Jordana Almeida Santana

Infeccéo experimental intravaginal de camundongos BALB/c com
Campylobacter fetus subsp. venerealis

Dissertagdo apresentada a UFMG, como requisito
parcial para obtencdo do grau de Mestre em Ciéncia
Animal.

Area de concentracdo: Medicina Veterinaria
Preventiva

Orientador: Prof. Andrey Pereira Lage

Coorientadores: Dr2 Telma Maria Alves
Prof. VVasco Azevedo

Belo Horizonte
UFMG - EV
2012



Santana, Jordana Almeida, 1987-

S232i Infec¢do experimental intravaginal de camundongos BALB/c com Campylobacter fetus
subsp. veneralis / Jordana Almeida Santana. —2012.
42 p. :il.

Orientador: Andrey Pereira Lage
Coorientadores: Telma Maria Alves, Vasco Azevedo

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais. Escola de Veterinéria
Inclui bibliografia

1. Bovino — Doengas — Teses. 2. Campylobacter fetus — Teses. 3. Camundongo como
animal de laboratorio — Teses. 4. Infecgdes por Campylobacter — Teses. 5. Infecgdo
experimental — Teses. 1. Lage, Andrey Pereira. II. Alves, Telma Maria. IIl. Azevedo, Vasco.
IV. Universidade Federal de Minas Gerais. Escola de Veterinaria. V. Titulo.

CDD - 636.089 693 6




Dissertacdo defendida e aprovada em 10 de fevereiro de 2012, pela Comisséao
Examinadora constituida por:

) P

7?9/ Andrey Pereira Lage
Presidente

/M/&é[é{’/g’ o

Profa. Ana Paula Reinato Stynen

»»/z’o(é Uy Y -

Prof2. Dulciene Maria de Magalhies Queiroz







Dedico este trabalho & mamée por nossa vitoria
e as amigas do LBA por nossa conquista.



“A satisfacdo estd no esforco e ndo apenas na realizacéo final.”
Mahatma Gandhi



AGRADECIMENTOS

Agradeco, antes de tudo, a Deus. Sem Ele seria impossivel acreditar nos meus sonhos e seguir em
frente.

Agradeco a mamae, meu exemplo, por acreditar em mim mais que eu mesma, e me mostrar desde
crianga que a conquista é fruto de muito esforgo e perseveranca.

Agradeco ao papai pelo carinho, companheirismo e saudade com a qual ele sempre me recebe nas
minhas poucas idas a Sacramento.

Agradeco aos meus avos, que embora morem longe, estdo comigo sempre! Eu morro, morro,
morro de saudade!

Agradeco ao Tio Ruy, a Tia Nise, a Tia Rally, ao Tio Z¢, a Mara, a Adriana, a Alessandra e ao
Ryan por todo o amor e carinho com que me receberam em BH.

Agradeco a UFMG e todo o pessoal que trabalha aqui por serem tdo acolhedores e dispostos a
ajudar.

Agradeco ao Prof. Andrey por participar do meu crescimento profissional e pessoal ao me dar a
oportunidade de fazer parte do seu grupo. Obrigada pela confianca, amizade e orientacao.

Agradeco ao Prof. Marcos, que para mim € um anjo, por todo amparo, paciéncia, compreensao,
amizade, direcionamento e confianga.

Agradeco a prof. Tatiane pela paciéncia e grande contribuicdo com a parte histopatol6gica deste
trabalho.

Agradec¢o a minha co-orientadora Telma, mais conhecida como a minha segunda mae, por estar
ao meu lado sempre, por me fazer acreditar em mim mesma, por vibrar comigo a cada etapa
cumprida do meu experimento, por confiar em mim e por ser tdo especial.

Agradeco a Ana Paula por ter alegrado meus dias tristes, por ter me ajudado tanto no experimento,
ter me ensinado coisas para a profissdo e para a vida e, principalmente, por querer meu bem.

Agradeco a Ju, que eu tenho certeza que é um anjo, por sempre estar perto quando estou muito
encrencada, por me acalmar em todos os aspectos, por fazer eu ver o lado bom das coisas e por
me ensinar que nada acontece por acaso.

Agradeco a Giovanna (Ladris) por ser uma das amigas mais engragadas que eu tenho, por me
fazer rir o tempo todo, por se preocupar comigo, por confiar em mim e estar sempre disposta a
me ajudar.

Agradeco a Elaine por sempre me apoiar, me escutar na hora do desespero, se dispor a me ajudar
em todos 0s momentos e tentar me ensinar a usar mais a razao, ao invés da emog&o.

Agradeco ao Danilo pelo companheirismo, pela paciéncia com tantas mulheres juntas e pelo pdo
de queijo 6timo que ele faz.

Agradeco a minha familia de BH, meus amigos que estardo sempre no meu cora¢do: Bruno,
Aninha, Eriquita, Fernandinha, Gabriel, Val e Artus. Sem 0 apoio, a compreensdo e a amizade de
VOCés, eu ndo teria conseguido.

A todos que participaram dos momentos inesqueciveis que passei nestes dois anos.

Muito obrigada!!!



SUMARIO

RESUMO ...ttt e s et b e te st et et et e seeseebeeseetestesse s e senennnareas 11
ABSTRACT .ttt b bbb bRttt b bbbt eene e 11
O [N 200 510070 JE T 12
2. BIBLIOGRAFIA CONSULTADA ...ttt bbb 12
2.1 CAMPILOBACTERIOSE GENITAL BOVINA .....cooiiie e 12
2.2 METODOS DE DIAGNOSTICO DA CGB......oovcvcveecisee e senae s 13
2.3 EXPERIMENTAGCAO ANIMAL ......oovviieirieieeseseseeseeseesee s sesiss s ssssssessessesseesen s sensens 15
B HIPOTESE ...ttt sttt sttt 17
O @ TS N | 1 VOSSPSR 17
5. MATERIAL E METODOS........cooiieiiieeiceiiee et ss s es st sas st sases s snnens 17
5.1 AMOSTRA DE C. fetus SUBSP. venerealis P3...........cccooveiiiiiiiienniiese e 17
5.2 CONDICOES DE CULTIVO DA AMOSTRA DE C. fetus SUBSP. venerealis P3 .......... 17
5.3 DESENHO EXPERIMENTAL ..ottt sttt 17
5.4 ANIMALS ..ottt bbbt b e bbbt ans 18
5.5 PESQUISA PARA C. fetus SUBSP. venerealis EM CAMUNDONGOS BALB/C............ 18
5.6 INOCULAGCAO EXPERIMENTAL ....ooiveiirieieiieeteeeseseeeeesesessee s siesessesessesseses s snesnens 19
5.7 LAVADOS VAGINALIS ..ottt sttt sttt 19
5.8 EUTANASIA E COLETA DO TRATO GENITAL ...oovuvvieereeceereee e 19
5.9 ISOLAMENTO ...ttt ettt et et et eese e b et e sne st et e e e s eneeneann 19
5.10 IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA .....cooviiiieieieiireieesessiesisssesssssesesssssessssses s sensons 20
5.11 IMUNOISTOQUIMICA .......ooeieeeeetieeeeee ettt 20
5.12 HISTOPATOLOGIA ..ottt a bbbt eneans 21
5.12.1 Determinac@o da fase de CiCIO Stral..........cvecveverieriieeeeeeeee e 21
5.12.2 Avaliagado hiStOPatOIOQICA .......cveueeeirrierieierieieietee ettt a e enas 21
5.13 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA .......cooouieeeeeeeeeeeeee e, 21
5.14 ANIMAIS POSITIVOS PARA A INFECCAO POR C. fetus SUBSP. venerealis .......... 22
6. RESULTADOS ...ttt st e et e et e e s te e e saa e e sabe e e staeesnteeennees 22
6.1 ANIMAIS POSITIVOS PARA INFEC(;AO POR C. fetus SUBSP. venerealis.................. 22
6.2 ANIMAIS POSITIVOS PARA A INFECCAO POR C. fetus SUBSP. venerealis NO
ISOLAMENTO ...ttt ettt sttt e sttt e et st et e st et et eneeneane e 23
6.3 ANIMAIS POSITIVOS PARA A INFEC(;AO POR C. fetus SUBSP. venerealis NA IFD23
6.3.1 IFD das amostras isoladas de C. fetus subsp. venerealis ...........cccoceevervecierenieceseeienns 23
6.3.2 IFD das amostras do Meio TEM .......ccociiiiirinineseneeeeeee et 23
6.3.3 IFD do esfregaco do tecido vaginal em Iamina...........ccceeeevirieiineeseseeeereseee e 23
6.4 ANIMAIS POSITIVOS PARA A INFECCAO POR C. fetus SUBSP. venerealis NA IHQ
................................................................................................................................................... 24
6.5 HISTOPATOLOGIA ...ttt et s e et e e ateeearee s 25
6.5.1 Influéncia das fases do ciclo estral durante a inoculagdo no estabelecimento da infeccdo e
na recuperacao de isolados de C. fetus subsp. VENErealis .........cccovvvevereeveenieiereseee e 25
6.5.2 Influéncia das fases do ciclo estral durante a eutanasia na observacdo de alteragdes
histopatoldgicas e na recuperacdo de isolados de C. fetus subsp. venerealis............cccccevenenenee. 27
6.5.3 Alteracdes histopatoldgicas e recuperacdo de amostras isoladas de C. fetus subsp.
venerealis em um periodo de 7 dias de INfECCAD........ccueieieiriitirieieeeeeee e 29
6.6 VISUALIZACAO DO C. fetus SUBSP. venerealis POR MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA ... .ottt ettt eneebesnenaesae st et e e enennennens 29



7. DISCUSSAO ...ttt s e 30

8. CONCLpSAO ......................... PP 36
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 36
LISTA DE TABELAS
Tabela 1 - Escore de vaginite para avaliacao histopatoldgica........c.ccvvvevieviiiecvieiiisiiese e, 21

Tabela 2 - Animais infectados por C. fetus subsp. venerealis durante a avaliacdo experimental 22

Tabela 3 - Animais detectados como positivos no isolamento de C. fetus subsp. venerealis por dia
ANALISAUO. ..ot et h et R Rt bR bbbt neene e 23

Tabela 4 - Porcentagem de animais infectados por C. fetus subsp. venerealis diagnosticados como
positivos em cada método de diagndstico utilizado N0 eStUdO............cvrvireiieiireisce e 25

Tabela 5 — Estimativa das fases do ciclo estral em que os animais positivos para a infeccéo por C.
fetus subsp. venerealis foram iNOCUIAAOS............cccviieie i s 26

Tabela 6 - Provaveis fases do ciclo estral em que 0s animais positivos no isolamento de C. fetus
subsp. venerealis foram iNOCUIATOS ..........ccooveiiriiiie e 27

Tabela 7 - Escore de vaginite e porcentagem de isolamento de acordo com a fase do ciclo estral
estimada durante @ BULANASIA ..........ccueieeiiieiiie ettt neere e 27

Tabela 8 - Escore de vaginite e porcentagem de isolamento de acordo com dia pos- infecgdo.. 29



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Desenho experimental indicando todas as etapas realizadas durante os 7 dias avaliados
para a infeccdo por C. fetus subsp. venerealis P3. ... 18

Figura 2 - Amostras de C. fetus subsp. venerealis detectadas em uma fémea de camundongo
BALB/c experimentalmente infectada, com 2 dias pés-inoculacao, pela técnica de IFD........... 24

Figura 3 - Histologia vaginal de camundongos BALB/c fémeas em diferentes fases do ciclo estral
..................................................................................................................................................... 26

Figura 4 - Histologia vaginal de camundongos BALB/c fémeas infectadas por C. fetus
subsp.venerealis em diferentes fases do CiClo eStral ...........ccovvvviieii v 28

Figura 5 - Eletromicrografia de varredura de corno uterino de camundongo BALB/c apds 9 dias
de infeccdo por C. fetus SUDSP. VENEIEANIS..........cceiviiiiiiiiie e 30

10



RESUMO

A campilobacteriose genital bovina (CGB) é uma doenca venérea de grande importancia
para a pecudria mundial. Apesar de relevante, poucas sdo as informacdes a respeito de sua
patogenia e resposta imunoldgica do animal, o que poderia ser demonstrado através de um modelo
de infeccdo experimental em um animal de laboratorio. O objetivo deste estudo foi infectar
camundongos BALB/c com Campylobacter fetus subsp. venerealis por via intravaginal e
estabelecer um modelo animal para permitir estudos deste microrganismo. Camundongos
BALB/c foram inoculados, via intravaginal, com C. fetus subsp. venerealis, e a infeccdo foi
avaliada por 7 dias. Durante este periodo, diariamente, foram coletados lavados vaginais para a
realizacdo das técnicas de isolamento e Imunofluorescéncia direta (IFD) com o intuito de se
identificar a bactéria. Apos a eutanasia dos animais, o trato genital foi coletado para a realizagao
das técnicas de Imunoistoquimica (IHQ), Hematoxilina e Eosina (HE) e IFD do esfregaco do
tecido vaginal em lamina. Foi observado que camundongos BALB/c sdo infectados por C. fetus
subsp. venerealis, por via intravaginal, em qualquer estagio do ciclo estral sem a necessidade de
imunossupressdo ou modificacdo do ciclo, permanecendo na vagina destes animais por até 7 dias
apos a inoculacéo experimental, o que permite concluir que o camundongo BALB/c pode ser
usado como modelo de infeccdo experimental para estudos sobre o C. fetus subsp. venerealis.

Palavras-chave: campilobacteriose genital bovina; infeccdo experimental; C. fetus subsp.
venerealis; camundongos BALB/c.

ABSTRACT

The bovine genital campylobacteriosis (BGC) is a venereal disease of great importance to the
world's livestock. Despite its relevance, there is little information about its pathogenesis and
animal immune response, which could be demonstrated by a model of experimental infection in
a laboratory animal. The objective of this study was to infect BALB/c mice with Campylobacter
fetus subsp. venerealis, intravaginally, and establish an animal model in which this
microorganism can be studied. BALB/c mice were inoculated intravaginally with C. fetus subsp.
venerealis and infection was assessed by 7 days. During this period, they were collected vaginal
washes for carrying out culture and Direct Immunofluorescence (DIF) techniques to identify the
bacteria. Every day, after euthanasia, the genital tracts were removed and subjected to
Immunohistochemistry (IHC), Hematoxylin and Eosin (HE) and DIF of the vaginal tissue imprint
in slide. It was observed that BALB/c mice are infected by C. fetus subsp. venerealis,
intravaginally, at any stage of estrous cycle without the need of immunosuppression or estrous
cycle modification, remaining in the vagina of these animals for up to 7 days after experimental
inoculation, which allows conclude that the BALB/c mouse can be established as experimental
infection model for studies about C. fetus subsp. venerealis.

Keywords: bovine genital campylobacteriosis, experimental infection, C. fetus subsp. venerealis,
BALB/c mice.
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1. INTRODUCAO

A campilobacteriose genital bovina (CGB) é
uma doenca sexualmente transmissivel,
causada pelo Campylobacter fetus subsp.
venerealis, que contribui com baixos indices
reprodutivos em propriedades de bovinos de
corte e leite.

Apesar dos estudos realizados em torno desta
enfermidade, muito pouco se sabe a respeito
de sua patogénese e dos mecanismos
envolvidos na interacdo entre a bactéria e o
hospedeiro. A complexidade de manejo,
aliada a dificuldade de obtenc&o e o alto custo
de sistemas experimentais envolvendo
bovinos retardam o progresso no campo de
conhecimento da CGB e destaca a
necessidade de novas alternativas que
busquem esclarecer o0s mistérios desta
moléstia.

O desenvolvimento de modelos alternativos
de laboratério tem por finalidade aumentar o
acesso, diminuir os custos e ampliar os
estudos de diversas doencas que afetam
animais considerados complicados de se
estudar. A elaboracdo de um modelo
experimental  representativo da CGB
aumentaria as chances de prevencdo,
tratamento e cura desta doenga, pois
possibilitaria o entendimento dos varios
mecanismos de patogenicidade do C. fetus
subsp. venerealis e da resposta imunoldgica
gue 0 mesmo pode incitar no hospedeiro.

Deste modo, a realizagdo deste trabalho seria
um passo em direcdo a elaboragcdo de um
modelo de infeccdo experimental para se
estudar os mecanismos que medeiam a
colonizacdo do trato genital pelo C. fetus
subsp. venerealis e 0s recursos de protecéo
gue o hospedeiro utiliza contra a infeccéo,
desvendando, assim, os diversos mistérios
ainda obscuros e sem respostas desta
enfermidade que acomete 0 mundo todo.

2. BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

2.1 CAMPILOBACTERIOSE GENITAL
BOVINA

A CGB é uma doenca de carater venéreo que
estd constantemente associada a falhas
reprodutivas nos rebanhos bovinos e,
consequentemente, relacionada a perdas
econbmicas significativas para produtores de
gado de leite e corte (Alves et al., 2011).

Esta enfermidade é causada pelo C. fetus
subsp. venerealis, um bastonete Gram
negativo, espiralado, em forma de virgula,
“S” ou asa de gaivota, que necessita de
atmosfera rica em CO; (10%) e reduzida
concentragdo de O, (5%) para seu
crescimento. Possui um ou dois flagelos
polares, sendo sua motilidade melhor
observada em microscopia de contraste de
fase ou de campo escuro (Vandamme et al.,
1991a).

Este agente etiolégico é responsavel por
repeti¢Bes de cio com intervalos aumentados
e irregulares, intervalos prolongados entre
partos, morte e absorcdo embriondria, abortos
esporadicos, queda na producéo de leite, além
de reacOes inflamatorias do trato genital que
podem levar os animais a infertilidade
temporaria ou permanente (Alves et al.,
2011).

A transmissdo ocorre durante a cépula ou
inseminacéo artificial. O agente pode passar
de um touro infectado ou sémen contaminado
para uma fémea susceptivel, ou de uma fémea
infectada para um macho susceptivel
(Roberts, 1971). Fémites, cama contaminada
e comportamento homossexual entre animais
jovens também podem tornar-se vias de
infeccdo (Lage e Leite, 2000).

A patogenia da doenca ocorre com a
colonizagdo do trato genital da fémea de
forma ascendente, multiplicando-se na
vagina, cérvix, Utero e ovidutos, sendo
normalmente eliminada apds o descanso



sexual (Alves et al., 2011). Nos machos, o
agente ocupa a cavidade prepucial,
infectando as  criptas  prepuciais e
multiplicando-se nas glandulas penianas e na
uretra distal, porém, ndo provoca quaisquer
lesdes ou reacOes inflamatdrias, o que os
tornam assintomaticos, embora abriguem o
microrganismo  durante toda a vida
(Eaglesome e Garcia, 1992).

A manutencéo e a disseminacdo da CGB no
rebanho sdo totalmente dependentes do
manejo reprodutivo da fazenda. Propriedades
que utilizam monta natural, touros mais
velhos ou touros de repasse associados a
inseminacéo artificial s&o mais susceptiveis e
apresentam alta prevaléncia para a doencga
(Pellegrin, 1999) que, quando detectada, j&
trouxe grandes prejuizos ao produtor, uma
vez que os sinais clinicos sdo pouco evidentes
e geralmente percebidos tardiamente (Lage,
2001).

Paises cujo sistema de manejo dominante é a
monta natural possuem alta prevaléncia da
doenca em seus rebanhos. De acordo com
dados da Organizagdo Mundial de Saude
Animal (OIE), a CGB estd amplamente
distribuida pelo mundo, sendo considerado
um problema na Africa do Sul, Argentina
Austrdlia, Canada, Estados Unidos da
Ameérica, Franca, Inglaterra, Nova Zelandia,
dentre outros (OIE, 2005).

No Brasil, um estudo realizado por Pellegrin
(1999) relatou indices de 12,5% a 27% de
infeccdo. Outro trabalho da mesma autora
demonstrou que, no Pantanal Mato-
Grossense, houve prevaléncia de 52,3% de
infeccdo em touros e 89,5% de animais
infectados nas propriedades (Pellegrin et al.,
2002). Esses resultados concordam com
Miranda (2005), que apresentou prevaléncia
de 50,8% de touros infectados provenientes
de rebanhos com mais de 500 animais nos
Estados de Bahia, Goias, Maranhdo, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Para, Parana, Rio Grande do Sul, Rondénia,
Sdo0 Paulo e Tocantins, regifes que

concentram as maiores populaces de
bovinos de corte do pais e que demonstram,
claramente, a distribuicio da CGB no
territério nacional.

Estratégias para reduzir esta ampla
prevaléncia de animais infectados tém sido
elaboradas e estudadas ao longo dos anos. A
vacinacdo pode ser Gtil no combate a doenga,
entretanto, ndo deve ser adotada como Unica
medida profilatica (Fdscolo et al., 2005). A
implementacéo de programas de inseminacao
artificial com segregacéao de animais jovens e
criteriosa avaliacdo dos touros de repasse
também sdo medidas que reduzem a
disseminacdo e facilitam o controle da CGB
(Lage e Leite, 2000). No entanto, sdo
métodos de dificil execucdo em grandes
rebanhos que mantém sistema de criagéo
extensivo, devido as dificuldades
tecnoldgicas e, consequentemente, ao alto
custo de implantagdo e manutencdo. Além
disso, a segregacdo de animais jovens para
formacdo de rebanho livre da doenca é
impraticavel, pois é necessario que haja
segregacdo total de animais sadios de
infectados, ndo sendo possivel ou sendo
economicamente invidvel (Lage, 2001).

2.2 METODOS DE DIAGNOSTICO DA
CGB

O diagndstico da CGB inicia-se com a
avaliacdo do historico da propriedade. A
partir de sinais clinicos como repeti¢fes de
cio frequentes, abortos esporadicos, vacas
vazias no final da estacdo de monta e outros
problemas que caracterizam um baixo
desempenho reprodutivo das fémeas, cria-se
a suspeita da enfermidade no local. Embora
0s sintomas sejam observados nas vacas, 0
teste diagnostico €, preferencialmente,
realizado nos touros, pois além de menor
quantidade, sdo eles os responsaveis pela
transmissé@o no rebanho (Stoessel, 1982).

O material coletado para a realizagcdo dos

testes diagndsticos nos touros é o esmegma,
gue pode ser obtido por raspador ou pipeta de

13



inseminacdo artificial e lavado prepucial
(Genovez et al., 1986; Alves et al., 2011).
Nas vacas, pode ser coletado muco cérvico-
vaginal com pipeta de inseminacdo artificial
ou tampdo absorvente (Hum e Mclnnes,
1993; Stynen et al., 2003; Alves et al., 2011).
O diagnostico também pode ser realizado de
fetos abortados e membranas fetais (Stoessel,
1982; Alves et al., 2011).

A coleta requer um manuseio cuidadoso, pois
a bactéria tem viabilidade limitada quando se
encontra fora do hospedeiro. A alta tensdo de
oxigénio em condi¢des atmosféricas normais
e a grande quantidade de microrganismos
contaminantes podem se tornar obstaculos na
deteccdo de animais infectados durante o
transporte das amostras até o laboratério, pois
a bactéria pode se tornar inviavel ou ser
suprimida por outros microrganismos como
Pseudomonas spp. e Proteus spp. (Dufty,
1967; Dufty e McEntee, 1969; Clark et al.,
1972; Lander, 1990a).

Para minimizar estes problemas e assegurar a
viabilidade do C. fetus subsp. venerealis, 0
material coletado é inoculado imediatamente
em um meio de transporte e enriquecimento
(TEM) que proporciona uma atmosfera
microaerofilica, além de inibir o crescimento
de contaminantes que prejudicam o0
diagnostico laboratorial final (Lander, 1990a;
Alves et al., 2011). Esta seletividade é
resultado da presenca de antimicrobianos e
reagentes que criam uma atmosfera pobre em
oxigénio, impedindo o crescimento de outros
microrganismos e favorecendo o crescimento
de C. fetus subsp. venerealis (Monke et al.,
2002).

De Lisle et al. (1982) relataram que C. fetus
subsp. venerealis sobrevive em meio TEM
por um tempo de 24 horas a 72 horas, a
temperatura ambiente, se o indculo for de 10°
e 10° bactérias, respectivamente, mas o
crescimento € progressivo até 48 horas,
abrandando-se apds este periodo de
incubacéo (Garcia et al., 1984). O meio de
enriguecimento e transporte promove maior

recuperacdo de C. fetus subsp. venerealis,
além de possibilitar um maior tempo para o
transporte das amostras entre fazendas e
laboratorios, aumentando a sensibilidade dos
métodos diagndsticos usados para detectar
animais infectados (Lander, 1990b; Monke et
al., 2002).

A técnica de isolamento, cultura e
identificacdo do C. fetus subsp. venerealis é
reconhecida como prova padrdo no
diagndstico da CGB, pois a recuperacdo da
bactéria indica que o animal esta infectado
(Shepler et al., 1963; Hum et al., 1991).
Entretanto, este método é menos sensivel
guando a bactéria esta inviavel ou suprimida
por contaminantes do meio (Shepler et al.,
1963; Dufty e McEntee, 1969).

Com o intuito de solucionar o problema de
contaminacdo, o isolamento de C. fetus
subsp. venerealis pode ser realizado em meio
seletivo, constituido de &gar Brain Heart
Infusion (BHI) suplementado com 10% de
sangue desfibrinado equino, acrescido de
suplemento seletivo de Skirrow (SKM) para
Campylobacter spp. (Oxoid, Inglaterra). A
utilizacgdo de uma membrana de celulose
(0,45 pm -0,60 pum) por cima do agar com o
intuito de filtrar o meio TEM antes de ser
estriado nas placas também pode reduzir a
contaminacdo (Dufty 1967; Lander, 1990a),
porém, algumas amostras podem conter um
grande numero de contaminantes, que ndo é
reduzido com os antibioticos adicionados ao
agar seletivo, mesmo com a filtragdo em
membrana de celulose (Finlay et al., 1985).
Em ocasifes onde ha baixissima quantidade
de bactérias, 0 método de filtracdo pode
prejudicar ao invés de favorecer a
recuperacdo, pois, embora promova a
reducdo dos contaminantes, pode reduzir
também o nimero de C. fetus subsp.
venerealis presente nas amostras coletadas
(Dufty, 1967; Hum et al., 1994).

A Imunofluorescéncia Direta (IFD) foi

desenvolvida para complementar a técnica
para deteccdo do C. fetus subsp. venerealis
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em animais infectados (Mellick et al., 1965;
Ruckerbauer et al., 1974). E um método
bastante  utilizado em levantamentos
epidemioldgicos (Leite, 1977; Lage et al.,
1997; Pellegrin, 1999), sendo efetivo em
materiais altamente contaminados e, também,
em amostras nao viaveis, as quais podem ser
estocadas a 4°C por varios dias, sem
influéncia na confiabilidade do teste (Dufty,
1967). Estas vantagens levam a IFD a ser
considerada por alguns autores como a
técnica mais sensivel empregada no
diagnostico da CGB, pois ndo sofre
influéncia de contaminantes, nem € inibida
por residuos presentes no material coletado,
como acontece com outros métodos
utilizados para detectar esta enfermidade
(Winter et al., 1997; Philpott, 1968b;
Ruckbauer et al., 1974; Figueiredo et al.,
2002).

Outras técnicas também podem ser usadas
para o diagn6stico da CGB. A
imunoistoquimica (IHQ) é uma delas, e
resume-se a identificacdo de antigenos em
cortes de tecido por meio de anticorpos
especificos. Uma vez que ocorre a ligacao
antigeno-anticorpo, é possivel visualizar uma
reacdo por microscopia de luz, sendo um
método conceitualmente simples, mas que
pode tornar-se complexo quando exige maior
sensibilidade e especificidade (Ramos-Vara,
2005). Na CGB, esta técnica é pouco
utilizada e, geralmente, é aplicada a fetos
abortados, pois € necesséario que o animal
esteja morto para que a mesma seja executada
(Campero et al., 2005).

Em meio a tantos métodos disponiveis,
Lander (1990b) e Schulze et al., (2006)
destacaram a importancia de se utilizar mais
de uma técnica de diagnostico na deteccédo da
CGB, pois o C. fetus subsp. venerealis é uma
bactéria fastidiosa e exigente, de dificil
diagndstico, o que pode encobrir e subestimar
a verdadeira quantidade de animais
infectados. A associacdo de métodos de
diagndstico, como cultura e
imunofluorescéncia direta, por exemplo,

pode aumentar a sensibilidade das provas,
elevando a confiabilidade do diagnoéstico
final da doenga (Schulze et al. 2006).

2.3 EXPERIMENTACAO ANIMAL

A complexidade de manipulacdo aliada a
dificuldade de obtencdo e o alto custo de
sistemas experimentais envolvendo bovinos
ttm levado varios pesquisadores a
desenvolver modelos alternativos  de
laboratério para estudar diversas doengas que
afetam estes animais (Humphrey et al., 1985;
St. Claire et al., 1994; Hook Jr. et al., 1997).

Estudos “in vivo” utilizando pequenos
animais sdo importantes, principalmente,
pelo fato de os mesmos serem proliferos, com
ciclo estral e periodo de gestacéo curtos, além
de serem facilmente manejados, o que influi
fortemente no planejamento e custo/beneficio
de uma pesquisa e representa melhor a
patogenia de uma doenca, assim como 0s
mecanismos de defesa nela envolvidos
(Santos, 2002b; Chorilli et al., 2007).

Doengas reprodutivas semelhantes & CGB,
como a Tricomonose Genital Bovina (TGB),
jatém modelos alternativos de laboratdrio em
camundongos, 0S quais tornam mais
acessiveis os estudos e trabalhos em torno
destas enfermidades (St. Claire et al., 1994;
Hook Jr. et al., 1997).

Os modelos murideos séo os mais utilizados,
pois, como ja citado anteriormente, possuem
ciclo estral de curta duragdo (Spornitz et al.,
1999; Marcondes et al., 2001) e ha algumas
semelhangas na estrutura histologica do
endomeétrio de murideos e bovinos. Apesar de
as placentas serem diferentes (epitéliocorial
nas vacas e hemocorial nos murideos), as
duas espécies compartilham caracteristicas
evolutivas, como a presenca de trofloblasto
invasivo (Leiser e Kaufmann, 1994; Entrican,
2002), o que se torna um fator positivo na
utilizacdo do camundongo como modelo
alternativo para estudos de doencas da
reproducdo que acometem bovinos.
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Entre as linhagens de camundongos, o0s
BALB/c sdo 0s mais susceptiveis a infeccdo
experimental pelo protozoario
Tritrichomonas foetus (Van Andel et al.,
1996; Hook Jr. et al., 1997). Embora sejam
doencas diferentes, a CGB e a TGB, causadas
pelo C. fetus subsp. venerealis e o T. foetus,
respectivamente, apresentam muitas
similaridades clinico-epidemiolégicas
altissimas, com sinais clinicos idénticos tanto
em fémeas, quanto em machos (Ball et al.,
1987), o que permite extrapolar a condicdo de
que os estudos ja realizados com um destes
microrganismos, podem  servir  como
orientag&o para o estudo do outro.

A administragdo prévia de estrogeno
favorece a infeccdo intravaginal por
tricomoniades em camundongos (McGrory et
al., 1994). Entretanto, este hormonio pode
limitar 0 uso do modelo laboratorial em
estudos imunoldgicos, pois o estrogeno
influencia a resposta imunolégica no trato
reprodutivo de fémeas (St. Claire et al.,
1994). Pode haver aumento dos niveis de
anticorpos no Utero e diminuicdo na vagina
(Wira e Sandoe, 1987), além de efeitos
colaterais como  descargas  vaginais
purulentas que podem inibir a colonizagéo do
trato genital devido a grande quantidade de
muco, e abscessos perivulvares que podem
ser confundidos com lesBes causadas pelo
microrganismo (Rutkowski e Harmsen,
2007), 0 que sugere gue animais nao
submetidos a tratamento com estrégeno sao
mais adequados como modelos de doencas
reprodutivas (St. Claire et al., 1994; Mutwiri
e Corbeil, 1998; Soto et al., 2005).

Mutwiri e Corbeil (1998) relataram que, em
animais sem tratamento prévio com
estrogeno, a infeccdo por T. foetus também
pode ser estabelecida e mantida. Os autores
também alegam que esses modelos
reproduzem melhor as infec¢es do trato
reprodutivo feminino.

Na maioria dos estudos que envolvem
modelos experimentais de TGB, a infecgéo

dos animais é realizada durante o estro (St.
Claire et al., 1994; Hook et al., 1995; Van
Andel et al., 1996; Hook Jr. et al., 1997; Soto
et al., 2005), pois € a fase em que ocorre a
transmissdo do agente do macho para a fémea
ou vice-versa (Alves et al., 2011). Mutwiri e
Corbeil (1998) demonstraram que ndo ha
relacdo entre o estabelecimento e a
manutencdo da infec¢do por T. foetus e a fase
do ciclo estral em que o animal se encontra,
podendo este, ser infectado em qualquer
estagio do ciclo.

H& estudos que relatam que na fase
progesterdnica do ciclo estral, que abrange
metaestro e diestro, 0s animais podem ser
mais susceptiveis & infeccdo que na fase
estrogénica, composta por proestro e estro
(Singh et al., 1999). Isto porque, durante a
fase progesterdnica ndo ha intensa produgao
de muco, nem extensa cornificagdo das
células epiteliais da vagina como observado
na fase estrogénica (Burgess e McDonald,
1992), justificando, talvez, o motivo do
estabelecimento da infeccéo em
camundongos que ndo estdo no estro
(Burgess e McDonald, 1992; Singh et al.,
1999).

Alguns relatos sobre modelos experimentais
de TGB em camundongos BALB/c fémeas
alegam que a infecgo é estabelecida, mas a
resposta inflamatéria e as alteragdes
histopatoldgicas no trato genital geralmente
sdo ausentes (Van Andel et al., 1996;
Rutkowski e Harmsen, 2007). Alguns autores
sugerem que esta auséncia de lesdes e
alteracdes inflamatorias podem ser devido a
diferencas no trato reprodutivo de
camundongos e bovinos, como microbiota,
pH e condicbes ambientais, que afetam a
habilidade do T. foetus em induzir alteractes
histopatolégicas em murideos (Van AndeL et
al., 1996).

O estudo da interacdo bactéria-hospedeiro é
de fundamental importdncia para o
conhecimento da patogenia da doenca, pois
propicia informagBes para o0 possivel
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desenvolvimento de futuros quimioterapicos,
vacinas e testes diagndsticos. Deste modo,
estabelecer um modelo animal de pequeno
porte para se estudar os mecanismos de
colonizagdo do C. fetus subsp. venerealis “in
vivo” seria um grande passo no campo do
conhecimento da CGB.

3. HIPOTESE

C. fetus subsp. venerealis infecta,
experimentalmente, camundongos BALB/c
por via intravaginal.

4. OBJETIVO

Avaliar a infecgdo por via intravaginal de C.
fetus subsp. venerealis em camundongos
BALBI/c.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 AMOSTRA DE C. fetus SUBSP.
venerealis P3

A amostra de C. fetus subsp. venerealis P3 foi
usada na infeccdo dos camundongos
BALB/c. A amostra de referéncia C. fetus
subsp. venerealis NCTC 10354T foi
inoculada em novilha virgem e, ap6s sete dias
de infeccdo, foi isolada do muco cérvico-
vaginal deste animal a amostra denominada
P1. Subsequentemente, a amostra P1 foi
inoculada na vagina de outra novilha virgem

e, apds nove dias de infec¢do, foi isolada do
Utero deste animal a amostra denominada P2.
Da inoculagdo da amostra P2 em outra
novilha virgem, foi possivel o isolamento, a
partir do muco cérvico-vaginal, 14 dias pos-
infeccdo, da amostra P3, que foi utilizada
neste experimento (Cottorello, 2006; Stynen,
2009).

5.2 CONDICOES DE CULTIVO DA
AMOSTRA DE C. fetus SUBSP. venerealis
P3

A amostra P3 foi cultivada em agar BHI
(Difco, EUA) suplementado com 10% de
sangue desfibrinado equino e mantida a 37°C
sob microaerofilia (5% O, 5% Ha, 10% CO,,
e 80% N_) por 48 horas. A pureza da amostra
foi avaliada pelo método de coloragdo com
Fucsina.

Confirmada a pureza, as bactérias foram
suspensas em tampdo Phosphate-buffered
saline (PBS) pH 7,2, estéril, e a concentracdo
bacteriana foi ajustada em espectrofotdmetro
(ODéoonm) para uma  concentracdo
aproximada de 1 x 10° bactérias em 10 pL de
suspensao.

5.3 DESENHO EXPERIMENTAL
A Figura 1 sumariza a sequéncia de

procedimentos adotados durante todo o
periodo do experimento.
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Lavado vaginal (T-14)
(Pesquisapara C. fetus subsp. venerealis)
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Inoculagdo (T0)
(7 grupos com 10 animaiscada)

PBS esteril
(2 animais por grupo)
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Figura 1 - Desenho experimental indicando todas as etapas realizadas durante os 7 dias avaliados
para a infecgdo por C. fetus subsp. venerealis P3. TEM: Meio de enriquecimento e transporte para
Campylobacter; IFD: Imunofluorescéncia direta; IHQ: Imunoistoquimica; MEV: Microscopia
eletrénica de varredura; HE: Hematoxilina e Eosina.

5.4 ANIMAIS

Setenta fémeas de camundongos da linhagem
BALB/c, com idade de 4 semanas e peso
aproximado de 30 gramas, foram adquiridas
no Centro de Bioterismo do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Os
animais foram alojados em gaiolas no
biotério de experimentacdo animal da Escola
de Veterinaria da UFMG, separados em 7
grupos distintos com 10 animais cada, com
alimentacdo e gua a vontade.

Toda a experimentacdo animal foi realizada
seguindo as boas préaticas de manipulacéo de
animais (ScVC, 1997; AVMA, 2007) e foi
aprovada pelo Comité de FEtica em

Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Minas Gerais (CETEA-UFMG)
sob protocolo n° 180/11 (Anexo 1).

5.5 PESQUISA PARA C. fetus SUBSP.
venerealis EM CAMUNDONGOS BALB/C

Antes da inoculag&o, foi realizada a pesquisa
de C. fetus subsp. venerealis para verificar se
0s animais estavam livres da infeccdo pela
bactéria, pois, embora camundongos nao
sejam infectados naturalmente por C. fetus
subsp. venerealis, esta é uma informacdo
importante para manter a confiabilidade do
experimento.

Deste modo, foi feita antissepsia da area
genital dos camundongos com alcool 70%
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iodado, A&lcool 70% e agua destilada.
Cinguenta microlitros de PBS estéril
acrescidos de 5% de Soro Fetal Bovino (SFB)
(Gibco, EUA) foram introduzidos na vagina
dos animais e, logo apds, aspirados com
auxilio de uma ponteira estéril. O lavado
vaginal de todos os animais foi inoculado em
meio de enriquecimento e transporte para
Campylobacter (TEM) e incubado a 37°C por
48 horas. Apos este periodo, foi repicado em
agar BHI (Difco, EUA) suplementado com
10% de sangue desfibrinado equino e
mantido a 37°C, sob microaerofilia (5% O,
5% Hy, 10% CO,, e 80% N), por 48 horas. A
pesquisa de C. fetus subsp. venerealis foi feita
por IFD para a confirmacdo da auséncia da
infeccdo nos camundongos estudados.

5.6 INOCULACAO EXPERIMENTAL

A inoculagdo experimental foi realizada
guando os animais atingiram 6 semanas de
idade, pela introducdo de uma ponteira estéril
contendo o inéculo na vagina dos
camundongos. Cinquenta e seis animais,
distribuidos igualmente em 7 grupos, foram
inoculados com 10 yL de PBS contendo
1x10° bactérias (P3) e 14 animais, também
distribuidos em 7 grupos, foram inoculados
com 10 L de PBS estéril (grupo controle).

5.7 LAVADOS VAGINAIS

Foram obtidos lavados vaginais, como na
primeira etapa do experimento, de 6 animais
inoculados com C. fetus subsp. venerealis e 2
inoculados com PBS estéril de cada grupo.
Néo foi feito lavado vaginal nos outros 2
camundongos inoculados com a bactéria.
Esses animais foram ‘“reservados” para o
estudo do efeito do procedimento na resposta
inflamatoria.

5.8 EUTANASIA E COLETA DO TRATO
GENITAL

A eutanasia foi realizada pelo método de
deslocamento cervical, seguindo as boas
praticas de manipulacdo de animais (ScVC,

1997; AVMA, 2007), em um grupo por dia,
durante os 7 dias avaliados.

O trato genital de todos os animais foi
retirado assepticamente. Fragmentos foram
coletados para a obtencdo de cortes
histolégicos para as  técnicas de
histopatologia e imunoistoquimica e para a
realizacdo de esfregacos do tecido vaginal
paraa IFD.

Os esfregagos foram feitos pressionando o
tecido da vagina em uma lamina de vidro de
microscopia, seguida de secagem a
temperatura ambiente e fixagdo em acetona a
-20°C.

5.9 ISOLAMENTO

ApoGs a realizagdo dos lavados, 0s mesmos
foram imediatamente transferidos para o
meio TEM (Lander, 1990a) e submetidos a
incubacdo nos tempos de 24 h e 48 h, a 37°C.
Apo6s cada um dos dois tempos de incubagdo
avaliados, aproximadamente 30 pL da parte
superior do meio TEM inoculado com o
lavado foi estriado, com o auxilio de um alca
descartavel estéril, em placas de agar BHI
(Difco, EUA) com 10% de sangue
desfibrinado equino, em placas de agar BHI
(Difco, EUA) com 10% de sangue
desfibrinado equino na presenca de uma
membrana filtrante de celulose (0,45-
0,60um), que logo ap6s a filtragem, este foi
retirado e o filtrado foi estriado e, em placas
de agar BHI (Difco, EUA) com 10% de
sangue equino e suplemento de Skirrow
(Oxoid, Inglaterra) (Skirrow, 1977). As
placas foram incubadas, inicialmente, por 48
horas, a 37°C, sob microaerofilia, entretanto,
algumas permaneceram incubadas por mais
tempo devido ao crescimento fastidioso do C.
fetus subsp. venerealis.

Apds a incubacdo, as amostras cultivadas
foram submetidas a coloracdo com Fucsina.
Agquelas com morfologia semelhante ao C.
fetus subsp. venerealis foram armazenadas a
-20°C para a realizagéo da IFD, com o intuito
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de confirmar o isolamento. As amostras
identificadas como C. fetus subsp. venerealis
foram estocadas a -80°C em caldo Brucella
(Difco, EUA) acrescido de 20% de glicerol
(Merck, Alemanha).

Pequena quantidade da parte superior do
meio TEM, aproximadamente 100 pL, foi
coletada tanto com 24h, quanto com 48h,
centrifugada e submetida a técnica de IFD,
com o intuito de aumentar a probabilidade de
deteccdo de fémeas infectadas ndo
diagnosticadas no isolamento.

5.10 IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA

As amostras obtidas do isolamento direto da
placa de BHI e do meio TEM e os esfregagos
do tecido vaginal em lamina foram
submetidos a técnica de Imunofluorescéncia
Direta (IFD) (Figueiredo et al., 2002).

As amostras foram submetidas a duas
centrifugacdes, sendo a primeira a 600 x g por
10 minutos, obtendo-se um sobrenadante que
foi, entdo, centrifugado a 10.000 x g por 30
minutos. Os sedimentos foram
ressuspendidos em 500 pL de PBS estéril e
dos mesmos foram retiradas aliquotas de 20
WL para preparo dos esfregacos em Iaminas
proprias para IFD. As laminas foram
mantidas a 37°C por 10 minutos para
secagem e, logo apos, foram imersas em
acetona a -20°C para fixacao, por 30 minutos.
Apbs a fixacdo, as ldminas foram incubadas
com o conjugado (IgG de coelho anti-C. fetus
subsp. venerealis conjugado a fluoresceina
usado na diluicdo de 1:2 - Ruckerbauer et al.,
1974) e mantidas em camara Umida por 30
minutos, a 37°C. Ap0s a incubacgdo, as
laminas foram lavadas 3 vezes em PBS por 5
minutos cada, e entdo, montadas com a
laminula em glicerina tamponada (pH 9,5).

Foram utilizados controles positivos, cultivo
de C. fetus subsp. venerealis P3, e controles
negativos, PBS, em todas as laminas.

Os esfregacos foram examinados em
microscopio de fluorescéncia episcopica
(Olympus, CBA) com objetiva de 100X.
Foram consideradas positivas, as amostras
qgue apresentaram bactérias fluorescentes
com morfologia tipica de C. fetus subsp.
venerealis, ou seja, bastonetes finos em
formato de “S”, virgula ou asa de gaivota.

5.11 IMUNOISTOQUIMICA

Ap6s a retirada do trato genital, o0s
fragmentos de tecidos foram fixados em
formalina tamponada neutra a 10% por 24 h,
desidratados em alcool em concentracdo
crescente de 70% a 100%, diafinizados em
xilol e embebidos em parafina.

Cortes de 5 um foram desparafinizados,
hidratados e incubados com proteinase K (50
mg/mL - Sigma, EUA) por 10 minutos a
37°C para a recuperacdo antigénica. Apos
lavagem em PBS, foram novamente
incubados com 3% de peréxido de
hidrogénio, por 20 minutos, para o bloqueio
de peroxidase enddgena. Depois de outra
lavagem em PBS, foram bloqueados para a
ligagdo inespecifica do anticorpo com 0,5%
de leite em p6 desnatado dissolvido em agua
destilada, e incubados a 4°C, durante a noite.
No outro dia, foi realizada a incubagdo com o
anticorpo primario policlonal anti-C. fetus
subsp. venerealis (1:2500), por 1 hora, em
camara Umida, a temperatura ambiente. Os
cortes foram lavados trés vezes em PBS e
incubados com o anticorpo secundario
biotinilado (LSAB+ Kit, DAKO Corporation,
EUA) por 20 minutos. Logo apds, foram
lavados novamente e incubados com o
complexo estreptoavidina-peroxidase
(LSAB+ Kit, DAKO Corporation, CA, EUA)
por 20 minutos em camara Umida, a
temperatura ambiente. A reagdo foi revelada
usando o corante 3-amino-9-etilcarbazol
(AEC - DAKO Corporation, EUA) e os
cortes foram contracorados com
hematoxilina. A localizacdo das bactérias
imunomarcadas foi determinada nos tecidos
avaliados.
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5.12 HISTOPATOLOGIA

Apbés a retirada do trato genital, os
fragmentos de tecidos foram fixados em
formalina tamponada neutra a 10% por 24
horas, desidratados em alcool em
concentracdo crescente de 70% a 100%,
diafinizados em xilol e embebidos em
parafina. Os cortes de 5 um de espessura
foram corados pela técnica rotineira de
hematoxilina e eosina (HE) para avaliagcdo
histologica. Somente vagina e Utero foram
analisados em todos os animais avaliados.

5.12.1 Determinagéo da fase de ciclo estral

Inicialmente, foi determinada a fase do ciclo
estral na qual os animais estavam quando
foram sacrificados e, a partir dai, foi estimada
a fase em que os mesmos foram inoculados.
O periodo total do ciclo estral de
camundongos compreende 4 dias, sendo uma
fase por dia (proestro, estro, metaestro e
diestro). Assim, para determinar a provavel
fase de inoculacdo de cada animal, foi
utilizada a seguinte férmula:

FI = FE — dias pos-inoculagdo (fases)

em que FI representa a fase do ciclo estral em
gue 0s animais estavam no momento da
inoculacdo e FE representa a fase em que 0s
animais estavam no momento da eutanasia
(FE).

As quatro fases foram determinadas através
de caracteristicas como a espessura e 0
nimero de camadas do epitélio, além da
presenca e quantidade de células mucosas,
queratina ou células inflamatorias no epitélio
ou no lamen vaginal (Snell, 1941). Séo elas:
proestro, caracterizado por muitas camadas
de células epiteliais e mucosas, sem a
presenca de leucocitos; estro, caracterizado
por muitas camadas de células, além da
grossa camada cornificada superficial, sem a
presenca de  leucdcitos;  metaestro,
caracterizado pela descamacdo da camada
cornificada e aparecimento de leucdcitos no
epitélio e lumen vaginal; diestro,
caracterizado por finas camadas de células
epiteliais, sem cornificagcdo, com leucdcitos

intraepiteliais e no lumen da vagina (Snell,
1941).

5.12.2 Avaliagdo histopatoldgica

A avaliacdo histopatolégica foi baseada no
escore de vaginite, ou seja, nas alteracdes
inflamatdrias predominantes observadas na
mucosa  vaginal  caracterizadas  por
microabscessos multifocais intraepiteliais ou
superficiais e leucdcitos no limen vaginal
(Tabela 1).

Tabela 1 — Escore de vaginite para avaliacéo
histopatoldgica
Escore Alteracéo inflamatdéria

0 Sem alteracdes inflamatérias
1 Discreta

2 Moderada

3 Intensa

A presenca destas alteragdes durante as fases
de metaestro e diestro foi considerada normal
conforme descrito para histologia vaginal de
camundongos, pois sdo estdgios em que
células inflamatorias relacionadas a fisiologia
do animal sdo encontradas (Snell, 1941).

5.13 MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA

Apls 7 dias de experimento, um animal
inoculado com C. fetus subsp. venerealis foi
mantido por até 9 dias ap6s a inoculagdo.
Ap0s ser sacrificado, seu trato genital foi
removido e submetido a técnica de
microscopia eletronica de varredura, com 0
intuito de identificar a presenca de bactérias
com morfologia semelhante a do C. fetus
subsp. venerealis no interior do trato genital
da fémea de camundongo BALB/c. Para isto,
o trato genital foi coletado e lavado 10 vezes
em PBS por 2 minutos, para a retirada de
muco presente nas estruturas. Apés a
lavagem, o mesmo foi fixado em
glutaraldeido  (Merck, Alemanha) 4%,
diluido em PBS, por 15 horas, a temperatura
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ambiente. ApGs este periodo, as amostras
foram fixadas, também, em tetréxido de
6smio (Merck, Alemanha) 1%, diluido em
agua, por 2 horas, a temperatura ambiente.
Logo apo6s, o trato genital foi submetido a
desidratacdo em alcool com as seguintes
concentracgdes: 50%, 70%, 80%, 90%, 100%
e 100%, sendo 30 minutos o tempo de cada
etapa. Depois, o corte foi processado no
Centro de Microscopia Eletronica do ICB —
UFMG (CEMEL), onde foi realizada a
secagem ao ponto critico com CO,, utilizando
o aparelho de secagem ao ponto critico
Balzers Union — CPD 020. Apo6s a secagem,
a amostra foi fixada em um suporte de
aluminio (stub) envolvido com uma camada
de cola de prata e deixada em dessecador até
0 dia em que foi realizada a etapa de
metalizacdo. A mesma foi procedida no
Departamento de Fisica — ICEx da UFMG,
onde o trato genital foi recoberto com ouro,
em acessorio para metalizagdo (DSV-203) do
equipamento BAF-300 da Balzers, por 30
segundos. Apds todos estes procedimentos,
as imagens foram capturadas utilizando o
microscopio eletrdnico de varredura Zeiss —
DSM 950 no CEMEL.

5.14 ANIMAIS POSITIVOS PARA A
INFECCAO POR C. fetus SUBSP.
venerealis

Foram considerados positivos para a infeccdo
por C. fetus subsp. venerealis, 0s animais nos
quais a bactéria foi detectada nas técnicas de
isolamento e/ou IFD, que foram os métodos
gue apresentaram maior sensibilidade de
diagnostico da bactéria neste estudo.

6. RESULTADOS

6.1 ANIMAIS POSITIVOS PARA
INFECCAO POR C. fetus SUBSP.
venerealis

Considerando todas as técnicas empregadas
neste  experimento, dos 56 animais
inoculados experimentalmente com C. fetus
subsp. venerealis amostra P3, 46 foram
positivos (82,0%), enquanto 10 foram
considerados negativos (18,0%), pois nao
foram detectados em nenhum método
testado.

A avaliacdo de animais positivos para a
infeccdo por C. fetus subsp. venerealis por dia
analisado esta representada na Tabela 2.

Tabela 2 - Animais infectados por C. fetus subsp. venerealis durante a avaliacdo experimental

Dia Total de animais Positivos Negativos Porcentagem de Positivos
1 8 8 0 100,0%
2 8 5 3 62,5%
3 8 5 3 62,5%
4 8 7 1 87,5%
5 8 7 1 87,5%
6 8 7 1 87,5%
7 8 7 1 87,5%
Total 56 46 10 82,0%
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6.2 ANI~MAIS POSITIVOS PARA A
INFECCAO POR C. fetus SUBSP.
venerealis NO ISOLAMENTO

Ao isolamento, foram detectados 20 animais
positivos ap6s 48 horas de incuba¢do em
meio TEM e 48 horas de incubacdo em agar
sangue e agar sangue com SKM, a 37°C, sob
microaerofilia. Apenas 1 animal, pertencente
ao 2° dia pos-infeccdo, foi considerado
positivo no isolamento ap6s 24 horas de
incubagdo em meio TEM, embora o mesmo
também tenha sido recuperado as 48 horas.

Na Tabela 3, € possivel observar o nimero de
amostras recuperadas no isolamento por dia
analisado, sendo que a maior recuperacao
ocorreu a partir do 4° dia e, 0 5° dia foi aquele
com maior ndmero de amostras isoladas,
lembrando que somente 6 animais de cada
grupo foram submetidos ao lavado vaginal,
portanto, somente 6 animais foram
submetidos ao isolamento.

Tabela 3 - Animais detectados como
positivos no isolamento de C. fetus subsp.
venerealis por dia analisado

Total de

Dia S Isolados  Porcentagem
animais
1 6 2 33,33%
2 6 1 16,66%
3 6 2 33,33%
4 6 4 66,66%
5 6 5 83,33%
6 6 3 50,00%
7 6 3 50,00%
Total 42 20 47,61%

6.3 ANIMAIS POSITIVOS PARA A
INFECCAO POR C. fetus SUBSP.
venerealis NA IFD

6.3.1 IFD das amostras isoladas de C. fetus
subsp. venerealis

Todas as amostras de C. fetus subsp.
venerealis isoladas de camundongos BALB/c

fémeas foram identificadas e confirmadas
pela técnica de IFD.

Como se tratam de coldnias isoladas e ampla
quantidade de bactérias, foi possivel observar
maior fluorescéncia que nos testes feitos com
0 meio TEM ou com a impressdo do tecido
vaginal (Figura 3).

6.3.2 IFD das amostras do meio TEM

A IFD mostrou-se eficaz em identificar o C.
fetus subsp. venerealis no meio de
enriquecimento e transporte (Figura 3). Apds
24 horas de incubacdo no meio TEM, este
método diagnosticou 52,38% de animais
positivos para a infeccdo e, as 48 horas, foram
detectados 66,66%, 0 que ja era esperado
devido ao maior tempo para multiplicacéo e
identificacdo da bactéria.

6.3.3 IFD do esfregaco do tecido vaginal em
lamina

A IFD do esfregaco do tecido vaginal
detectou 73,21% de animais infectados,
sendo a técnica mais sensivel observada neste
estudo. Assim como a IFD realizada das
colbnias isoladas de C. fetus subsp.
venerealis, a IFD do esfregaco do tecido
vaginal também confirmou a infeccdo em
todos os animais que foram positivos no
isolamento, s6 que ao invés do lavado, a
bactéria foi identificada no perimetro do
tecido vaginal (Figura 2).



Figura 2 - Amostras de C. fetus subsp. venerealis detectadas em uma fémea de
camundongo BALB/c experimentalmente infectada, com 2 dias p6s-inoculago,
pela técnica de IFD (A-D, Aumento: 100x). As setas apontam C. fetus subsp.
venerealis. Amostra isolada (A); Amostra detectada em meio TEM com 24 horas
de incubacdo (B); Amostra detectada em meio TEM com 48 horas de incubagéo
(C); Amostra detectada na impressao do tecido vaginal (D).

6.4 ANIMAIS POSITIVOS PARA A
INFECCAO POR C. fetus SUBSP.
venerealis NA IHQ

A IHQ detectou 39,28% dos animais como
positivos para a infeccdo por C. fetus subsp.
venerealis. N&o foi possivel associar a
localizagdo do agente com as alteracdes
histopatoldgicas descritas, nem com o
isolamento, pois diagnosticou como negativo

a maior parte dos animais que tiveram
amostras isoladas.

Para finalizar, a Tabela 4 tem por objetivo
sumarizar a quantidade e a porcentagem de
animais considerados positivos para a
infeccdo por C. fetus subsp. venerealis em
cada técnica empregada que foi descrita neste
estudo.
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Tabela 4 - Porcentagem de animais infectados por C. fetus subsp. venerealis diagnosticados como positivos
em cada método de diagndstico utilizado no estudo

Teste empregado Positivos Negativos Tofcal Cje Porcen'_cggem de
animais Positivos
Isolamento 24h 1 41 42 2,30%
Isolamento 48h 20 22 42 47,61%
IFD TEM 24h 22 20 42 52,38%
IFD TEM 48h 28 14 42 66,66%
IFD impressao 41 15 56 73,21%
IHQ 22 34 56 39,28%

Foi observado que, das 46 fémeas detectadas
como positivas para a infec¢do, 37 foram
diagnosticadas por mais de um método
(80,5%). Nove animais foram detectados
como positivos por apenas uma técnica de
diagndstico, sendo que destes 9, seis
pertencem aos animais que ndo receberam
lavado vaginal e foram submetidos apenas as
técnicas de IFD do esfregaco do tecido
vaginal e IHQ. Estes 6 animais foram
positivos somente na IFD do esfregago do
tecido vaginal.

Trés animais foram detectados somente na
IFD das amostras do meio TEM apds 48
horas de incubacao.

6.5 HISTOPATOLOGIA

Durante o periodo do experimento, nenhum
animal apresentou qualquer lesdo

macroscopica ou reagao adversa, assim como
na necropsia. A vagina e o Gtero foram os
Orgdos de eleicdo para observacdo de
mudancas histolégicas, embora ndo tenha

sido  observada nenhuma  alteracdo
significativa nos fragmentos de Utero
avaliados.

6.5.1 Influéncia das fases do ciclo estral
durante a inoculacdo no estabelecimento da
infeccdo e na recuperacdo de isolados de C.
fetus subsp. venerealis

Variag6es morfolégicas no epitélio da vagina
foram observadas entre animais de mesmo
grupo e de grupos distintos (Figura 3),
indicando que 0S mesmos se encontravam em
diferentes estagios do ciclo estral apds a
eutanasia. A Tabela 5 detalha as provaveis
fases em que os animais considerados
positivos e negativos foram inoculados.
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Tabela 5 — Estimativa das fases do ciclo estral em que os animais positivos para a infecgdo

Figura 3 - Histologia vaginal de camundongos BALB/c fémeas em
diferentes fases do ciclo estral (A-D, Aumento de 40x). Animal em
proestro, ap6s 2 dias pés-inoculacdo, apresentando muitas camadas de
células epiteliais e mucosas, sem a presenca de leucdcitos (A); animal
em estro, com 4 dias pos-inoculacdo, caracterizado por muitas camadas
de células, além da grossa camada cornificada superficial, sem a
presenca de leucdcitos (B); animal em mestaestro, com 3 dias pos-
inoculacdo, apresentando descamacgdo da camada cornificada (C) e
animal em diestro, com 3 dias pos-inoculagdo, caracterizado por finas
camadas de células epiteliais, sem cornificacdo, com leucdcitos

intraepiteliais e no lumen da vagina (D). Todos os animais citados na
figura pertenciam a grupos controle inoculados com PBS estéril. HE.

por C. fetus subsp. venerealis foram inoculados

Fase do ciclo estral Positivos Negativos
Proestro 10/46 (21%) 4/10 (40%)
Estro 9/46 (20%) 1/10 (10%)
Metaestro 14/46 (30%) 2/10 (20%)
Diestro 13/46 (29%) 3/10 (30%)
Estrogénica (Proestro+estro) 19/46 (41%) 5/10 (50%)
Progesterdnica (Metaestro+diestro) 27146 (59%) 5/10 (50%)
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A maioria dos animais positivos foi
inoculada durante a fase progester6nica
(metaestro/diestro). Os animais negativos
foram inoculados nas fases progesterdnica
ou estrogénica, embora a inocula¢do no
proestro tenha sido a mais frequente.

A Tabela 6 apresenta aqueles animais que,
além de positivos, foram detectados na prova
padrdio de diagnéstico da CGB, o
isolamento, e relaciona 0 mesmo com as
provaveis fases de inoculacdo das fémeas.

Tabela 6 - Provaveis fases do ciclo estral em que os animais positivos no isolamento de C. fetus

subsp. venerealis foram inoculados

Fase do ciclo estral Isolados Porcentagem
Proestro 3/20 15%
Estro 5/20 25%
Metaestro 5/20 25%
Diestro 7/20 35%
Estrogénica (Proestro+estro) 8/20 40%
Progesterénica (Metaestro+diestro) 12/20 60%

Assim como na primeira tabela, o
isolamento  também  obteve  melhor
desempenho quando o0s animais foram
inoculados na fase progesterbnica, com
maior eficacia durante o diestro.

6.5.2 Influéncia das fases do ciclo estral
durante a eutandsia na observacdo de
alteracOes histopatolégicas e na recuperacao
de isolados de C. fetus subsp. venerealis

A avaliacdo histopatoldgica foi baseada no
escore de vaginite que foi avaliado em

funcdo das fases do ciclo estral e dos dias
pos-infeccdo. A Tabela 7 sumariza a reacdo
inflamatdria dos animais de acordo com a
fase do ciclo estral em que se encontravam
durante a eutanasia e, mais uma vez,
relaciona o isolamento aos dados
histopatoldgicos.

Tabela 7 - Escore de vaginite e porcentagem de isolamento de acordo com a fase do ciclo estral

estimada durante a eutanasia

Grupo n Escore vaginite* Isolamento**
Controle negativo 14 0,29 (0,43) NSA
Proestro 19 1,13 40% (6/15)
Estro 14 0,36 45% (5/11)
Metaestro 10 0(1) 62,5% (5/8)
Diestro 13 0,19 (0,73) 30% (3/10)
Estrogénica (Proestro+estro) 33 0,82 42% (11/26)
Progesteronica (Metaestro+diestro) 23 0,11 (0,85) 44% (8/18)

* Escore de vaginite entre parénteses inclui células inflamatérias consideradas fisioldgicas de acordo com fase
do ciclo estral. **Isolamento realizado em 6 animais de cada grupo (dias), 0s outros animais ndo receberam
lavados vaginais, mas foram inoculados com a bactéria (2 animais por grupo). NSA= ndo se aplica



O maior numero de amostras isoladas
também  ocorreu  durante a  fase
progesterdnica, mas desta vez ndo se trata da
fase de inoculacéo e, sim, da fase em que 0s
animais estavam quando foi realizado o
lavado vaginal, logo ap6s a eutanasia. No
metaestro, obteve-se melhor isolamento,
embora seu escore de vaginite tenha sido o
menor de todos 0S outros grupos,

desprezando as células inflamatdrias
consideradas fisioldgicas. Outro resultado
importante foi o alto escore de vaginite na
fase de proestro, pois trata-se de uma fase
com poucas  células inflamatdrias
fisiologicas, podendo denotar lesGes que
podem ser do C. fetus subsp. venerealis
(Figura 4).

Figura 4 - Histologia vaginal de camundongos BALB/c fémeas
infectadas por C. fetus subsp.venerealis em diferentes fases do ciclo
estral (A-D, Aumento de 40x). Animal em metaestro 7 dias pos-
infeccdo, com presenca de microabscessos intraepiteliais e leucdcitos
no limen vaginal (A). Animal em diestro 5 dias pés-infeccdo, com
presenca de microabscessos intraepiteliais na vagina (B). Animal em
proestro 5 dias pods-infeccdo, com presenca de microabscessos
intraepiteliais e leucdcitos no lamen vaginal (C). Animal em estro 4 dias
pos-infeccdo, sem presenca de qualquer reagdo inflamatéria (D). As
reacGes em A e B sdo consideradas normais das fases progesterdnicas

do ciclo estral. HE.



6.5.3  Alteragdes histopatologicas e
recuperacao de amostras isoladas de C. fetus
subsp. venerealis em um periodo de 7 dias de
infecgéo

Em relacdo a analise do escore de vaginite ao
longo dos 7 dias pds-infec¢do, observou-se o

maior valor no 5° dia p6s-infeccdo, dia este
gue também apresentou 0 maior nimero de
amostras isoladas de C. fetus subsp.
venerealis dos camundongos. Entretanto, o
segundo maior escore de vaginite observado
foi no 2° dia que relata a menor taxa de
isolados recuperados (Tabela 8).

Tabela 8 - Escore de vaginite e porcentagem de isolamento de acordo com dia pos-

infeccdo
Grupo N Escore vaginite* Isolamento **
Controle negativo 14 0,29 (0,43) NSA
Dial 8 0,63 33% (2/6)
Dia 2 8 0,88 17% (1/6)
Dia 3 8 0,19 (0,81) 33% (2/6)
Dia 4 8 0,13 (0,5) 67% (4/6)
Dia 5 8 1,19 (1,44) 83% (5/6)
Dia 6 8 0,5 (0,75) 50% (3/6)
Dia7 8 0,13 (0,75) 50% (3/6)

* Escore de vaginite entre parénteses inclui células inflamatérias consideradas fisiologicas de acordo
com fase do ciclo estral. **Isolamento realizado em 6 animais de cada grupo (dias), 0s outros animais
ndo receberam lavados vaginais, mas foram inoculados com a bactéria (2 animais por grupo). NSA=

ndo se aplica.

Os animais controle negativo também
apresentaram suave presenca de vaginite,
com presenca de poucas  células
inflamatorias, embora as mesmas
correspondam a fisiologia do ciclo estral
destes animais.

6.6 VISUALIZA(;AO DO C. fetus SUBSP.
venerealjs POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

Pela microscopia eletrdnica de varredura, foi
possivel observar que o C. fetus subsp.
venerealis estd presente no corno uterino de
camundogos BALB/c aos 9 dias p6s-infeccao
(Figura 5).



7. DISCUSSAO

A CGB é uma doenca que nao dispde de um
modelo animal de laboratério como
alternativa para pesquisas sobre
patogenicidade e resposta imunoldgica, o
que tem atrasado cada vez mais a obtengdo
de respostas sobre 0s mecanismos
envolvidos na patogenia da infeccéo por C.
fetus subsp. venerealis. O presente estudo
demonstrou a infeccdo de camundongos
BALB/c por C. fetus subsp. venerealis por
via intravaginal, a via natural da infec¢do em
bovinos. O estabelecimento de um modelo
animal de infeccdo mimetizando a via
natural em que a mesma ocorre ajudara na
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Figura 5 - Eletromicrografia de varredura de corno uterino de camundongo BALB/c
apos 9 dias de infeccdo por C. fetus subsp. venerealis. As setas indicam a bactéria
(1,12/0,35um). Aumento: 10.000x. Bar = 0,82um

comprensdo dos mecanismos de infecgdo e
manutenc¢do da bactéria no trato genital.

Inicialmente, foi observado que 82,0% das
fémeas foram consideradas positivas para a
infeccdo por C. fetus subsp. venerealis.
Como nao ha estudos anteriores que
descrevam a infeccdo experimental por C.
fetus subsp. venerealis, via intravaginal, em
animais de laboratorio, foi obtida uma
quantidade  considerdvel de  animais
infectados.

O primeiro dia apds a inoculacédo foi aquele
com maior quantidade de animais
infectados. Provavelmente, isto ocorreu pelo



fato de o C. fetus subsp. venerealis estar
iniciando a colonizacdo do trato genital e o
hospedeiro ainda ndo ter produzido uma
resposta suficiente para que houvesse uma
diminuicdo do numero desta bactéria. Se
somente o primeiro dia po6s-inoculacdo
tivesse sido observado, poderia se pensar
gue houve infeccdo, mas ndo colonizacgéo,
ou seja, o C. fetus subsp. venerealis ndo teria
habilidade para permanecer no trato genital.
Entretanto, ndo foi 0 que aconteceu, pois
houve camundongos infectados durante 0s 7
dias avaliados, s6 que em menor quantidade.
Esta diminuicdo, que aconteceu no segundo
e terceiro dia pods-inoculagdo, pode ter
ocorrido devido a alguma resposta do
hospedeiro que resultou na reducdo do
nimero  de  microrganismos, com
consequente redugdo da eficiéncia de
detec¢do pelos métodos disponiveis.

Trabalhos com outros microrganismos,
como T. foetus, ndo relataram a cinética em
periodos curtos, e sim, por varias semanas
(Hook Jr. et al., 1995; Van Andel et al.,
1996; Mutwiri, Corbeil, 1998; Soto et al.,
2005), 0 que ndo permitiu comparag¢fes com
0s resultados aqui apresentados. Entretanto,
¢ importante ressaltar que a avaliacdo do
modelo nos primeiros dias pode ser
importante para se estudarem mecanismos
de imunidade inata, assim como 0 processo
de colonizag&o do trato genital.

O aumento de animais considerados
positivos deu-se a partir do dia 4 e assim
permaneceu até o Ultimo dia de experimento,
0 que indica que o C. fetus subsp. venerealis
colonizou o trato genital do camundongo e
que a infeccdo ndo foi transitora, pois
permaneceu por até 7 dias.

A técnica de isolamento e identificacdo de C.
fetus subsp. venerealis é considerada prova
padrdo no diagndstico da CGB, pois o
reconhecimento do agente etiol6gico ndo
deixa davidas de que o animal esta infectado
(Shepler, Plumer, Faber, 1963; Hum et al.,
1991). Vérias pesquisas em torno da CGB

revelam dificuldade no isolamento do C.
fetus subsp. venerealis principalmente de
material clinico, como lavados prepuciais e
muco cérvico-vaginal, devido a alta
concentracdo de O em condicdes
atmosféricas normais e ao crecimento
progressivo de microrganismos
contaminantes que reduzem a viabilidade da
bactéria (Dufty, 1967; Dufty, McEntee,
1969; Garcia et al., 1984; Lander, 1990a).

Neste estudo houve recuperacdo de 47,61%
de isolados de C. fetus subsp. venerealis
(Tabela 2). Apesar da ocorréncia de
isolamento  inédito de camundongos
BALB/c fémeas experimentalmente
infectados, muitos animais positivos para a
infeccdo ndo tiveram recuperacdo da
bactéria por alguns fatores como condi¢des
atmosféricas normais e presenca de
contaminantes, entre outros, como baixa
quantidade de bactérias recuperadas no
lavado (Dufty, 1967) e influéncia do estagio
do ciclo estral. Todos os isolados foram
obtidos ap6s 48 horas de cultivo em meio
TEM. Apenas um isolado foi recuperado em
24 horas, provavelmente por este animal
possuir maior carga de bactérias no lavado
vaginal que os outros (Winter e Caveney,
1978). Pode ser que apenas 24 horas de
incubacdo ndo foram suficientes para que
houvesse multiplicacdo de bactérias no
lavado vaginal das outras fémeas, cujo
isolamento de C. fetus subsp. venerealis foi
observado somente ap6s 48 horas. Winter e
Caveney (1978), que testaram quantidade de
indculo e tempo de incubacdo do TEM,
relataram que 48 horas é um tempo aceitavel
para um nimero minimo de C. fetus subsp.
venerealis serem cultivados e, entdo,
recuperados no isolamento.

O método de filtragdo em membrana de
celulose (0,45 pm - 60um) também foi
testado durante a etapa de isolamento com o
intuito de diminuir a contaminacdo por
outros microrganismos, mas ndo obteve
sucesso, pois ndo houve crescimento de C.
fetus subsp. venerealis ou de contaminantes.
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Dufty (1967) também utilizou este método e
concordou com os resultados aqui descritos,
alegando que a filtragdo promove alta
reducdo de contaminantes, mas também
diminui muito a carga de Campylobacter,
podendo prejudicar o isolamento.

A obtencdo dos isolados revelou que o C.
fetus subsp. venerealis infecta o trato genital
de camundongos BALB/c fémeas por até 7
dias. Entretanto, outras técnicas de
diagndstico como IFD e IHQ foram
utilizadas para verificar a quantidade total de
animais que realmente foram infectados pela
bactéria, ja que o isolamento foi limitado e
pode ter sido prejudicado por todos os
fatores ja antes citados.

A IFD superou as outras técnicas de
diagndstico empregadas neste estudo. Este
método possibilitou a observacédo de C. fetus
subsp. venerealis no meio TEM nos dois
tempos de incubacéo (52,38% em 24 horas e
66,66% em 48 horas) e nos esfregagos do
tecido vaginal (73,21%), além de, também,
ter confirmado a positividade de todas as
amostras recuperadas no isolamento (100%).

Esta técnica foi desenvolvida e utilizada para
a deteccdio da CGB como método
complementar a cultura (Mellick, Winter e
McEntee, 1965; Ruckerbauer et al., 1974),
pois € efetiva em materiais altamente
contaminados e em amostras que contém
reduzida quantidade de C. fetus subsp.
venerealis, além de possibilitar a
identificacdo do agente quando este ja ndo se
encontra mais viavel (Winter et al., 1967;
Philpott, 1968b; Ruckbauer et al., 1974).
Isto explica a maior sensibilidade da IFD em
detectar C. fetus subsp. venerealis neste
estudo, pois esta técnica ndo sofre
interferéncia de qualquer contaminante ou
residuo como o isolamento, sendo capaz de
identificar uma quantidade maior de animais
positivos (Figueiredo et al., 2002).

A IFD, geralmente, é realizada em lavados
prepuciais e em muco cérvico-vaginal

(Philpott, 1968b). Neste estudo, foi
implantado, também, o esfregaco do tecido
vaginal, ndo observado em outras pesquisas
de CGB em bovinos porque necessita que o
animal esteja morto para sua realizacdo. A
idéia de se pressionar o tecido do trato
genital contra a lamina de vidro visava
conseguir observar todo o perimetro da
vagina e, assim, aumentar a probabilidade de
encontrar a bactéria e confirmar a infeccao.
A técnica foi a grande surpresa deste
trabalho, pois demonstrou eficiéncia e
clareza nos resultados (Figura 2), ao
contrario da IHQ, que também foi um
método utilizado para observacdo da
bactéria diretamente no tecido, mas que nao
obteve sucesso como ferramenta de
diagnostico da CGB no trato genital de
camundongos.

A técnica de IFD, além de ser efetiva na
deteccdo do agente nos hospedeiros
definitivos da doenca, também foi capaz de
identificd-lo em camundongos BALBI/c
fémeas experimentalmente infectadas, o que
a mantém como ferramenta importantissima
nos préximos passos da elaboragdo de um
modelo experimental de infeccdo por C.
fetus subsp. venerealis.

A técnica de IHQ também foi empregada na
pesquisa de C. fetus subsp. venerealis no
tecido do trato genital, com o intuito de
associar a localizacdo do agente com o
isolamento  obtido e as  lesOes
histopatolégicas observadas. Entretanto,
além de pouco sensivel, ndo demonstrou
qualquer relagdo de diagndstico com o
isolamento ou as alteragdes inflamatorias
encontradas nos animais. Estes resultados
contrariam Campero et al. (2005) que
conseguiram isolar C. fetus subsp. venerealis
de todos os fetos bovinos testados e
considerados positivos na IHQ. Entretanto, o
cultivo da bactéria, neste caso, foi realizado
diretamente do tecido e do conteldo
estomacal dos fetos, enquanto que, no estudo
atual, o C. fetus subsp. venerealis foi
cultivado do lavado vaginal das fémeas.
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A realizacdo do lavado vaginal pode ter
prejudicado o desempenho da IHQ, pois
talvez tenha retirado as bactérias que
estavam aderidas as células epiteliais da
vagina. Entretanto, a maior parte dos
animais em que nao foi realizado o lavado
vaginal, foi considerada negativa para a
infeccdo na IHQ, o que leva a crer que esta
técnica ndo é uma ferramenta eficaz na
deteccdo de C. fetus subsp. venerealis em
fémeas de camundongos experimentalmente
infectadas, podendo ser excluida dos
proximos experimentos ou, pelo menos,
realizada em conjunto com outros métodos
diagnosticos.

Neste estudo, 37 das 46 fémeas (80,5%)
foram diagnosticadas positivas para a
infec;do por mais de uma técnica
empregada, seja através dos métodos de
avaliagdo do lavado vaginal ou do tecido do
trato genital. Esta condicdo foi recomendada
por Lander (1990b) e Dufty (1967) ao
citarem que ao menos duas técnicas
deveriam ser utilizadas na deteccdo do C.
fetus subsp. venerealis, j& que se trata de uma
enfermidade com tantas dificuldades de
diagnostico. Hum et al. (1997) também
declararam que a realizacdo de mais de um
teste para deteccdo de C. fetus subsp.
venerealis € uma tatica mais adequada para
a conclusdo de um diagnostico final mais
acurado e confiavel.

E perfeitamente compreensivel o fato de
terem sido obtidas 9 fémeas positivas em
apenas uma técnica, jA que 6 delas
pertenciam aos animais em que nado foi
realizado o lavado vaginal e foram
submetidos apenas ao esfregago do tecido
vaginal e & IHQ. Estas 6 fémeas foram
positivas somente no esfregaco do tecido
vaginal que, como ja discutido
anteriormente, demonstrou maior eficacia
que a técnica de IHQ também empregada.
Néo foi encontrada explicacdo para as 3
amostras restantes que foram identificadas
somente na IFD ap0s 48 horas de incubacao.
Talvez este periodo de incubacdo ndo tenha

sido suficiente para que as bactérias destes
animais se multiplicassem o bastante para
serem isoladas ou, pelo menos, detectadas
nos outros métodos utilizados.

A maior parte dos trabalhos sobre modelos
experimentais com infec¢do induzida no
trato genital destaca o estagio de ciclo estral
como fator relevante para estabelecimento e
manutencdo da infeccdo em questdo (Van
Andel et al., 1996; Hook Jr. et al., 1997;
Rutkowski, Harmsen, 2007; Agnew et al.,
2008).

Vacas sdo infectadas naturalmente durante o
estro, pois é a fase em que ocorre a copula e,
consequentemente, a transmissao do C. fetus
subsp. venerealis e outros microrganismos
de transmissdo venérea (Garcia, Eaglesome
e Rigby, 1983; Alves et al., 2011). Assim, 0s
estudos que visam o estabelecimento de
modelos animais de infeccbes venéreas
geralmente estabelecem a sincronizagdo do
estagio do ciclo estral para a fase de estro na
inoculacdo do agente, para que haja maior
mimetizacdo da doenca observada em
bovinos (Hook et al., 1995; Van Andel et al.,
1996; Hook Jr. et al., 1997; Mutwiri e
Corbeil, 1998; Soto et al., 2005; Rutkowski
e Harmsen, 2007; Agnew et al., 2008). No
presente estudo ndo foi feita a sincronizacdo
(Figura 6), o que culminou na grande
diversidade de fases estrais entre animais de
mesmo grupo e grupos distintos (Chorilli,
Michelin e Salgado, 2007), mas possibilitou
a descoberta da infeccdo de camundongos
BALB/c fémeas por C. fetus subsp.
venerealis em todas as fases do ciclo estral,
assim como o isolamento, sem a necessidade
de aplicacbes de estr6geno para que a
infeccdo se estabelecesse, o que tornou o
modelo mais natural.

A maioria dos animais diagnosticados como
positivos para a infecgéo por C. fetus subsp.
venerealis foi inoculada durante as fases
progesterdnicas do ciclo estral, que incluem
0 metaestro e o diestro, enquanto a maioria
dos animais negativos foram inoculados na
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fase de proestro (40%). Singh et al. (1999)
pesquisaram o efeito da progesterona na
adesdo de T. foetus a células epiteliais
vaginais bovinas e concluiram que o
horménio ndo prejudica o estabelecimento
da infeccdo, porque, ao contrario do
estrégeno, ndo inibe a infeccdo devido a alta
producdo de muco e extensa cornificacdo
das células epiteliais observadas durante as
fases estrogénicas. Esse fato pode justificar
0s resultados do presente trabalho, uma vez
gue a maioria dos animais positivos para a
infeccdo por C. fetus subsp. venerealis foi
inoculada durante as fases progesterdnicas
do ciclo estral e, a maior parte dos negativos
foi inoculada em uma fase estrogénica.

As fases estrogénicas podem ter dificultado
a recuperacao de isolados de C. fetus subsp.
venerealis dos camundongos, entretanto, em
trabalhos com T. foetus, o protozoério
geralmente € isolado de todos 0s animais em
todas as fases (Hook et al., 1995; Van Andel
et al., 1996; Hook Jr. et al., 1997; Mutwiri e
Corbeil, 1998; Soto et al., 2005; Rutkowski
e Harmsen, 2007; Agnew et al., 2008).
Mutwiri e Corbeil (1998) conseguiram isolar
T. foetus de todas as fémeas BALBI/c, que
foram tratadas ou ndo com estrogeno,
inoculadas durante os estagios de metaestro
e diestro. Estes autores almejavam descobrir
se o tratamento prévio com estrogeno era
realmente necessario para o estabelecimento
da tricomonose genital bovina em
camundongos, como descrito em outros
trabalhos (St. Claire et al., 1994; Van Andel
et al., 1996) e, se o estagio do ciclo estral
influenciava no estabelecimento da infeccéo.
Assim, chegaram a conclusdo de que o
estrogeno ndo € essencial para promover e
manter a infeccdo e, que o estagio do ciclo
estral no ato da inoculagcdo dos animais ndo
precisa, necessariamente, ser na fase de estro
para que a infeccdo aconteca (Mutwiri e
Corbeil, 1998), o que corrobora com 0s
resultados aqui apresentados.

A sincronizagdo do estagio de ciclo estral, na
maioria das vezes, é realizada por injecdes

ou implantes de estrégeno no animal a ser
infectado. Diversos autores mantém a
constante aplicacdo do horménio para que o0s
animais permanecam na fase de estro
durante todo o procedimento experimental,
alegando que essa pratica é essencial para a
manutencdo da infeccdo intravaginal e a
observacdo de lesGes histopatolégicas, ja
qgue é o periodo em que ha auséncia de
leucécitos no trato genital (Hook et al.,
1995; Hook Jr. et al., 1997; Van Andel et al.,
1996).

Altas e repetidas doses de estrogeno podem
causar efeitos adversos como a inibicdo do
processo de colonizagdo devido ao aumento
da producdo de muco (Rutkowski e
Harmsen, 2007), descargas vaginais e
abscessos perivulvares. 0 que mascara a
resposta imunolégica no trato reprodutivo de
fémeas (Wira e Sandoe, 1987; St. Claire et
al., 1994). Entretanto, é importante salientar
que a sincronizacao da fase de ciclo de todos
0s animais, seja por aplicacdo Unica de
estrogeno (Soto et al., 2005) ou pela
presenga do macho (Chorilli, Michelin e
Salgado, 2007), é adequada, pois facilita o
manejo dos animais, 0 controle das
condicbes ambientais e a observacdo e
organizagdo dos resultados.

Em relacdo as alteracOes histopatoldgicas, o
escore de vaginite, que representa o grau de
reacdo inflamatdria observada, de animais
sacrificados durante o proestro e estro foi
mais alto que nos outros estagios estrais. A
observacao dessas alteragdes
histopatoldgicas em animais infectados pode
indicar a infeccdo pelo C. fetus subsp.
venerealis, ja que as fases proestro e estro
apresentam poucos ou nenhum leucécito em
animais ndo infectados (Snell, 1941).
Entretanto, é dificil afirmar que estas reacdes
sdo atribuidas ao C. fetus subsp. venerealis,
pois as fases com o maior valor de escore de
vaginite foram totalmente contrarias a maior
recuperacdo de isolados, que aconteceu no
metaestro (62,5%). A fase progesterénica,
que pode ter proporcionado maior
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estabelecimento da infeccédo, pode, também,
ter tido alguma relagdo com o maior
isolamento, devido aos mesmos fatores ja
discutidos anteriormente, como auséncia de
muco e células cornificadas no epitélio
(Singh et al., 1999).

Embora tenham sido observadas alteracdes
inflamatérias no epitélio vaginal, as mesmas
foram muito discretas. Alguns estudos
demonstram que podem existir diferencas no
padrdo de lesdes observadas nos modelos
experimentais quando comparadas com a
infeccéo natural. O trabalho de Van Andel et
al. (1996) demonstrou a auséncia de lesdes
na vagina e cérvix dos camundongos
experimentalmente infectados por T. foetus.
Estes autores sugerem que o T. foetus pode
diminuir sua capacidade de induzir vaginite
no camundongo devido as diferencas de pH
vaginal e microbiota do trato genital de
camundongos e bovinos, assim como as
diferencas de condi¢cdes ambientais, o que
também podem ter ocorrido com o C. fetus
subsp. venerealis, levando em conta o baixo
escore de vaginite apresentado na maioria
dos camundongos.

Quanto ao escore de vaginite e os dias de
infeccéo avaliados, houve uma concordancia
entre maior reacdo inflamatéria e maior
isolamento, que ocorreu no dia 5. Isto
contraria a Unica tentativa de criacdo de um
modelo experimental para infeccdo por C.
fetus subsp. venerealis realizado por Walsh,
White e Warnick (1974). Eles ndo obtiveram
sucesso na implantacdo de um modelo em
fémeas de cobaio, atribuindo a falha a
transitoriedade da infeccdo e, também, a
auséncia  de  quaisquer  alteracdes
microscopicas no trato  reprodutivo,
incluindo vagina, cérvix e Utero, durante os
cinco dias em que realizaram o experimento.
Rutkowski e Harmsen (2007) também néo
encontraram qualquer inflamacdo ou dano
tecidual na wvagina de camundongos
estrogenizados e ndo-estrogenizados
infectados experimentalmente com T. foetus
num periodo de quatro dias, o que pode

significar pouco tempo para observacdo de
lesGes histopatologicas no trato genital
destes pequenos animais de laboratério.

Nenhuma lesdo ou alteracdo inflamatoria
significativa foi observada no Utero. Pode ser
que 7 dias seja um periodo curto para que a
bactéria se aloje ou mesmo cause qualquer
alteracdo na vagina e no Utero dos
camundongos, embora Dozsa et al. (1960) e
Corbeil et al. (1975) tenham verificado
mudancas histoldgicas na mucosa uterina de
vacas apos o 5° dia de infecgdo com C. fetus
subsp. venerealis. Por outro lado, no estudo
com cobaios, durante 5 dias pds-infeccéo
ndo foi encontrada qualquer alteragdo no
local (Walsh, White e Warnick, 1974), assim
como em outros trabalhos usando
camundongos como modelo experimental de
tricomonose genital bovina. Apesar de
diagnosticarem a infeccdo, ndo houve
alteracdes histopatoldgicas no Utero até duas
semanas poés-inoculacdo (Van Andel et
al.,1996), o que pode explicar a auséncia de
reacOes e lesdes nos fragmentos de Utero de
todos os animais testados durante os 7 dias
de experimento.

A tentativa de se identificar o C. fetus subsp.
venerealis por microscopia eletronica de
varredura no trato genital das fémeas de
camundongo BALB/c foi bem-sucedida e
possibilitou a observacdo do agente no Utero
aos 9 dias pds-infeccdo, entretanto nenhuma
bactéria foi encontrada na vagina. Esta
situacdo reforca a idéia de que o modelo de
infeccdo experimental por via intravaginal
em camundongo tem potencial para estudos
de colonizacdo em infecgdes cronicas e
agudas, devendo este, ser avaliado por
tempo superior a 9 dias pos-inoculag&o.
Durante os 7 dias avaliados, nenhuma
bactéria foi encontrada no Utero pelas
técnicas aqui empregadas, o0 que pode
significar que ela s6 estara no Utero apds 7
dias de infeccdo ou que as técnicas de
diagnostico ndo foram sensiveis o bastante
para detectar a bactéria neste local, levando
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em conta a auséncia de lesdes até mesmo nas
infecgdes naturais.

A auséncia de experimentos anteriores sobre
modelos de infeccdo experimental com C.
fetus subsp. venerealis por via intravaginal
limita o questionamento e a avaliagdo dos
resultados  descritos  neste  trabalho.
Entretanto, é importante salientar que esta
foi a primeira descricdo de um modelo
animal de laboratério infectado por via
intravaginal que pode ser inoculado em
qualquer fase do ciclo estral, sem a
necessidade de administracdo de horménios
ou imunossupressdo, o que demonstra que a
infeccdo por C. fetus subsp. venerealis em
camundongos por via intravaginal ¢é
possivel.

8. CONCLUSAO

Camundongos BALB/c  foram
infectados por C. fetus subsp. venerealis, por
via intravaginal, em qualquer estagio do
ciclo estral sem a necessidade de
imunossupressdo ou modificagdo do ciclo,
permanecendo na vagina dos animais por até
7 dias ap0s a inoculacao experimental.
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