, Inglaterra.

25 Difco Laboratories, EUA.
% Sigma-Aldrich, EUA.
27 Sigma-Aldrich, EUA.
28 ThermoScience, EUA.
29 Sigma-Aldrich, EUA.
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de infeccdo, pela adicdo de Tween-20%° 1% (v/v), em RPMI, para se avaliar a taxa de bactérias
fagocitadas. Foram realizados trés ensaios independentes, cada um deles em triplicata. Optou-se
pela MOI com maior taxa de infecgdo aliada a menor proporcéo de bactérias extracelulares.

5.2.7 Cinética de infeccdo de Clostridium chauvoei em macr6fagos murinos da
linhagem RAW 264.7

Os ensaios de infec¢do foram realizados baseados nos descritos por O’Brien ¢ Meville (2000)
tanto com a suspensdo bacteriana na forma vegetativa quanto na forma esporulada, com
modificacdes. Brevemente: 24 horas antes do ensaio, os macr6fagos murinos foram cultivados
em placas de 96 pocos (4 x 10* células/poco), em estufa com uma atmosfera de 90% de umidade,
contendo 5% de CO; a 37°C. Ap0s esse periodo, as suspensdes de C. chauvoei foram adicionados
na MOI 1:50 e a placa incubada, nas mesmas condi¢Ges anteriormente descritas, durante uma
hora. Em seguida, os pocos foram lavados cinco vezes com 100 pL de PBS (1 M, pH 7,4), e 0
lavado foi submetido a contagem bacteriana (MANTECA et al., 2001) para determinacdo da
concentracao de bactérias extracelulares.

Para eliminacdo de células bacterianas aderidas e/ou extracelulares, adicionou-se aos po¢cos RPMI
suplementado com vancomicina®! 200 pg/mL e a placa foi incubada por uma hora nas mesmas
condicBes descritas anteriormente. Em seguida, o sobrenadante dos pogos foi substituido por
RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino e 50 pg/mL de vancomicina. A cada 24 horas
de infeccdo, o sobrenadante dos pocos foi substituido por RPMI suplementado com 5% de soro
fetal bovino, e o sobrenadante retirado foi submetido a contagem bacteriana (MANTECA et al.,
2001) para determinagdo de bactérias extracelulares.

Apos os tempos de infeccdo de 1 (T1), 24 (T24), 48 (T48) e 72 (T72) horas, os macrdfagos foram
lisados pela adicdo de 1% de Tween-20%2 (CAMPBELL; ADAMS, 1992). O lisado foi diluido na
base 10, em salina 0,85% (p/v) estéril, e submetido a contagem bacteriana expressa em UFC ou
esporo/mL (MANTECA et al., 2001) para avaliar o percentual de sobrevivéncia bacteriana ap6s
a fagocitose. As contagens obtidas diretamente das bactérias intracelulares apés uma hora de
infeccéo (T1) foi considerada como 100% e o percentual de sobrevivéncia da bactéria nos demais
tempos foi calculado baseado em T1 (UFC/mL em cada tempo de infec¢do/ UFC/mL apds uma
hora de infecgdo x 100) (BOUNOUS et al., 1993). Foram realizados trés ensaios independentes,
cada um deles em triplicata.

Para verificagdo da forma infectante (vegetativa ou esporo) de C. chauvoei presentes nos
macrofagos infectados com a suspensdo bacteriana contendo predominantemente bactérias na
forma vegetativa, metade do lisado obtido nos diferentes tempos de infec¢éo foi aquecido a 80°C
durante uma hora. Posteriormente, as suspensdes bacterianas foram diluidas na base 10, em salina
0,85% (p/v) estéril, e submetido a contagem bacteriana expressa em UFC ou esporo/mL
(MANTECA et al., 2001).

30 Synth, Brasil.
31 Sigma-Aldrich, EUA.
32 Synth, Brasil.
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5.2.8 Microscopia eletronica de transmissao

Para avaliar a infecgdo de macr6fagos murinos da linhagem celular RAW 264,7 por microscopia
eletrdnica, as células foram cultivadas em laminulas (10 x 10 mm). Para isso, as laminulas foram
previamente lavadas com Etoxa-clean® e gaze, e imersas em detergente neutro overnight. No dia
seguinte, as laminulas foram enxaguadas com abundante agua destilada e deixadas overnight em
solugdo de &cido cloridrico (1 M). As laminulas foram novamente enxaguadas em abundante dgua
destilada e secas em estufa a 37°C. Em seguida, as laminulas foram esterilizadas por autoclavacédo
(121°C, 3 atm, 20 minutos).

As laminulas estéreis foram alocadas em placas de 6 pocos, sendo alocada uma laminula por pogo.
Adicionou-se sobre cada laminula 30 pL de RPMI suplementado com 50% de soro fetal bovino
e a placa foi incubada em uma atmosfera imida, contendo 5% de CO- a 37°C, durante uma hora.
Em seguida, o meio de cultivo foi retirado e adicionou-se, sobre a laminula, 50 puL da suspensao
celular de RAW 264.7 contendo 8 x 10° células/mL. As placas foram novamente incubadas
durante uma hora e ap6s esse periodo os pogos foram preenchidos com RPMI suplementado com
5% de soro fetal bovino, sendo a placa incubada em estufa com atmosfera imida overnight. No
dia seguinte, procedeu-se a infeccdo como descrito anteriormente. Apés 1, 24, 48 e 72 horas de
infeccdo, o sobrenadante foi trocado por uma solucdo com 2,5% de glutaraldeido em tampéo
cacodilato® 0,1 M (pH 7,2) e placa foi incubada a 4°C durante 24 horas.

A microscopia eletrdnica foi realizada ap6s o processamento da amostra pela técnica de flatting
embbeding. Brevemente, ap0s a fixacdo primaria das células dispostas sobre as laminulas, a
solucdo contendo o agente fixador foi trocada por tampdo cacodilato (0,1 M, pH 7,2) e as amostras
foram armazenadas em geladeira, a 4°C, até o0 momento do processamento (STEINER et al.,
1994). As laminulas foram lavadas com tampao cacodilato (0,1 M, pH 7,2) trés vezes, durante 10
minutos. Em seguida, as laminulas foram pds fixadas com uma solugdo de tetroxido de 6smio
2%, ferrocianeto de potassio 1,5% em tampdo cacodilato (0,1 M, pH 7,2) em temperatura
ambiente durante duas horas. As células foram desidratadas pela imersao em solucdes de alcool
com concentragdes crescentes (35, 50, 70, 90, e 100%), duas vezes durante 10 minutos. Apos a
desidratacdo, as laminulas foram imersas em acetona, duas vezes durante 10 minutos. Para
infiltracdo, procedeu-se a imersdo da laminula em uma solugéo de iguais volumes de acetona e
resina (54% v/v de araldite n° 504, 44% v/v de anidro duodecenilsuccinico e 2% de
benzildimetiladmina) durante duas horas. As etapas seguintes de infiltragio compreenderam
aumento gradual da proporcéo de resina em relacdo a acetona, respectivamente 3:1 e 4:1, sendo
a primeira incubagdo overnight e a outra por duas horas. A inclusdo foi feita por adicdo da resina
em uma capsula de Been, imediata colocagdo da laminula sobre a cépsula, e incubagdo a
temperatura ambiente durante duas horas. Em seguida, as amostras foram incubadas em estufa
45°C durante duas horas e na estufa 60°C por 48 horas. Ap6s os procedimentos de inclusdo, as
laminulas foram destacadas da resina depois de serem mantidas em nitrogénio liquido durante 20
minutos. Apds o descolamento, foram realizados cortes ultrafinos de 55 nm de espessura
utilizando-se navalha de diamante (Diatome, ultra 45°). Os cortes foram coletados em telas de
Cobre de 300 mesh e contrastados com solucdo aquosa de acetato de uranila 2% por 8 minutos a
60°C seguida de solucéo de citrato de chumbo (solugéo de Reynold’s) por 5 minutos a temperatura

3 Sigma-Aldrich, EUA.
34 Sigma-Aldrich, EUA.
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ambiente. Imagens digitais dos cortes ultrafinos foram capturadas em microscépio eletronico de
transmissdo Tecnai-G2-Spirit com aceleragéo de 120 kV.

5.2.9 Cinética de infeccdo de Clostridium chauvoei em macréfago derivado de
mondcitos de sangue periférico de bovino

5.2.9.1 Obtencdo de macrofagos bovinos

Os monocitos de sangue periférico bovino foram obtidos conforme descrito por Campbell a
Adams (1992), com modificacbes. Foram coletados, assepticamente por puncdo venosa da
jugular, 60 mL de sangue bovino em tubos contendo citrato acido dextrose (ACD), apds
tricotomia e assepsia da regido puncionada. O sangue foi diluido em igual volume com RPMI e
colocado sobre uma camada de Ficoll® e centrifugado por 20 minutos a 400 x g, a 18°C. Apds a
centrifugacdo o anel de leucdcitos foi coletado, transferido para um novo tubo e centrifugado por
10 minutos a 400 x g, a 4°C, desprezando-se 0 sobrenadante. Os sedimentos foram ressuspendidos
com RPMI e centrifugados nas mesmas condi¢fes por quatro vezes para a completa remocéo de
Ficoll. Apos a tltima lavagem, o pellet foi ressuspendido em 5 mL de RPMI3¢ suplementado com
4 mM de L-glutamina®’, 1 mM de aminoacidos ndo essenciais®, 1 mM de piruvato de s6dio® e
12,5% de soro fetal bovino (RPMI-S). A suspensdo de células foi transferida para frascos
Erlenmayer de teflon*, previamente lavados com Etoxa-clean*!, contendo 10 mL de RPMI-S e
mantida em estufa a 37°C com 5% de CO,, permitindo a aderéncia de mondcitos.

Ap0s 24 horas, 0 meio de cultura foi trocado, para a remogdo de células ndo aderentes, sendo
adicionado RPMI-S até um volume final aproximado de 15 mL. A cultura foi mantida nessas
condicOes por 10 dias, trocando-se 0 meio a cada trés dias. No 11° dia, os frascos de teflon*?
contendo os macrofagos ja diferenciados foram entdo colocados sobre o gelo por 30 minutos,
seguido de agitacdo para promover a liberagdo das células do fundo dos frascos. As células obtidas
foram centrifugadas a 1000 x g, por 10 minutos, a 4°C, e ressuspendidas em RPMI* para
concentragdo final de 4x10° células/mL. A viabilidade celular foi observada por meio de
coloragdo com azul de Tripan a 1% (MACEDO et al., 2013).

5.2.9.2 Infeccdo de macréfagos bovinos para avaliagcdo da persisténcia de Clostridium chauvoei
Para garantir a aderéncia dos macréfagos durante o protocolo de infeccdo, placas de cultivo
celular de fundo chato com 24 pogos foram previamente inoculadas com uma solugdo contendo
10% de soro fetal bovino diluido em solucédo de colageno (1% de colageno em acido acético 0,01
M) e incubadas a 37°C overnight. Em seguida, a solucéo foi retirada e os pogos foram lavados
uma vez com PBS 1X. Apos esses procedimentos, as placas sensibilizadas foram armazenadas a
4°C até o momento da infecgdo (ZANINA et al., 2013).

A suspensdo de macréfagos (4x10° células/mL) foi transferida para placas de cultivo celular
previamente sensibilizados com colageno e soro fetal bovino e incubados em estufa Umida com

35 GE Healthcare, EUA.
% Gibco, EUA.
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5% de CO2, a 37°C, durante 24 horas. Ap0s esse periodo, adicionou-se suspensdes de C. chauvoei
na MOI 1:50, avaliando-se a forma vegetativa e esporulada separadamente, e a placa foi incubada
nas mesmas condicOes anteriormente descritas, durante uma hora. Em seguida, os pocos foram
lavados cinco vezes com 100 pL de tampéo fosfato (PBS-1 M, pH 7,4). Ap6s esse procedimento
foi adicionado RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino e vancomicina 200 pg/mL e a
placa foi incubada nas mesmas condigdes, por uma hora. Apds esse periodo, o0 sobrenadante dos
pocos foi substituido por RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino e submetido a
contagem bacteriana (MANTECA et al., 2001), para se avaliar a quantidade de bactérias
extracelulares. Promoveu-se a lise de macréfagos, apos 1 e 24 horas de infeccdo, pela adi¢do de
Tween-20* 1% (v/v) em RPMI, para avaliar a taxa de bactérias fagocitadas. Foram realizados
seis ensaios independentes, cada um deles em triplicata.

5.2.10 Perfil de citocinas produzidas por macréfagos derivados de mondcitos periféricos
bovinos infectados por Clostridium chauvoei

5.2.10.1 Protocolo de infeccéo

Os macréfagos bovinos diferenciados (4 x 10° células/mL) foram transferidos para placas de
cultivo celular de fundo chato com 24 pocos, previamente sensibilizados com colageno e soro
fetal bovino, e incubados em estufa imida com 5% de CO», a 37°C, durante 24 horas. Apds esse
periodo, as suspensdes de esporos e células vegetativas de C. chauvoei foram adicionados (MOI
1:50) e a placa incubada, durante uma hora. Em seguida, os pocos foram lavados cinco vezes com
500 pL de PBS, e posteriormente foi adicionado RPMI suplementado com 200 pg/mL de
vancomicina e a placa foi incubada por uma hora nas mesmas condic6es descritas. Em seguida e
apos 6, 12 e 24 horas de infecgdo, os macrofagos infectados foram submetidos a extracdo de RNA.
Como controle positivo e negativo, a adicdo do in6culo bacteriano foi substituida por LPS*® e
RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino (MACEDO et al., 2013), respectivamente. Os
ensaios com os macrdfagos bovinos (n=6) foram feitos em quadruplicata.

5.2.10.2 Extracdo de RNA

Apo6s cada tempo de infecgdo (1, 6, 12 e 24 horas) foi realizada a extracdo de RNA total da
monocamada de células infectadas e de células controle usando o TRIzol Reagent*¢ de acordo
com as orientagdes do fabricante. Resumidamente, 0 método consistiu em uma etapa inicial de
lise e homogeneizacdo da monocamada de células com 0,5 mL de Trizol por 5 minutos a
temperatura ambiente para completa dissociagdo dos complexos nucleoproteina. O lisado foi
transferido para um microtubo de 1,5 mL e foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio, seguido de 15
segundos de homogeneizacéo, 2 a 3 minutos de incubacdo a temperatura ambiente e centrifugacéo
a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C, para separacdo em trés fases, onde a fase incolor superficial
(fase aquosa) contém o RNA. Na terceira etapa, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo,
com adigdo de 0,5 mL de alcool isopropilico e incubacao por 15 minutos a temperatura ambiente,
seguido de centrifugacdo a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C para precipitacdo do RNA. O
sedimento foi lavado com 1 mL de etanol a 75%, homogeneizado e centrifugado a 7.500 x g por
5 minutos a 4°C. O RNA foi solubilizado em agua livre de RNase. A pureza e a concentragdo do
RNA foram verificadas por espectrofotometria, sendo posteriormente estocado a -80°C.

44 Synth, Brasil.
4 Sigma-Aldrich, EUA.
46 Invitrogen, EUA.
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5.2.10.3 Transcricdo reversa

Para obtengdo do cDNA foi realizada a transcri¢do reversa usando o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor#’, seguindo as especificacdes do fabricante. Para
a sintese do cDNA, foram utilizados 2 pg de RNA extraido, em 20 pL de uma solucdo contendo
tampado de transcricao reversa, 5,5 mM de MgCl,, 500 uM de dNTPs, 2,5 uM de random hexamer,
0,4 U/uL de inibidor de RNase, 1,25 U/uL de transcriptase reversa. O cDNA foi estocado a -80°C
até seu uso.

5.2.11 PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR)

A determinacgdo quantitativa dos niveis de transcricdo dos genes de interesse, foi feita por PCR
em tempo real (QRT-PCR) usando o kit SYBR®Green PCR Master Mix“¢, 10 uM de cada
iniciador e 2 uL de cDNA, para um volume final de 20 pL. Os iniciadores usados estdo descritos
na (Tabela 5). A reagéo foi realizada no termociclador da Applied Biosystems modelo 7500 com
0s seguintes pardmetros: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. Os resultados foram obtidos em valores de limiar de detecgéo (Ct
— cycle threshold).

Tabela 5: Genes e iniciadores avaliados nas reacfes de PCR em tempo real para avaliacdo do perfil de
transcritos de citocinas em macr6fagos bovinos infectados com Clostridium chauvoei na forma esporulada
e vegetativa

Sequéncia de iniciadores

Gene (forward and reverse (5'-3") Tamanho (pb) Referéncia
GAPDH ATGGTGAAGGTCGGAGTGAACG 121 CARV';L I;gol;lETA et
TGTAGTGAAGGTCAATGAAGGGGTC
IL-10 TGC TGG ATG ACT TTAAGG G 186 MACEDO et al., 2013
AGG GCA GAA AGCGAT GACA
IL-12 TTAATTGAGGTCGTGGTAGAAGCTG 116 CARV';L I;%)OI;ETA et
GGTCTCAGTTGCAGGTTCTTGG
TGF-b GCCATCCGCGGCCAGATTTTGT 150 CARV';L I-;(('))OI;ETA et
AGGCTCCGTTTCGGCACTTTCC
IL-23 GCAGTCCTCCGGACATGCAAA 54 CARVALHO NETA et

al., 2008
CCAGAAGCATGGCAGTTTCCCCC

Para a avaliagdo quantitativa do nivel de transcricdo de mMRNA por PCR em tempo real usou-se o
método de comparacdo dos valores de Ct no qual o gene GAPDH foi usado como normalizador.
O calculo do ACt foi feito a partir dos valores de Ct de cada amostra. Em cada ciclo de
amplificagdo a amostra apresenta amplificagdo exponencial, no qual o ACt refere-se a diferenca
entre o Ct da amostra amplificada para o gene alvo e o Ct da mesma amostra para o gene controle
(GAPDH), e o AACt representa a diferenca entre o ACt da amostra de interesse (expressdo em

47 Applied Biosystems, EUA
8 Applied Biosystems, EUA
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determinado tempo) ¢ o ACt da amostra calibradora (controle negativo). Os resultados foram
expressos pelo método 2-24¢, Estes ensaios foram realizados em duplicata (CARVALHO NETA
et al., 2008).

5.2.12 Analise estatistica

Para anélise estatistica, os dados de infec¢do de macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7 e
bovinos foram obtidos, respectivamente, a partir de trés e seis experimentos, completamente
independentes, cada um deles realizados em triplicata e quadruplicata. As contagens de bactérias
intracelulares e extracelulares, dos diferentes tempos de infeccdo e ensaios, foram
logaritmicamente transformadas e submetidas a andlise de variancia do tipo (ANOVA). As
médias foram comparada pelo teste de Turkey.

Para analise estatistica do perfil de citocinas, os valores normalizados obtidos pelo método 2-4A¢
foram submetidos a transformacéo logaritmica. Apds a transformacédo os dados foram submetidos
a ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste T de Student.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Sensibilidade antimicrobiana

A amostra de C. chauvoei (ATCC10092) foi considerada sensivel a todos os antibioticos
avaliados (Tabela 6). Os antibioticos capazes de inibir o crescimento de C. chauvoei com menor
concentragdo foram a penicilina e oxitetraciclina, enquanto a maior concentragéo foi observada
com a eritromicina. Esta etapa foi importante para delinear o protocolo de infeccéo.

Tabela 6: Concentracéo inibitdria minima de sete antimicrobianos para amostra de Clostridium chauvoei
(ATCC10092)

Antibidtico Concentracao inibitéria minima (ug/mL)
Penicilina 0,25

Oxitetraciclina 0,25

Florfenicol 0,5
Tilosina 0,5

Metronidazol 0,5

Vancomicina 1

Eritromicina 2

Sathish e Swaminathan (2008), ao avaliarem a sensibilidade antimicrobiana de estirpes de C.
chauvoei isoladas de duas fazendas de confinamento de bovinos, ambas enzooéticas para o
carblnculo sintomatico, observaram que 25% das amostras eram resistentes aos betalactamicos
como penicilina, ampicilina e amoxicilina. Cerca de 10% dos isolados tinham sensibilidade
intermediaria a eritromicina e ao cloranfenicol. Todas as estirpes foram sensiveis ao iminepema
e metronidazol. N&o foram encontrados outros dados na literatura consultada sobre a sensibilidade
antimicrobiana das estirpes de C. chauvoei. As diferencas entre a sensibilidade da amostra do
presente estudo e das testadas por Sathish e Swaminathan (2008) podem ser explicadas pelas
diferentes metodologias utilizadas. Ao contrario do realizado neste trabalho, os pesquisadores
utilizaram a técnica de micro diluicdo em caldo, que embora seja mais facil e rapido que a adotada
pelo presente experimento, é considerada pouco adequada para avaliacdo de anaerdbios (CLSI,
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2009). O perfil antimicrobiano da amostra testada no presente estudo, foi parecido com o da
maioria das bactérias do género Clostridium, que normalmente sdo altamente sensiveis a
penicilina, tilosina, metronidazol, florfenicol e vancomicina (SALVARANI et al., 2012; SILVA
etal., 2013).

Baseado na sensibilidade antimicrobiana, quaisquer dos antibidticos testados poderiam ser
utilizados para eliminar as bactérias extracelulares e/ou aderidas. Porém, foram tomados alguns
cuidados com relacdo a esta escolha. A penicilina foi excluida pois nos ensaios de infec¢do de
macrofagos com C. perfringens houve morte tanto das bactérias intracelulares como das
extracelulares, mostrando que além de muito efetiva, essa base é capaz de ser internalizada pelos
macrdéfagos e exercer efeito microbicida nos microrganismos internalizados (O’BRIEN;
MELVILLE, 2000). Nas infec¢gdes de macréfagos por C. perfringens (O’BRIEN; MELVILLE,
2000), foi sugerido que a permeabilidade a penicilina ocorria devido a formacdo de poros
induzidos pela liberacdo da toxina alfa. Como também foi descrito que C. chauvoei produz uma
toxina formadora de poros (FREY et al., 2012), optou-se pela utilizacdo ndo utilizacdo da
penicilina. Paredes-Sabja et al. (2012), nos ensaios de infeccdo com esporos de C. difficile, ndo
utilizaram antibidticos, adotando como estratégia para eliminacdo de bactérias extracelulares
apenas as lavagens, no entanto, estes autores ndo mencionam a quantificacdo da presenca ou
auséncia de bactérias extracelulares. Como ndo foi possivel eliminar todas as bactérias
extracelulares apenas com as lavagens, optou-se pela adogdo de uma estratégia diferente da
proposta por esses pesquisadores.

A permeabilidade das células de defesa aos antimicrobianos € bastante varidvel, podendo ser
influenciada por fatores como pH, pela modulagdo da prdpria bactéria que promove infecgéo,
concentracdo da droga extracelular, dentre outros (EDOUARD; RAOULT, 2013). Em um estudo
sobre a capacidade de atuagao de algumas bases antimicrobianas na eliminacdo de Staphylococcus
aureus fagocitados por macréfagos, foi verificado que embora a vancomicina tivesse uma boa
atuacdo extracelular, esse farmaco ndo se acumulava no interior dos fagdcitos (BARCIA-
MACAY et al., 2006).

Dessa forma, optou-se pela adocdo da vancomicina nos ensaios in vitro por ser uma molécula
grande, o que dificultaria sua passagem por poros, por sua baixa capacidade de penetracdo em
macrofagos e pela sensibilidade mostrada pelo C. chauvoei a esta base. Além disso, 0 uso de
vancomicina neste estudo foi fundamental para completa eliminagdo de bactérias extracelulares
nas infecgbes por C. chauvoei e representa uma alternativa nos protocolos de infeccao de bactérias
do género Clostridium na forma vegetativa.

5.3.2 Multiplicidade de infeccao

Foram avaliadas as multiplicidades de infecgdo 2, 5, 20 e 50, durante 0 T1 e 0 T24 de infecgédo
(Tabela 7). Em ambos os tempos avaliados, recuperou-se C. chauvoei no interior de macréfagos
para todas as MOI avaliadas. Foram encontradas de 3,6 a 5 Log de UFC/mL correspondendo a
aproximadamente 0,325 bactérias por macréfagos. 1sso indica que a bactéria foi internalizada no
T1 e sobreviveu no interior de macréfagos por pelo menos 24 horas (T24), independentemente da
MOI utilizada.

Tabela 7: Avaliag8o de diferentes multiplicidades de infec¢éo de Clostridium chauvoei na forma vegetativa
ap6s uma e 24 horas de infec¢do dos macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7.
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Multiplicidade Indculo Percentual de

1 i XA2
de infecdo (UFC/mL) Taxa de entrada Taxa de infecgao sobrevivéncia (%)*
2 8x10° 0,021 0,004 21
5 1x10° 0,035 0,008 24
20 8x10’ 0,122 0,058 38
50 2x107 0,325 0,143 45

1. NUmero de bactérias internalizadas (UFC/mL de C. chauvoei) no T1 em relagéo ao nimero de macréfagos inoculados
2. Numero de bactérias que permaneceram vivas (UFC/mL de C. chauvoei) no T24 em relagdo ao nimero de
macréfagos inoculados

3. Percentual de sobrevivéncia no T24 em relacéo as internalizadas no T1.

Os macrdfagos murinos RAW 264.7, utilizados nesse experimento, foram capazes de fagocitar a
bactéria na forma vegetativa apds a primeira hora de infeccdo sem que fosse necessario a
implementacdo de protocolos adicionais independentemente da MOI utilizada. Na infec¢do com
a MOI 1:2 mesmo apo6s as cinco lavagens com PBS e emprego de antibidticos para remoc¢éo de
bactérias extracelulares e/ou aderidas aos macrdfagos, ainda assim foi possivel recuperar bactérias
extracelulares viaveis no T1 de infecgdo (1,2 x 103 UFC/mL). Como o contato com 200 pg/mL
de vancomicina durante apenas uma hora, ndo foi suficiente para a completa eliminacdo das
bactérias extracelulares, optou-se pelo prolongamento do contato com antibidtico, numa
concentragdo mais baixa (50 pg/mL) por mais 24 horas.

Ainda no T1 da infeccdo com a MOI 1:2, estavam aderidas ou foram fagocitadas 7,8 x 103
UFC/mL. No entanto, partir do T24, ndo foram mais observadas bactérias extracelulares viaveis
e haviam 1,6 x 103 UFC/mL de bactérias internalizadas. Apés as primeiras 24 horas de infecgdo
com as células vegetativas, todas as bactérias extracelulares foram eficientemente eliminadas,
possibilitando a retirada do antibi6tico e as células infectadas passaram a ser incubadas apenas
com RPMI suplementado com soro fetal bovino quando a infec¢do foi prolongada por tempos
superiores. Como ndo foram recuperadas bactérias extracelulares, estas foram consideradas
bactérias exclusivamente fagocitadas.

Macréfagos RAW 264.7 infectados com a MOI 5, 20 e 50 apresentaram 2,9 x 103, 1,1 x 10*e 2,4
x 10* UFC/mL de bactérias extracelulares no T1 de infeccéo, respectivamente. Apesar do aumento
do nimero de bactérias inoculadas, a quantidade de bactérias extracelulares variou pouco, apenas
1,2 Logio de UFC/mL no T1. As bactérias extracelulares foram totalmente eliminadas apés 24
horas de infecdo, independentemente do indculo infectante utilizado. I1sso nos permite concluir
gue embora a quantidade de bactérias extracelulares seja estatisticamente diferente quando se
aumenta a MOI no T1, a partir de 24 horas de infec¢do a concentracdo do indculo infectante ndo
interfere na observacdo de bactérias extracelulares.

As infecgdes com diferentes MOl demonstraram que mesmo quando apenas 8x10% UFC/mL de
bactérias (MOI 2), menor indculo avaliado, eram colocadas em contanto com macréfagos, 21%
das que foram internalizadas (8,4 x 10* UFC/mL) no T1 permaneceram viaveis por pelo menos
24 horas de infeccdo, mesmo que em condicBes de aerobiose (Tabela 7). Foram recuperadas no
interior dos macréfagos 1,4 x 104 6,1 x 10* e 1,3 x 10° UFC/mL no T1 e 3,4 x 10%; 2,3 x 10* e
5,7 x 10* UFC/mL no T24 para as MOI 5, 20 e 50, respectivamente. O aumento da MOI tornou o
namero de bactérias internalizada recuperadas superior na MOI 50 comparando-a com as demais,
assim como um maior percentual de sobrevivéncia apos horas de infec¢do (p<0,01) (Tabela 7).
Pode-se inferir que 0 aumento da MOI ndo influenciou na eliminacéo de bactérias extracelulares
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apos 24 horas de infecgdo e promoveu um aumento na quantidade de bactérias internalizadas e na
taxa de sobrevivéncia.

O maior percentual de sobrevivéncia no T24 de infeccdo, em qualquer uma das MOI utilizadas
(Tabela 7), ocorreu provavelmente devido a diferenca fenotipica dos macréfagos que compdem a
linhagem celular utilizada. Segundo O’Brien e Meville (2000), as linhagens celulares sdo
compostas por uma mistura de células com diferentes fen6tipos o que confere somente a algumas
células a capacidade de fagocitar. Como os macr6fagos RAW 264.7 sdo capazes de fagocitar mais
de uma bactéria simultaneamente (PAREDES-SABJA et al., 2012), o aumento da MOI, além de
aumentar a pressao de infeccdo pode também levar ao aumento de bactérias fagocitadas por
macrofagos, como observado na Tabela 7. Por isso, dentre as MOI analisadas optou-se pela MOI
1:50, pois esta apresentou maior taxa de sobrevivéncia quando foram comparadas ao percentual
de bactérias fagocitadas no T1 e no T24.

O protocolo de infec¢do utilizado na avaliacdo da sobrevivéncia dos clostridios internalizados por
macrdfagos é bastante diverso. Trabalhos realizados com C. perfringens utilizaram a MOl 1:1 e
1:10 em macréfagos da linhagem J774 e avaliaram a cinética de infec¢do por cinco horas
(O’BRIEN; MELVILLE, 2004). Segundo os autores, a sobrevivéncia de C. perfringens,
independentemente da MOI utilizada, esta estritamente associada a producdo das toxinas alfa e
perfringolisina O, que foram produzidos mesmo quando a infeccéo foi realizada em condicdes de
aerobiose. Certamente, a producdo dessas toxinas aumentaram a citotoxicidade quando o0s
macrdfagos foram infectados com a MOI 1:10 em relacdo a MOI 1:1. Contudo, a diferenca na
citotoxicidade entre as duas MOI avaliadas pelos pesquisadores ndo foi analisada
estatisticamente. Ressalta-se, que a presenca de toxinas é um achado extremamente interessante
dada as condicOes de aerobiose em que o estudo foi realizado e ao fato que C. perfringens € um
anaerobio estrito, embora seja aerotolerante. Embora o presente experimento ndo tenha
mensurado a citotoxicidade das diferentes MOI, alteracdes que indicassem citotoxicidade néao
foram observadas neste estudo. As células estavam viaveis na visualizacdo ao microscopio de luz
comum no momento da lise e esta viabilidade foi confirmada por microscopia eletrénica (Figura
6).
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Figura 6: Microscopia eletronica de transmissao de macréfagos murinos da linhagem RAW264.7
apos 72 horas de infeccdo com Clostridium chauvoei na forma esporulada: Esporo de C. chauvoei
internalizado pelo macr6fago murino. O macréfago encontra-se integro com membrana celular,
ndcleo e organelas citoplasmaticas preservadas sem sinais que indiquem que a infecgdo por C.
chauvoei tenha provocado danos celulares. A seta vermelha destaca um esporo de Clostridium
chauvoei.

5.3.3 Cinética de Clostridium chauvoei em macréfagos RAW 264.7

Tradicionalmente, as bactérias patogénicas do género Clostridium sempre foram consideradas
microrganismos exclusivamente extracelulares, produtoras de potentes toxinas capazes de causar
sérios danos aos hospedeiros infectados. Recentemente, alguns pesquisadores demonstraram a
habilidade de patogenos como C. perfringens (O’BRIEN; MELVILLE, 2000) e C. difficile
(PAREDES-SABJA et al., 2012) sobreviverem ap6s a internalizacdo por células de defesa,
comprovando que as bactérias desse género exibem mecanismos patogénicos ainda ndo
completamente esclarecidos capazes de conferir viabilidade intracelular a alguns microrganismos.
Pela primeira vez, tém-se evidéncias de que C. chauvoei também é um patégeno capaz de resistir
aos mecanismos de eliminacédo bacteriana exibidos por macréfagos.

Nos trés ensaios de infeccdo com as bactérias predominantemente na forma vegetativa foram
utilizadas 2 x 10" UFC/mL de C. chauvoei. As bactérias foram capazes de sobreviver ap6s serem
fagocitadas em todos os tempos de infecgdo avaliados (Figura 7), mas observou-se uma redugédo
gradativa na quantidade de bactérias internalizadas ao longo do experimento. Comparando-se o
percentual de bactérias na forma vegetativa no interior de macréfagos entre o T24, T48 e T72
com o T1, observamos que, 45, 33, e 8% das bactérias internalizadas no T1 permaneciam vivas
nos demais tempos, respectivamente.
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Figura 7: Cinética de infeccdo Clostridium chauvoei na forma vegetativa em macréfagos da
linhagem RAW 264.7. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,01) entre as contagens
médias de bactérias internalizadas nos tempos de infec¢do avaliados. As barras demonstram o
desvio padréo.

Foi observada diferenca significativa taxa de sobrevivéncia entre o T1 e os demais tempos
avaliados (p<0,01). Também se constatou uma diferenca entre 0 T72 e os demais tempos
(p<0,01). As bactérias na forma vegetativa permaneceram viaveis por pelo menos 48 horas
(Figura 7), indicando que sdo capazes de resistir ao efeito microbicida dos macrdfagos. A
completa eliminacdo de bactérias extracelulares e/ou aderidas so foi possivel apds as primeiras
24 horas de infeccdo e esté associada a principalmente a presenca do antibidtico e a toxicidade do
oxigénio a elas. Assim, a redugdo de 55% no nimero de bactérias no T24 em relacdo ao T1 pode
ser justificada principalmente pela interferéncia das células aderidas na avaliagdo das fagocitadas
no T1, e ndo ao efeito microbicida dos macr6fagos sobre as bactérias internalizadas. Com a
completa eliminacdo das bactérias extracelulares, observou-se auséncia de diferenca estatistica
entre 0 T24 e T48, havendo um percentual de sobrevivéncia de 75% das bactérias fagocitadas
entre estes tempos.

Apesar de serem recuperadas bactérias internalizadas no T72, neste tempo haviam apenas 0,03
bactérias internalizadas por macréfagos, nimero muito inferior quando comparado aos T24 e T48
cuja relagdo era de 0,143 e 0,111 bactérias por macrofagos, respectivamente. Assim, no T72,
havia apenas 21% das bactérias internalizadas no T48. A redugdo no T72 pode ser atribuida a
morte de bactérias na forma vegetativa e sobrevivéncia quase que exclusiva das esporuladas, que
perfaziam 10% da suspenséo bacteriana inicialmente inoculada. Este fato ficou evidente quando
o lisado foi submetido ao tratamento térmico, através do qual se comprovou nao haver diferencas
nas contagens bacterianas do lisado tratado ou ndo tratado termicamente. Ao contrario das células
vegetativas, 0s esporos resistem ao tratamento térmico e a contagem similar do lisado aquecido e
do ndo aquecido indicam que haviam poucas bactérias na forma vegetativa no T72.

Nos trés ensaios com bactérias esporuladas, os macréfagos foram infectados também com 2 x 10’
esporos/mL de C. chauvoei. Esporos extracelulares permaneceram viaveis, sendo recuperados 2,9
x 104, 4,6 x 103, 4,6 x 10%e 3,5 x 10° esporos vidveis/mL nos T1, T24, T48 e T72, respectivamente.
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Ao contrario do observado com C. chauvoei na forma vegetativa, a infeccdo com a forma
esporulada mostrou uma taxa de sobrevivéncia semelhante quando foram comparados o T1 com
os demais tempos (Figura 8). Comparando-se o percentual de esporos no interior de macréfagos
entre 0 T24, T48 e T72 com o T1, observamos que, respectivamente 100, 83, e 78% das bactérias
gue foram internalizadas no T1 permaneciam vivas nos demais tempos. Ndo foi observada
diferenca significativa entre o nimero de bactérias fagocitadas nos tempos avaliados, indicando
gue 0s esporos sdo mais resistentes ao ambiente intracelular do macré6fago que as bactérias na
forma vegetativa.
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Figura 8: Cinética de infeccdo de Clostridium chauvoei na forma esporulada em macréfagos da
linhagem RAW 264.7. Letras minusculas idénticas indicam auséncia de diferenga significativa
entre as contagens médias de esporos internalizados nos tempos de infeccdo avaliados. As barras
indicam o desvio padrdo.

A reducdo percentual discreta e ndo significativa no nimero de esporos internalizados foi
acompanhada pela reducéo significativa de bactérias extracelulares. Essa reducdo pode ser
explicada pela troca de meios a cada 24 horas e ndo necessariamente pelo efeito microbicida do
macrdfago. Contudo, como ndo foi possivel a completa eliminag&o de esporos extracelulares em
nenhum dos tempos avaliados, pois estas formas bacterianas ndo sdo sensiveis aos antibidticos
nem a presenca de oxigénio. E possivel que o elevado percentual de sobrevivéncia possa ter sido
influenciado pela constante fagocitose de bactérias extracelulares, o que pode ter mascarado a
influéncia da multiplicacdo e morte da linhagem celular na contagem de esporos internalizados,
impossibilitando outras inferéncias a respeito da cinética de infec¢do das duas formas bacterianas.

Na microscopia eletronica, bactérias aderidas a membrana celular dos macréfagos s6 foram
observadas no T1 durante a infecdo com suspensdo bacteriana contendo predominantemente
bactérias na forma vegetativa (Figura 9). Adicionalmente, foram observadas nos tempos T1, T24
e T48 a presenca de bactérias tanto na forma vegetativa quanto na forma esporulada no interior
de macréfagos. No T72, como esperado s6 foram encontradas internalizadas bactérias na forma
esporulada.
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Figura 9: Microscopia eletronica de transmissdo de macréfagos murinos da linhagem RAW264.7
uma hora ap06s a infeccdo com Clostridium chauvoei na forma vegetativa. Bastonete de C.
chauvoei aderido a membrana celular do macrdfago.

Como esperado, na infecgdo com suspensdes de esporos, somente essas formas foram encontradas
tanto internalizadas como aderida a membrana dos fagécitos em todos os tempos avaliados. Nao
foram encontradas nenhuma das formas bacterianas livre no citoplasma, nem indicios de
germinac&o de esporos, indicando que 0s esporos permanecem dormentes durante os periodos de
infeccdo. A manutencdo da dorméncia dos esporos pode estar diretamente relacionada a
habilidade de sobrevivéncia desses agentes apés a internalizacdo pelos fagocitos (PAREDES-
SABJA et al.,, 2012; PAREDES-SABJA; SARKER, 2012) O baixo metabolismos apresentado
por esporos do género Clostridium pode levar ao ndo reconhecimento dos mesmos pelos
macréfagos, impedindo que esse fagocito deflagre os mecanismos responsaveis pela eliminagédo
dos patdégenos. Ao contréario, quando os macr6fagos sdo infectados com esporos capazes de
germinar, como os de C. perfringens, as bactérias resultantes sdo rapidamente eliminadas pelos
macrofagos. Assim, bactérias recém germinadas sdo mais susceptiveis a morte mediada por
macrdfagos, principalmente pela baixa producdo de toxinas (PAREDES-SABJA; SARKER,
2012).

Tanto na infeccdo com C. chauvoei na forma vegetativa quanto com a forma esporulada, os
macrofagos RAW 264.7 foram capazes de internalizar as bactérias que permaneceram
estruturalmente intactas dentro dos fagdcitos. Nas infec¢cGes com a forma esporulada, as bactérias
estavam integras mesmo apos aparente fusdo do lisossomo (Figura 10). Os esporos internalizadas
foram encontrados em compartimentos delimitados por membrana plasmética, com morfologia
sugestiva de fagossomo. Foi possivel observar a fusdo de diversas vesiculas ao fagossomos
contento esporos, sugerindo que a infecgdo com esta forma bacteriana ndo impede a maturacéo
do fagolisossomo. Assim, apesar de expostos aos diversos mecanismos antimicrobianos dos
macrdfagos, ndo foi observada alteragOes ultraestruturais dos esporos internalizados em nenhum
dos tempos avaliados.
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Figura 10: Microscopia eletrdnica de transmissdo de macréfagos murinos da linhagem
RAW?264.7 ap6s uma hora de infeccdo com Clostridium chauvoei na forma esporulada
(asterisco). As setas vermelhas indicam uma descontinuidade da membrana citoplasmatica do
compartimento, possivelmente devido a fuséo de lisossomos.

Em alguns dos macrofagos contendo esporos dentro de fagossomos foi observada uma
descontinuidade na membrana desta estrutura, associada a estreita interacdo entre a membrana do
fagossomo e a membrana externa do esporo (Figura 11). A sobrevivéncia em fagossomos
maduros e a interacdo dos esporos com a membranas desses fagossomos também foram
observados em macréfagos infectados com esporos de C. difficile (PAREDES-SABJA et al.,
2012). Segundo Paredes-Sabja et al. (2012) esses achados confirmam a capacidade de
sobrevivéncia dos esporos apos a internalizacdo de macréfagos e sugerem a possivel modulagéo
da atividade de fagolisossomas por proteinas de superficie expressas pelos esporos.

Figura 11: Microscopia eletrdnica de transmissdo de macréfagos murinos da linhagem
RAW?264.7 apo6s 72 horas de infeccdo com Clostridium chauvoei na forma vegetativa. A: O
macréfago encontra-se aparentemente integro, com organelas citoplasméticas preservadas. A
bactéria na forma esporulada apresenta-se integra e dentro de um compartimento delimitado por
membrana citoplasmatica. B: As setas vermelhas indicam uma descontinuidade da membrana
citoplasmatica do fagossomo, associada a uma interacdo entre a membrana externa do esporo e
membrana do fagossomo.
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Esta é a primeira evidéncia que C. chauvoei tanto na forma vegetativa (Figura 7) quanto na
esporulada (Figura 8) é capaz de sobreviver no interior de macrdfagos in vitro. Contudo, a
sobrevivéncia da forma esporulada néo sofre influéncia com o prolongamento do tempo de
infeccdo dos macrofagos persistindo por até 72 horas. Ao contréario, a forma vegetativa, ¢é
progressivamente morta pelos macréfagos, ndo estando mais presente no T72. As comparacdes
do presente estudo com outros realizados com bactérias do género Clostridium séo limitadas pois
0s protocolos sdo bastante distintos. Diante dos resultados apresentados, percebe-se que
potencialmente as duas formas bacterianas podem ser consideradas importantes na etiologia do
carbunculo sintomatico.

Devido a citotoxidade do oxigénio para a forma vegetativa, acredita-se que 0s esporos sejam mais
importantes na contamina¢do de animais susceptiveis ao carbunculo sintomético, sendo
considerados a forma de resisténcia desses patdgenos no ambiente (LOBATO et al., 2013).
Capazes de resistir aos efeitos microbicidas dos macrdfagos, os esporos de C. chauvoei captados
no ambiente podem ser posteriormente disseminados para outros tecidos e permanecerem latentes
(UZAL, 2012). Os resultados aqui apresentados reforcam a teoria de que 0s esporos seriam a
principal forma infectante do carbunculo sintomético. Além disso, o longo periodo de persisténcia
dos esporos fagocitados (Figura 8) demonstra que os macréfagos séo ineficazes na eliminagdo do
patdgeno garantindo-lhe o potencial de disseminar-se para tecidos sadios.

Até bem pouco tempo, os esporos de Clostridium spp. eram considerados formas bacterianas
inertes, ou seja, incapazes de induzir danos ao hospedeiro. De fato, nesse estagio de vida,
Clostridium spp. sdo incapazes de produzir seus principais fatores de viruléncia, as exotoxinas
(LEGGETT et al., 2012). No entanto, estudos recentes tém revelado a importancia dessa forma
bactéria em resistir aos processos de eliminacdo de patégenos tanto da imunidade primaria quanto
da adquirida (PAREDES-SABJA et al., 2012; PAREDES-SABJA; SARKER, 2012). Assim, uma
contribuicdo do presente estudo € a comprovagdo da interagdo dos esporos de C. chauvoei com a
célula hospedeira, mesmo em condicBes de aerobiose.

Os resultados obtidos no presente estudo e os anteriormente descritos para infecgdes com C.
perfringens (O’BRIEN; MELVILLE, 2000) e C. difficile (PAREDES-SABJA et al., 2012) na
forma vegetativa demonstraram que a habilidade de sobrevivéncia dessa forma bacteriana é uma
habilidade intrinseca a espécie de interesse. Assim, ja foi anteriormente demonstrado que a forma
vegetativa de C. perfringens (O’BRIEN; MELVILLE, 2000) é capaz de resistir aos efeitos
microbicidas no macr6fago, enquanto C. difficile na forma vegetativa (PAREDES-SABJA et al.,
2012) ndo é. A capacidade das bactérias na forma vegetativa sobreviverem apdés a internalizagéo
por macrofagos seria muito importante nos estagios iniciais de infecgdo, em que os fagdcitos sdo
recrutados, mas incapazes de exercer seu efeito bactericida sobre as bactérias vegetativas recém
germinadas e, consequentemente, incapazes de eliminar a infecdo. Este fato pode permitir a
disseminacdo e agravamento da lesdo e morte do animal, como sugerido para C. perfringens
(O’BRIEN; MELVILLE, 2000). Ressalta-se, no entanto, que durante as infecgdes, C. chauvoei
produz potentes toxinas que sdo citotoxicas para as células de defesa, ndo sendo a resisténcia a
fagocitose um mecanismo essencial ao dano gerado pela presenca desta bactéria.

Este estudo traz pela primeira vez a avaliacdo da sobrevivéncia de C. chauvoei em macréfagos e
demonstrou que tanto a forma vegetativa quanto a esporulada sdo capazes de sobreviver apos
serem internalizadas por macrofagos. Os resultados encontrados sdo considerados bastante
promissores devido ao limitado conhecimento sobre o agente e a patogénese do carblnculo
sintomatico.
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5.3.4 Sobrevivéncia de Clostridium chauvoei em macréfagos derivados de mondcitos
periféricos bovinos

Nos seis ensaios de infec¢do tanto com bactérias na forma vegetativa quanto esporulada foram
utilizadas 2x10” UFC/mL de C. chauvoei (MOI 1:50). Os macr6fagos bovinos foram capazes de
internalizar as bactérias tanto na forma vegetativa quanto na forma esporulada apds a primeira
hora de infeccdo sem que fosse necessario a implementacéo de protocolos adicionais (Figura 12).
As cinco lavagens utilizadas ndo foram suficientes para remocdo de todas as bactérias
extracelulares ou aderidas. O contato com 200 pg/mL de vancomicina durante apenas uma hora,
ndo foi suficiente para a completa eliminagdo dessas bactérias. No entanto, o prolongamento do
contato com antibiético, numa concentracdo mais baixa (50 pg/mL), por mais 24 horas foi
eficiente apenas na eliminacdo de bactérias na forma vegetativa a partir das 48 de infeccdo,
resultados similares aos observados na infec¢do de macréfagos murinos. As bactérias na forma
vegetativa internalizadas foram capazes de sobreviverem em todos os tempos de infeccéo
avaliados (Figura 12). Comparando-se o percentual de células no interior de macréfagos entre o
T24, T48 e T72 com o T1, observamos que, respectivamente 68, 63, e 58% das bactérias que
foram fagocitadas no T1 permaneciam vivas nos demais tempos.
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Figura 12: Avaliacdo da sobrevivéncia de Clostridium chauvoei na forma vegetativa apds a
internalizacdo por macréfagos bovinos nos diferentes tempos de infec¢do. Letras iguais indicam
auséncia de diferenca estatistica entre as contagens médias de bactérias internalizadas nos tempos
de infecgdo avaliados. As barras indicam o desvio padréo.

Esses resultados deixam evidentes duas marcantes diferencas entre as infecgdes dos macréfagos
murinos e bovinos com C. chauvoei. A primeira é que a infec¢do dos macr6fagos bovinos com
C. chauvoei ndo culmina em uma diferenca estatistica no nimero de bactérias internalizadas ao
longo do ensaio, ao contrario do observado na infeccdo de macr6fagos murinos que houve
diferencas entre os T1 e T72 com os demais tempos (Figura 7). A segunda € que o percentual de
bactérias internalizadas que permanecem viaveis apés a internalizacdo por macréfagos bovinos é
superior em todos os tempos analisados. A taxa de internalizacdo de bactérias na forma vegetativa
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foi superior nas infecgdes com macr6fagos bovinos do que de murinos, sendo de 0,5 e 0,325
bactérias/macrofagos, respectivamente. As diferencas podem estar relacionadas a maior
capacidade de internalizacdo de C. chauvoei por macrofagos bovinos. Isso promove uma
diminuicdo no nimero de bactérias extracelulares existentes, consequentemente, essa maior
internalizacdo influenciou nas diferencas de contagem observadas entre 0 T1 e 0s demais tempos
quando se analisou as infecgdes com macréfagos murinos (Figura 7). A manutencao da taxa de
sobrevivéncia observada no modelo de macréfagos bovinos, pode ser atribuida as caracteristicas
do cultivo primario desses macréfagos que ndo replicam e mantem as condi¢fes de cultivo
similares ao longo do experimento.

A bactéria na forma esporulada também foi capaz de sobreviver ap6s internalizagdo em todos 0s
tempos de infeccdo avaliados (Figura 13), ndo havendo diferenca estatistica quando os tempos de
infeccdo foram comparados. Esse resultado é similar ao encontrado nos ensaios de infeccdo de
macrofagos murinos com C. chauvoei esporulado (Figura 8). Comparando-se o percentual de
células no interior de macréfagos entre 0 T24, T48 e T72 com o T1, observamos que,
respectivamente 77, 71 e 71% das bactérias que foram fagocitadas no T1 permaneciam vivas nos
demais tempos.
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Figura 13: Avaliacdo da sobrevivéncia de Clostridium chauvoei na forma esporulada apo6s
internalizacdo por macrofagos bovinos em diferentes tempos de infecgdo. Letras iguais indicam
auséncia de diferenca estatistica entre as contagens médias de bactérias internalizadas nos tempos
de infecgdo avaliados. As barras indicam o desvio padréo.

A quantidade de esporos de C. chauvoei internalizados por macréfagos bovinos foi maior que a
de bactérias na forma vegetativa, sendo de 2,35 esporos por macréfagos bovinos no T1 de
infeccdo. Essa maior taxa de infeccdo pode ser atribuida a ndo eliminacdo de esporos
extracelulares devido a grande resisténcia dos mesmos na presenca de oxigénio e inatividade do
antibidtico para esta forma bacteriana. Essa diferenga entre as taxas de infeccdo entre as duas
formas bacterianas infectantes, vegetativa e esporo, também foi demonstrada na infeccdo com
macréfagos murinos.
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Ressalta-se que todos os ensaios foram realizados em aerobiose, condicdo que impede a
multiplicacdo bacteriana e producéo de fatores téxicos em niveis detectaveis. Apesar disso, 0
agente demonstrou habilidade de resistir aos mecanismos microbicidas dos macr6fagos
sobrevivendo por até 72 horas de infeccdo nestas condicbes. Por isso, os resultados aqui
apresentados sdo considerados promissores e abrem caminho para diversos outros estudos que
busquem esclarecer os mecanismos de viruléncia associados a C. chauvoei durante o processo de
infeccdo.

Para explicar a ocorréncia do carbinculo sintomatico, teorizava-se, sem comprovacao cientifica,
gue os esporos de C. chauvoei eram carreados do intestino para a musculatura por meio de
macrdfagos. No tecido muscular, esses esporos permaneceriam latentes até que uma condicdo de
anaerobiose fosse gerada, culminando com a geminagdo, multiplicacdo e producdo de toxinas
responsaveis pelas alteragdes clinico-patoldgicas (PIRES et al., 2012; UZAL, 2012). A
sobrevivéncia in vitro dos esporos de C. chauvoei internalizados por macréfagos, demonstrados
nesse trabalho, fortalecem essa hipdtese. Por isso, ndo s6 a sobrevivéncia dos esporos
internalizados por macrofagos murinos (Figura 8) e bovinos (Figura 13), como também a auséncia
de indicios de germinacdo (Figura 10), demonstrados no presente trabalho, sugerem que 0s
esporos de C. chauvoei podem ser carreados aos tecidos musculares no interior de macréfagos,
gue sdo incapazes de eliminar essa forma bacteriana.

A interacdo entre as células do hospedeiro e as bactérias na forma vegetativa ainda sdo pouco
compreendidas, principalmente no tangente a interagcdo com as células de defesa. Contudo, este
entendimento, permite uma melhor compreensao dos estagios iniciais das doengas causadas pelas
bactérias do género Clostridium (O’BRIEN; MELVILLE, 2000) e, nas Gltimas décadas, ficou
comprovado que C. perfringens na forma vegetativa era capaz de sobreviver apds internalizagao
de macréfagos (O’BRIEN; MELVILLE, 2000, 2004; PAREDES-SABJA; SARKER, 2012). No
entanto, quando os esporos de C. perfringens infectam macr6fagos eles sdo capazes de iniciar o
processo de germinacdo, mesmo em condicGes de aerobiose, sendo reconhecidos e eficientemente
mortos pelos fagocitos (PAREDES-SABJA; SARKER, 2012). Ao contrario, quando 0s
macrofagos infectados com C difficile eliminam a forma vegetativa, mas ndo 0s esporos
(PAREDES-SABJA et al., 2012).

Esta é primeira vez que macréfagos bovinos, espécie alvo do carblnculo sintomatico, séo
infectados com bactérias do género Clostridium. Este estudo demonstrou que C. chauvoei é capaz
de sobreviver apés ser internalizado por macréfagos tanto na forma vegetativa como na forma
esporulada, o que pode contribuir para diferentes estagios do carblnculo sintomaético.

5.3.5 Perfil de transcritos de citocinas produzidas por macréfagos infectados com
Clostridium chauvoei

A transcricdo de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias foi avaliada através da
quantificacdo relativa de RNA mensageiro obtido de macrofagos infectados com as seguintes
formas de C. chauvoei: vegetativa ou esporulada, ap6s 1, 6, 12 e 24 horas de infec¢do (Figura
14).
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Figura 14: Expressao relativa de transcritos de IL-10 (A), IL12 (B), IL-23 (C) e TGF-beta (D) de
macrofagos bovinos (n=6) infectados com Clostridium chauvoei na forma vegetativa e esporulada
durante 1, 6, 12 e 24 horas. As colunas representam a média geométrica e erro padrdo. As colunas
brancas representam a forma vegetativa e as colonas cinzas representam os esporos. Os resultados
foram submetidos a transformacéo logaritmica e posterior analise de variancia. As médias foram
comparadas pelo teste T de Student. Diferencas estatisticas entre a expressao de citocinas de
macrofagos infectados com C. chauvoei na forma vegetativa e esporulada estdo indicadas por
asteriscos (*p<0,001).

Durante a primeira hora de infeccdo, os macrdfagos infectados com C. chauvoei na forma
vegetativa apresentaram niveis superiores de transcritos de IL-23 (Figura 14 C) enquanto 0s
infectados com esporos apresentaram niveis superiores de transcritos de 1L-10 (Figura 14 A)
(p<0,0001). Passadas seis horas de infec¢éo, os macréfagos infectados com C. chauvoei na forma
vegetativa passaram a apresentar niveis de transcritos de IL-12 (Figura 14 B) maiores que 0s
macrofagos infectados com esporos. Esses por sua vez, continuaram com niveis de transcritos de
IL-10 ainda superiores, além de apresentarem um aumento significativo de transcritos de IL-23.

Com o prolongamento da infeccdo, a partir de 12 horas ja ndo foram observadas diferencas
significativas nos niveis de expressdo de transcritos de I1L-10 (Figura 14 A) e IL-12 (Figura 14
B), no entanto houve uma diferenca significativa nos niveis dos transcritos de IL-23 (Figura 14
C) e TGF-beta (Figura 14 D) que foram superiores nos macréfagos infectados com C. chauvoei
na forma vegetativa e esporulada, respectivamente. JA& com 24 horas de infec¢do houve uma
inversdo nos niveis de transcritos de I1L-23, que passou a ser superior nos macrofagos infectados
COm esporos.
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Apesar serem considerados células da imunidade inata e que participam, portanto, como primeira
linha de defesa do organismo frente as infecces, a secrecdo de citocinas por macréfagos tem um
papel importante na modulagdo da imunidade adaptativa. Por isso, o perfil de citocinas produzidas
por essa célula pode contribuir para eliminacdo e/ou persisténcia dos diferentes patdgenos
(MALYSHEV; MALYSHEV, 2015). No presente estudo, macr6fagos bovinos infectados com
esporos de C. chauvoei apresentaram um perfil de transcritos de citocinas anti-inflamatérias que
podem ter contribuido, portanto, para a persisténcia dessa forma bacteriana no interior do
fagocito.

A IL-10 pode inibir uma resposta imune protetora, culminando em baixa producdo de citocinas
pro—inflamatorias por células apresentadoras de antigenos, tais como macrofagos, e favorecer a
sobrevivéncia de patdgenos intracelulares. A sinalizacdo promovida pela TGF-beta nos linfocitos
T demonstrou ser critica para a inibicdo da proliferagdo e diferenciacdo em células efetoras
(REDFORD et al., 2011). Assim, macrofagos que expressem citocinas que inibem a resposta
inflamatdria ao invés de ativa-la favorece a persisténcia dos esporos e sua disseminagdo no
organismo hospedeiro. A transcricdo de citocinas anti-inflamatérias pode ser uma estratégia
bastante interessante nas infecgbes promovidas por C. chauvoei, principalmente na fase em que
0s esporos sdo captados do ambiente e circulam até a musculatura onde permanecem latentes até
que encontrem condi¢des favordveis para germinar e multiplicar.

Ao contrério do observado nas infecgBes com esporos, uma vez internalizadas, as bactérias na
forma vegetativa, levam ao aumento de transcritos de citocinas pré-inflamatérias como IL-12 e
IL-23 (Figura 14 B e C). Esta resposta é reconhecida por favorecer o controle de patdgenos pois
aumenta a capacidade microbicida do macréfago e contribui para a migracdo desses fagdcitos
para o sitio de infeccdo (CHAWLA, 2010). A liberagdo de citocinas pro inflamatorias é essencial
para a eliminacdo de muitos patdgenos e j& foi observada em macréfagos que fagocitaram
proteinas da superficie de células vegetativas de C. difficile (COLLINS et al., 2014) e vesiculas
de membrana secretadas por C. perfringens (JIANG et al., 2015).

Apesar dos agentes do género Clostridium, envolvidos na ocorréncia de mionecroses, serem
produtores de potentes toxinas, que inibem a migracdo de células de defesa para o sitio de infec¢do
e/ou exibem efeito citotoxico sobre as células de defesa (FREY et al., 2012; LOBATO et al.,
2013; FREY; FALQUET, 2015). No comego do processo infeccioso, a producdo desses fatores
de viruléncia pode ser limitada pela pequena populagéo bacteriana presente na leséo. Isso poderia
determinar o insucesso da infeccdo. Assim, a habilidade de sobreviver, ainda que apenas por 48
horas, pode ser bastante importante nos primeiros estagios da doenga, no qual o nimero de
bactérias em relacdo aos fagocitos € relativamente pequeno. Essa caracteristica da bactéria na
forma vegetativa foi considerada particularmente importante para os agentes causadores de
mionecroses clostridiais como C. perfringens (O’BRIEN; MELVILLE, 2000).

No presente estudo, macr6fagos bovinos infectados com C. chauvoei na forma vegetativa
apresentaram um perfil de transcritos de citocinas inflamatérias. Em geral, macréfagos que
exibem uma maior producdo de citocinas inflamatorias sdo mais eficientes na eliminacéo e/ou
controle da multiplicagdo de patégenos (MACEDO et al., 2013). A IL-12, por exemplo, é
reconhecida por promover uma ativacao dos linfdcitos T auxiliares do tipo 1, que promovem a
ativacdo classica dos macrdfagos e ativam os linfocitos T citotdxicos, mecanismos relacionados
com a eliminacdo da infeccdo (HOEBE et al., 2004). A IL-23 também é considerada uma citocina
pro-inflamatoria cuja expresséo pode promover a ativagdo e garantir a sobrevivéncia de linfocitos
Th17, que regulam a imunidade inata, especificamente a inflamacéo, culminando no recrutamento
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e acumulo de neutrdfilos a sitios de infec¢éo aguda e dano tecidual (TCHATALBACHEYV et al.,
2010). O perfil de citocinas demonstrados com esse trabalho corroboram com a miosite
neutrofilica aguda que é frequentemente observada nas patologias envolvendo C. chauvoei
(PIRES et al., 2012).

Apesar da notoria sobrevivéncia de C. chauvoei na forma vegetativa apés internalizacdo por
macréfagos bovinos in vitro, os resultados da infeccdo natural sdo dificeis de serem previstos
devido a producdo de toxinas por C. chauvoei. A presenca de IL-12 e IL-23 poderia determinar a
morte das bactérias fagocitadas devido a modulagdo do sistema imunoldgico por essas citocinas.
Desta forma, a infeccdo de macrdfagos por células vegetativas pode induzir uma resposta
inflamatdria do hospedeiro associado a lesdes musculares causadas por toxinas C. chauvoei no
carbunculo sintomético. Além disso, possivelmente, os macréfagos infectados com C. chauvoei
na forma vegetativa deflagrariam uma resposta imune adaptativa celular. Embora a reposta
imunoldgica efetora contra Clostridium sp. seja tida como exclusivamente humoral, uma vez que
essas bactérias sejam fagocitadas, ndo é surpreendente que assim como a resposta a outros
patdgenos intracelulares, o sistema imunolégico se programe para desenvolver uma reposta imune
celular. No entanto, C. chauvoei, em condicGes de anaerobiose, produz diversas toxinas que
podem restringir 0 acesso das células inflamatorias, bem como matar as células presentes no sitio
de infecgdo (FREY; FALQUET, 2015).

6 CONSIDERACOES FINAIS

C. chauvoei é o agente etiologico do carbunculo sintomatico, uma doenga que tem grande
importancia em medicina veterindria por acometer bovinos submetidos aos mais diversos
sistemas de criacdo em todo 0 mundo. Apesar dos avancos percebidos no entendimento das muitas
doencas que acometem os animais domésticos, C. chauvoei e o carbnculo sintomético continuam
sendo pouco compreendidos, havendo poucos estudos cujo foco seja 0 agente e seus mecanismos
de viruléncia. Diante do exposto o presente trabalho, além de pioneiro, contribui de maneira
significativa com a melhor compreensao do agente.

Os resultados aqui demonstrados sdo as primeiras evidéncias de que C. chauvoei, apesar de ser
um microrganismo anaerobio estrito, é capaz de sobreviver ap0s internalizacdo por macréfagos
murinos da linhagem RAW 264.7 e por macrofagos derivados de mondcitos periféricos bovinos.
A forma vegetativa de C. chauvoei demonstrou ser menos resistente aos mecanismos
microbicidas dos macrofagos da linhagem RAW 264.7, sendo progressivamente eliminadas até
72 horas de infeccdo. Contudo, durante a infeccdo da linhagem RAW 264.7 com os esporos de C.
chauvoei ndo se observou diminui¢do na quantidade de bactérias internalizadas. A microscopia
eletrénica confirmou a presenca das duas formas bacterianas no interior dos macrofagos, nas
primeiras horas de infec¢do, mas somente esporos foram observados a partir de 48 horas de
infecgcdo. As bactérias internalizadas estavam delimitadas por dupla membrana, indicando que as
bactérias internalizadas ndo tem acesso ao citoplasma. Essas evidéncias, demonstram quem
embora ambas as formas bacterianas ndo sejam prontamente eliminadas pelos macréfagos, o
esporo € a principal forma de resisténcia. A sobrevivéncia dos esporos, garantiria que 0 mesmo
pudesse ser carreado para regides do corpo do animal diferentes de onde foi fagocitados,
permanecendo viaveis e, por isso, potencialmente infectantes, corroborando com a explicacdo
corrente sobre a ocorréncia do carbdnculo sintomatico.
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Este também foi o primeiro estudo que demonstrou que uma bactéria do género Clostridium é
capaz de resistir aos mecanismos microbicidas de macrofagos bovinos obtidos por cultivo
primario. Além disso, dentre os estudos de cinética de infeccdo com bactérias deste género, este
é 0 Unico que avaliou o perfil de transcritos de citocinas. Constatou-se que ambas as formas
bacterianas de C. chauvoei resistem aos mecanismos microbicidas dos macr6fagos bovinos.
Contudo, os macr6fagos bovinos infectados com a forma vegetativa apresentam niveis mais
elevados de transcritos de citocinas inflamatérias, enquanto os infectados com esporos
apresentam de citocinas anti-inflamatdria. Assim, os macréfagos infectados com bactérias na
forma vegetativa poderiam resultar em ativacdo dos macréfagos. Ao contrério, aqueles infectados
com a forma esporulada seriam menos efetivos na eliminacdo do patégeno infectante,
contribuindo para a sobrevivéncia do agente e dissemina¢do do mesmo.
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