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RESUMO. A linfadenite caseosa é uma enfermidade que acomete 0s caprinos e ovinos causando
prejuizos econdmicos. E uma doenca infectocontagiosa de ocorréncia mundial, principalmente
nos paises em desenvolvimento, com ocorréncia em todo rebanho brasileiro, especialmente nos
Estados do Nordeste, notadamente na Bahia e em Pernambuco. Apesar de ter uma alta
prevaléncia, a prevencao, o diagnostico e o tratamento s&o negligenciados, aumentando 0s riscos
de contaminagdo entre os rebanhos e consequentemente a diminuicdo da produtividade destes
animais e a qualidade do produto ao consumidor. Alguns métodos de prevencdo estdo sendo
desenvolvidos, utilizando bactérias mortas, vivas ou inativadas, podendo usar ou ndo a techologia
do DNA recombinante. A viruléncia de Corynebacterium pseudotuberculosis, esta associada com
os lipideos da parede celular e a fosfolipase D, bem como a producéo de biofilmes. A produgdo
desses genes de viruléncia aumenta a sobrevivéncia e a multiplicacao do patégeno. O objetivo do
estudo foi abordar nessa revisdo os impactos econdmicos provocados pela Linfadenite Caseosa,
epidemiologia, patogenia e fatores de viruléncia, bem como sinalizar informagfes sobre
diferentes aspectos entre cepas de C. pseudotuberculosis produtoras e ndo produtoras de biofilme,
buscando fornecer subsidios que possam contribuir para o aprimoramento de vacinas e
diagndstico desta enfermidade dos pequenos ruminantes.

Palavras chave: biofilme, Corynebacterium pseudotuberculosis, diagnostico, linfadenite caseosa

Casein lymphadenitis in goats and sheep: Review

ABSTRACT. The caseous lymphadenitis is a disease that affects sheep and goats causing
economic losses. It is a contagious disease of worldwide occurrence, mainly in the developing
countries, occurring in every Brazilian herd, especially in the Northeastern states, notably in Bahia
and Pernambuco. Despite having a high prevalence, prevention, diagnosis and treatment are
neglected, increasing the risk of contamination among the herds and consequently the decrease
of the productivity of these animals and the quality of the product to the consumer. Some
prevention methods are being developed, using dead, alive and inactivated bacteria, which may
or not to use recombinant DNA technology. The virulence of Corynebacterium
pseudotuberculosis is associated with cell wall lipids and phosfolipase D, as well as the
production of biofilms. The production of these virulence genes increases the survival and growth
of the pathogen. The aim of this study was to address in this review the economic impacts of
caseous lymphadenitis, epidemiology, pathogenesis and virulence factors and signaling
information on different aspects of C. pseudotuberculosis strains producing and non-producing
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biofilm, seeking to provide subsidies that may contribute to the improvement of vaccines and
diagnosis of this disease of small ruminants.

Keywords: biofilm, Corynebacterium pseudotuberculosis, diagnostic, casein lymphadenits

Linfadenitis caseosa en caprinos y ovinos: Revision

RESUMEN. La linfadenitis caseosa es una enfermedad que afecta a los caprinos y ovinos, y que
causa perdidas econOmicas. Es una patologia infectocontagiosa de aparicion mundial,
principalmente en los paises en desenvolvimiento, y ocurre en todo el rebafio brasilefio,
especialmente en las provincias del Nordeste, notablemente en Bahia y en Pernambuco. A pesar
de tener una alta prevalencia, el diagnéstico y el tratamiento son ignorados, lo que aumenta el
riesgo de contaminacion entre los rebafios y consecuentemente la diminucion de la productividad
de los animales y la calidad del producto al consumidor. Algunos métodos de prevencion estan
siendo desenvueltos, utilizando bacterias muertas, vivas o inactivadas, logrando usar o no la
tecnologia del DNA recombinante. La virulencia de Corynebacterium pseudotuberculosis, esta
asociada con los lipidos de la pared celular y con la fosfolipases D, asi como la produccién de
biopelicula. La produccion de esos genes de virulencia aumenta la sobrevivencia y la
multiplicacion del patdgeno. El objetivo del estudio fue enfocar en esta revision los impactos
econémicos causados por la linfadenitis caseosa, epidemiologia, patogenia y factores de
virulencia, asi como indicar informaciones sobre diferentes aspectos entre cepas de C.
pseudotuberculosis productoras y no productoras de biopelicula, buscando proporcionar
subsidios que puedan contribuir para mejorar las vacunas y el diagndstico de esta enfermedad de

los pequefios rumiantes.

Palabras clave: biopelicula, Corynebacterium pseudotuberculosis, diagnéstico, linfadenitis caseosa

Introducéo

O agroneg6cio brasileiro € um importante
segmento econdmico, responsavel por grande
parte do Produto Interno Bruto (PIB)
(ANUALPEC, 2018). A caprino e ovinocultura é
uma producdo de expansdo no Brasil nas ultimas
décadas, sendo que no Nordeste concentra 0 maior
rebanho. Todavia, mesmo com este crescimento,
ainda existem diversos problemas, em sua maioria
nutricionais e de manejo sanitario (Jainudeen et
al., 2004; Simplicio et al., 2004).

As enfermidades que acometem 0s caprinos e
ovinos causam prejuizos econémicos, sendo a
Linfadenite Caseosa (LC) um dos principais. Esta
é uma enfermidade contagiosa, cuja caracteristica
mais importante é a presenca de granulomas
cuténeos e viscerais. A distribuicdo mundial desta
doenca, causa graves prejuizos, bem como a
dificuldade do tratamento e a auséncia de vacinas
eficazes, o que justifica a necessidade de estudos
mais aprofundados sobre Corynebacterium
pseudotuberculosis, 0 agente etioldgico desta
doenca (Souza et al., 2011). Essa bactéria é Gram
positiva, ndo formadora de esporos e intracelular
facultativa, com patogenia relacionada a presenca
de genes de viruléncia, principalmente pela

fosfolipase D (PLD) (Hodgson et al., 1992; Meyer
et al., 1992).

A fagocitose é a primeira linha de defesa contra
infeccdo de bactérias intracelulares. Assim, o
fagossomo contendo o patégeno sofre fusdes com
vesiculas endociticas que culminam na juncéo
fagossomo-lisossomo. Nesse sistema de fusdes, 0
transporte vesicular é constituido por varias
proteinas, entre elas as GTPases, enzimas
hidrolases que se ligam e hidrolisam o GTP
(Bhuin & Roy, 2014). As Rabs sdo proteinas,
membros da familia de GTPases, fundamentais
para a fagocitose (Yeo et al., 2015).

A selecdo de proteinas candidatas como alvos
vacinais para a LC € de extrema importancia para
o controle e disseminagdo da doenca (Droppa-
Almeida et al., 2016; Meyer et al., 2002; Vale et
al., 2003). Considerando que poucos antigenos
vacinais sdo conhecidos atualmente, a
caracterizacdo de novos antigenos é essencial para
0 desenvolvimento de novas vacinas ou para 0
imunodiagnostico (Soares et al., 2012). Desta
forma, o presente estudo aborda diferentes
aspectos entre cepas de C. pseudotuberculosis
produtoras e ndo produtoras de biofilme, buscando
fornecer subsidios que possam contribuir para o
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aprimoramento de vacinas e diagnostico desta
enfermidade.

Importancia da caprino e ovinocultura

A caprino-ovinocultura é  amplamente
distribuida em todo o mundo, principalmente em
regibes semiaridas, ja que caprinos e ovinos sao
amplamente adaptados a diferentes climas e
podem ser criados em diferentes sistemas, ja que
em relacdo a outros animais como, por exemplo,
0s bovinos, requerem menos alimentos. No
entanto, a criacdo destes animais ainda €
negligenciada pela politica agricola, como um
importante fator contribuinte para a economia de
subsisténcia rural e da periferia urbana (FAO,
2016). No Brasil esse ramo da pecuéria € de
extrema importancia, principalmente para 0s
pequenos produtores, especialmente na regido do
Nordeste onde o efetivo ultrapassa vinte milhGes
de cabegcas (ANUALPEC, 2018). A principal
atividade da cadeia é a comercializagdo da carne,
que faz parte da cultura gastronémica do
nordestino (Hashimoto et al., 2007; Jainudeen et

2010). Essa melhora produz mais pastagens e
consequentemente 0s caprinos e ovinos tém um
melhor desempenho, contribuindo para o
abastecimento do mercado local e nacional, o que
minimiza as importac6es e aumenta a industria de
transformacdo dos produtos pecuarios, como
processamento do leite e seus derivados, além da
venda de animais vivos (Jainudeen et al., 2004;
Jesus Junior et al., 2010).

O setor vem se fortalecendo e a demanda por

produtos carneos tem incentivado a sua
profissionalizagdo, que ainda tem como
caracteristica a informalidade e o abate

clandestino. Nos Gltimos anos tem ocorrido uma
melhoria na organizagdo na cadeia de producdo
que compreende a criagdo, abate e distribui¢do dos
produtos (ANUALPEC, 2018). A manuteng&o dos
animais em um estado saudavel é um fator
importante para o desenvolvimento sustentavel da
cadeia produtiva. A salde animal é um aspecto
crucial da producdo, que também pode trazer
implicagbes para a salude humana (Pereira &
Vicente, 2013).

al., 2004). Para o agronegocio, a criagdo destes
pequenos ruminantes possui  caracteristicas
peculiares, pois garante indices produtivos em
ambientes muitas vezes indspitos (Sampaio et al.,
2009). Ainda como fator importante para sua
expansdo, apresentam maiores taxas de
sobrevivéncia sob condigdes de seca em relacdo a
outros animais (Renaudeau et al., 2012), bem
como suas taxas reprodutivas com alta frequéncia
de nascimentos multiplos. Como cultura de
subsisténcia, além da carne, a pele e a produgéo de
leite sdo de grande importancia. Assim, sdo
necessarias, cada vez mais, intervencGes que
melhorem a produtividade de ovinos e caprinos
para elevar o padrdo social e econdbmico de
pequenos produtores (Haldar et al., 2014). O
aumento da procura por produtos derivados da
caprino e ovinocultura estd associado a niveis
mais elevados de rendimento disponivel e ao
aumento de sofisticacdo entre os consumidores.
Assim, a seguranga alimentar é um fator
preponderante, bem como a acessibilidade a esses
produtos e a diversidade de alimentos (Liu et al.
2012). Além disso, é importante apontar um outro
aspecto que é a sustentabilidade do setor, que
envolve pequenos produtores no planejamento e
gestdo dos servicos, abrangendo diversos
segmentos, a exemplo da utilizacio do esterco e
urina que podem ser usados para melhorar a
fertilizacdo do solo, aumentando a producdo de
himus (Jainudeen et al., 2004; Jesus Junior et al.,

Assim, para atender um mercado consumidor
cada vez mais exigente, os frigorificos estdo sendo
orientados a implantar varios tipos de controle de
qualidade, estabelecendo diversos sistemas de
monitoramento de desempenho em busca de
carnes cada vez mais saudaveis (Guedes et al.
2012).

Linfadenite Caseosa e seus impactos

A Linfadenite Caseosa (LC), popularmente
conhecida como mal do caroco, cujo patogeno é
Corynebacterium pseudotuberculosis € uma
doenga cronica infecciosa, caracterizada pela
formacg&o de granulomas que afeta especialmente
0S pequenos ruminantes como caprinos e ovinos.
Todavia, é também descrita em outras espécies
animais, como a linfangite ulcerativa dos equinos,
granulomas superficiais em bovinos, suinos,
cervos e animais de laboratdrio. O microrganismo
também ja foi isolado em bufalos como doencga de
pele edematosa, em veados, porco espinho,
Ihamas, camelos (Selim et al., 2016). A LC em
pequenos ruminantes  tem distribuicéo
cosmopolita, com predominéncia em locais de
tradi¢do na caprinocultura como Australia, Africa,
alguns paises da Europa e na América,

principalmente no Brasil (Ibtisam, 2008;
Mahmood et al., 2015; W.illiamson, 2001).
Caracteriza-se por processo inflamatério de

linfonodos, com formagdo de granulomas de
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aspecto caseoso e esbranquicado. A doenca inicia-
se com 0 aumento do volume dos linfonodos, que
com sua evolucdo, tornam-se flutuantes. Os mais
frequentemente acometidos sdo os pré-parotideos
e pré-escapulares, podendo ocorrer granulomas
em linfonodos internos como os mediastinicos,
causando quadros respiratorios como tosse
cronica (Ribeiro, 1997). O contagio envolve pele
e mucosa afetada, seguido pela disseminacdo de
bactérias livres ou dentro de fagécitos, levando a
infecgdo nos ganglios linfaticos e, quando na sua
forma mais agressiva, podem afetar os 6rgdos
internos, principalmente os pulmdes (Seyffert et
al., 2014; Williamson, 2001). Uma vez
estabelecida, a doenga torna-se cronica e persiste
pela vida do animal, disseminando para todo o
rebanho (Baird & Fontaine, 2007). Nos casos
cronicos com lesdes viscerais, 0 animal, apresenta
anemia e hipoproteinemia. Internamente 0s
granulomas sdo encontrados principalmente nos
linfonodos bronquiais e mediastinicos e nos
pulmdes. Estes granulomas podem ser localizados
em qualquer sistema do organismo (Dorella et al.
2006).

A LC ¢é responsavel por perdas econdmicas
significativas na caprino e ovinocultura. Em feiras
e exposicOes, os animais acometidos pela doenca
sdo excluidos de julgamentos e comercializagao.
Esta enfermidade compromete a pele do animal,
chegando a perdas de 40% do seu valor, carcaga e
orgdos internos. Na sua forma visceral ¢é
assintomatica, sendo diagnosticada apenas quando
0s animais séo abatidos, causando condenacédo de
carcacas. Além disso, quando o rebanho possui
grande incidéncia da doenca, 0s animais
apresentam caquexia  progressiva, anemia,
hiperplasia dos linfonodos superficiais e dispneia.
Em ovelhas é comum a disseminacdo para
linfonodos mamarios, causando queda na
producdo leiteira. Ainda nestes animais, esta
infecgdo afeta a producéo de 1, reduz a eficiéncia
reprodutiva com a diminuicdo da taxa de
natalidade, gerando baixa produtividade,
principalmente nos produtores pequenos e com
uso de menor técnica. Dessa forma, além do
significativo prejuizo para a cultura de
subsisténcia, a LC é um problema para a industria
de ovinos e caprinos, pois limita a rentabilidade.
Assim, sd8o de sobremaneira importantes as
medidas de manejo sanitario para melhorar o
controle da doenca e reduzir os elevados
percentuais de prevaléncia, associadas ao
desenvolvimento e aplicacdo de um diagndstico
eficaz e de baixo custo, bem como a producéo de

vacinas também acessiveis, capazes de prevenir e
controlar a doenca em caprinos e ovinos
(Guimarées et al., 2011).

Etiologia e aspectos epidemioldgicos

C. pseudotuberculosis, agente etiologico da
LC, foi descrito por Nocard em 1888, a partir de
um caso de linfagite bovina. Sua nomenclatura
atual foi adotada em 1948, na 6% edicdo do
Bergey’s Manual. Porém anteriormente era
denominada de Corynebacterium ovis. C.
pseudotuberculosis pertence ao grupo CMNR
(Géneros: Corynebacterium/Mycobacterium/
Nocardia/Rhodococcus), patégenos intracelulares
facultativos (Dorella et al., 2006). Sdo bactérias
Gram-positivas pleomorficas, pequenas,
irregulares, que aparecem em formas cocdides,
clavas ou bacilos, imoveis, aerobicas,
fermentativas e ndo formadoras de esporos. Em
esfregacos corados, aparecem isoladas, em
palicadas de células paralelas e em grupos
angulares semelhantes a letras chinesas. Em meio
de cultura agar-sangue apresenta-se em forma de
pequenas colbnias, esbranquicadas rodeadas por
zona estreita de hemdlise completa, medindo 0,5 a
0,6 pum por 1 a 3 um. Sua viruléncia, dentre outras,
esta ligada aos lipideos de sua parede celular e a
producdo de uma exotoxina, a fosfolipase D
(PLD) (Quinn et al., 2005). Esse patdgeno possui
dois bidvares: C. pseudotuberculosis biovar ovis,
agente etioldgico da LC em pequenos ruminantes
e C. pseudotuberculosis biovar equi, que causa
linfagite ulcerativa em equinos, mastite em
bovinos e doenga de pele edematosa em bubalinos
(Baird & Malone, 2010; Selim et al., 2016). A
diferenga entre os dois biovares é demonstrada
através do teste bioquimico de reducdo de nitrato
a nitrito, no qual o biovar equi € nitrato positivo e
0 biovar ovis é nitrato negativo (Dorella et al.
2006). No seu estagio inicial, C.
pseudotuberculosis infecta os macrofagos e
multiplica-se dentro deles. Como é intracelular
facultativa, esta bactéria é capaz de sobreviver e
crescer em macréfagos e de evadir a agdo do
sistema imunitario do hospedeiro. A PLD pode ser
importante neste processo, permitindo que o
organismo permaneca na célula fagocitaria, onde
catalisa a hidroélise dos fosfolipideos da membrana
celular gerando o &cido fosfatidico. A PLD tem
sido associada a uma variedade de fungdes
celulares fisioldgicas, como trafego de proteinas
intracelulares e atividades patoldgicas (Mahankali
et al., 2015; Titball, 1993). A transmisséo desta
doenca acontece no ambiente pelo contato entre
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animais saudaveis e doentes, principalmente
através do exsudato. O contelido permanece ha
vegetacdo, nas instalagdes e no solo por meses
(Riet-Correa et al., 2011). A prevaléncia desta
doenca é estudada em muitos paises
principalmente naqueles que tem a caprinocultura
como subsisténcia. No Egito, para determinar
aspectos epidemiol6gicos associados a LC,
pesquisadores encontraram 33,2% e 10,7% para
ovinos e caprinos, respectivamente (Al-Gaabary et
al., 2010). Estudos realizados no Nordeste do
Brasil mostraram que a LC é a doenca de maior
prevaléncia em caprinos e ovinos (Souza et al.
2011). Para diminuir a incidéncia, Vvarios
programas de controle para a LC j& foram
implantados, porém ha dificuldades na
erradicacdo, principalmente devido a forma
subclinica da doenca, e o tratamento com
antibidticos ndo possuir eficacia. Assim, medidas
profilaticas sdo indicadas, principalmente no
controle da introducdo de animais na propriedade,
bem como medidas sanitérias. O descarte do
animal, ainda é uma estratégia, embora algumas
vezes com grandes perdas devido a alguns animais
serem de boa qualidade genética (Guimardes et al.,
2011).

Algumas vacinas ja estdo sendo desenvolvidas,
utilizando células bacterianas mortas, vivas ou
inativadas, com tox0ides, utilizando ou ndo
adjuvantes (Vale et al., 2003). Recentemente,
vacinas utilizando a tecnologia do DNA
recombinante vém sendo desenvolvidas e tém
demonstrado uma boa eficiéncia, um exemplo é a
vacina produzida com a proteina recombinante
rCP40 associada a saponina como adjuvante
(Droppa-Almeida et al., 2016).

Patogenia e fatores de viruléncia

A viruléncia de C. pseudotuberculosis esta
comprovadamente ligada, como ja mencionado,
aos lipideos de sua parede celular e a PLD. Nos
estagios iniciais de infeccdo, a producdo desses
genes de viruléncia aumenta a sobrevivéncia e a
multiplicacdo do patogeno (Meyer et al., 2002). A
enzima PLD é o principal fator de viruléncia
estudada nas linhagens dessa bactéria. Esta
enzima possui acao de exotoxina glicoprotéica ou
citotoxina capaz de hidrolisar a esfingomielina,
enfraquecendo as membranas celulares e
favorecendo a infec¢do pelo microrganismo. Ela
catalisa a hidrolise da ligacdo fosfodiéster dos
glicerofosfolipideos produzindo &cido fosfatidico
e outras moléculas hidrofilicas como a serina
(Quinnetal., 2011). Além disso, provoca a ruptura

dos eritrocitos ovinos em meios de cultura
suplementados com sangue. Esse efeito
hemolitico da PLD possui sinergismo com a
fosfolipase C de Rhodococcus equi, possibilitando
a confirmacdo do C. pseudotuberculosis pelo teste
de hemdlise sinérgica (teste de CAMP - Quinn et
al. (2011). Muitos estudos sobre a PLD de C.
pseudotuberculosis ja foram realizados, pois é um
fator de viruléncia importante para a
patogenicidade do agente (Hodgson et al., 1992;
Pacheco et al., 2011).

A PLD aumenta a permeabilidade vascular. Os
lipideos estdo ligados a camada de
peptideoglicano, estabilizando a membrana
externa, contribuindo para a sobrevivéncia das
bactérias dentro das células fagociticas do
hospedeiro, como também sdo responsaveis pela
disseminagdo da bactéria na infeccdo primaria,
que comega com inflamacéo local, atingindo os
linfonodos regionais e formagdo de granulomas
(Dorellaetal., 2006; Hodgson et al., 1992). Outros
genes de viruléncia também compbe a
patogenicidade de C. pseudotuberculosis, os
genes fagA (proteina integral de membrana), o
fagB (transportador de enterobactina de ferro), o
fagC (ATP-proteina de ligacdo da membrana
citoplasmatica) e o fagD (Sider6foros-proteina de
ligag&o de ferro) constituem um operon envolvido
em sistemas de absor¢édo de ferro bacterianos que
foi identificado a jusante do gene pld (Billington
et al., 2002; Raynal et al., 2018). O estudo das
ilhas de patogenicidade (PAls) em genomas
bacterianos pode auxiliar na identificacdo de
fatores de viruléncia bacteriana. A presenca desses
fatores em bactérias patogénicas € indicativa de
altas concentracBes de genes de viruléncia, que
pode promover mecanismos de adesdo, invasdo,
colonizacdo e proliferacdo no hospedeiro além da
evasdo do sistema imunol6gico. Sua transmissdo
horizontal indica que os genes de viruléncia
podem contribuir para o aumento da
adaptabilidade das cepas em diferentes
hospedeiros. Esta caracteristica foi demonstrada
pela descoberta de genes com fungdes associadas
a absorcéo de ferro, carbono e magnésio, uma vez
gue esta absorcdo aumenta a sobrevida bacteriana
em condicdes de estresse (Ruiz et al., 2011).

Outros fatores moleculares associados a
viruléncia sdo os transportadores de peptideos
(Opp), que consistem em complexos de
subunidades de proteinas e pertencem a familia
ABC, que utiliza a energia gerada da hidrélise da
adenosina trisfosfato (ATP) para transportar
lipideos, peptideos e sacarideos através da
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membrana plasmatica. Suas fungBes estdo
relacionadas com a captacdo de peptideos
extracelulares, que envolve a nutrigdo e regulagdo
da célula (Moraes et al., 2014; Raynal et al., 2018).

Em bactérias Gram positivas, 0 mecanismo de
comunicacdo celular que regula os fatores de
nutricdo, viruléncia entre outros fatores, sdo
mediados por peptideos sintetizados pela propria
célula e estdo envolvidos no qudérum sensing,
podendo interagir com alguns receptores
intracelulares. Essas interagdes podem favorecer
novos modelos de crescimento bacteriano, como
esporulacdo ou formacdo de biofilmes (Rumjanek
et al., 2004). Além de peptideos, existe uma
grande quantidade de lipideos na parede celular de
C. pseudotuberculosis, estes fatores aumentam a
patogenicidade da bactéria. As lipoproteinas sdo
proteinas ancoradas a membrana por &cidos
graxos ligados a cisteina. Essas substancias
secretadas por C. pseudotuberculosis e a
caracterizacdo das proteinas expressas, tém
mostrado o seu potencial imunogénico e sua
resposta imune ao hospedeiro (Droppa-Almeida et
al., 2016). Além disso, os lipideos de superficie
que sdo importantes para a viruléncia do micro-
organismo. A camada de lipideo protege contra
enzimas proteoliticas presentes no fagolisossomo,
permitindo a disseminacdo do agente nos tecidos
e o desenvolvimento de lesdes granulomatosas
(Bastos et al., 2012).

Entre os lipideos, os &cidos micolicos,
importantes acidos graxos de cadeia longa -
embora em Corynebacterium estes sejam menores
(C22 a C36)- desempenha caracteristicas
importantes, incluindo resisténcia a lesdes
quimicas e desidratacdo, baixa permeabilidade a
drogas, capacidade de formar biofilmes, bem
como a capacidade de persistir no hospedeiro
(Pawelczyk & Kremer, 2014). Conhecer esses
mecanismos de resisténcia é fundamental para o
desenvolvimento de vacinas mais eficientes e kits
de diagnostico. Varias cepas ja foram estudadas, a
exemplo da 1002, cultivada em meio sintético
quimicamente definido (MQD), onde foi
identificado alguns fatores de viruléncia,
incluindo a PLD (Falisse-Poirrier et al., 2006).

Resposta imune a
pseudotuberculosis

Corynebacterium

A infecgéo pelo C. pseudotuberculosis comeca
com a penetragio no hospedeiro, que
normalmente ocorre através da mucosa oral, nasal
e através de feridas cutaneas, e sua disseminacéao

ocorre livremente ou dentro de macrofagos,
através do sistema linfatico aferente aos
linfonodos locais e alguns Orgdos internos e
viscerais. Algumas células sdo carreadas logo
apos a infecgdo, principalmente neutréfilos e
posteriormente por macrofagos. Essas células
fazem parte do mecanismo de acdo da resposta
imune inata, ocorrendo nos primeiros dias da
infeccdo, sinalizacdes para o desenvolvimento da
resposta  adaptativa.  Depois, ocorre 0
desenvolvimento de granuloma e caracterizagéo
da maturacdo e persisténcia do granuloma, que
libera novas bactérias e causa necrose (Bastos et
al., 2012; Pepin et al., 1999).

Os granulomas sdo formas de inflamag&o, no
qual sua formag&o é uma resposta imune inata para
separar substancias insoliveis evitando a
propagacdo para outro local. Eles possuem
resposta linfocitaria associada com a arquitetura e
organizagdo e mostra que as subpopulagdes
presentes desempenham funcdes significativas no
processo da doenca. A polariza¢do de macréfagos
¢ um importante processo na formagdo de
granulomas. Os macrofagos ativados expressam
MHC classe Il, ligando a receptores Toll-like e
IFN- v, promovendo resposta Th1. Os marcadores
de células T, CD4 e CD8, sdo distribuidos pela
camada linfoide. Esse tecido linfoide intracapsular
pode conter elevada proporgdo de linfécitos T e
atipicamente algumas células B, que podem
produzir anticorpos que neutralizam a PLD e os
lipideos citotoxicos (Marino et al., 2015; Walker
etal., 1991).

A imunidade contra C. pseudotuberculosis
envolve respostas imunes celulares e humorais.
Por ser de natureza intracelular facultativa, possui
uma maior resposta imune celular, onde as células
T produzem IFN- v, e outras citocinas importantes
para o controle da infeccdo. Na resposta imune
humoral, observa-se que a partir de 6 a 11 dias de
infeccdo, a producgdo de anticorpos é importante
para evitar a disseminagdo da bactéria, a presenca
de citocinas IFN-y, como resposta primaria é
importante para evitar a propagagéo do agente. A
partir do dia 16 estabelece-se uma forte resposta
secundaria, que diminui entre os dias 42 a 56
(Paule et al., 2003). Alguns fatores de viruléncia,
entre eles a PLD e lipideos citotdxicos, aumentam
a patogenicidade da doenca. As células fagociticas
englobam C. pseudotuberculosis formando o
fagolisossomo. Por ser um patdgeno intracelular
facultativo, algumas bactérias sobrevivem dentro
de macréfagos, ja que algumas células ndo
produzem Oxido nitrico em resposta a0 micro-
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organismo. Essa ndo producdo de oOxido nitrico
pode estar associado a camada lipidica da parede
celular do agente (Stefanska et al., 2010).

Macrofagos

3

O macréfago € uma importante célula do
sistema imunitério, proveniente da linhagem
mieloide do sistema hematopoiético, tendo como
precursor 0 monécito (Geissmann et al., 2010). E
a principal célula do sistema fagocitario
mononuclear e constitui um dos principais
componentes do sistema imune inato contra
micro-organismos, através do reconhecimento de
padrdes moleculares associados ao patdgeno
(PAMPs), que interagem com receptores
especificos (Murray & Wynn, 2011). Quando
ativados apresentam diversas fungdes, como
atividade metabdlica e fagocitica, tendo maior
capacidade de endocitose. Na ativacao, convertem
0 oxigénio em derivados reativos do oxigénio
(ROS), que destroem 0s micro-organismos.

Os macrofagos estdo envolvidos na reparagéo
tecidual, pois quando ativados produzem fatores
de crescimento para fibroblastos e células
endoteliais que participam na remodelagem dos
tecidos, remocdo de células lesadas, estando
envolvidos em todas as fases da resposta imune
(Wynn & Barron, 2010). Os macréfagos
apresentam papel de destague na patogenicidade
da infeccdo por C. pseudotuberculosis,
fornecendo um nicho intracelular para a
sobrevivéncia e multiplicagdo do patdgeno, onde
ocorre a evasao do sistema imune por inibi¢do da
formacdo do fagolisossomo, resultando em
multiplicacdo da bactéria e morte celular. Porém
estudos mostram que a fagocitose do agente pode
variar de acordo com a cepa (Stefanska et al.,
2010). Quando ativados classicamente séo
chamados de M1, participando da resposta imune
Thl. Essa ativagdo pode ocorrer na presenca de
IFN-y, e fator de necrose tumoral (TNF),
estimulando a fagocitose para eliminar o
patégeno. Na ativacdo alternativa, células M2
referem-se a varias formas de macrdfagos, apds
exposicdo a IL-4, IL-13 e 1L-10.

As células M2 produzem citocinas
inflamatorias em menores niveis, secretam
moléculas anti-inflamatorias, como TGF-f,

induzindo resposta imune Th2, diminuindo a
fagocitose e capacidade de eliminar o patégeno
(Jenkins et al., 2011).

Biofilmes

Estudos anteriores demonstram que 0s micro-
organismos tem normalmente uma capacidade de
adesdo em superficies, onde se multiplicam dentro
de uma matriz de autoproducdo composta por
substancias poliméricas extracelulares (EPS), que
sdo constituidas de polissacarideos, proteinas,
lipideos e 4cidos nucléicos, formando seu
ambiente, constituindo o biofilme, esse
desenvolvimento do biofilme é dindmico e
complexo (Xiang et al., 2014). Assim, o biofilme
é um agregado organizado de micro-organismos
dentro de uma matriz polimérica extracelular,
composta parcialmente de proteinas, circundadas
por alguns nutrientes tais como polissacarideos,
minerais importantes e essencialmente 4gua, com
um teor em torno de 97%, que promove o fluxo de
nutrientes (Lu & Collins, 2007).

A maioria dos microrganismos vive dentro de
um ecossistema estruturado por biofilmes e néo
em vida livre. A formacdo de biofilme é um
mecanismo de defesa que assegura a sua
sobrevivéncia em ambientes adversos - séo
amplamente definidos como conjuntos de micro-
organismos — e seus produtos extracelulares
associados a uma interface ligados a superficie
bidtica ou abiotica. A formacgdo de micro colbnias
envoltas por EPS desenvolve-se promovendo uma
agregacdo bacteriana, formando biofilmes com
formas reversiveis e irreversiveis. O biofilme em
C. pseudotuberculosis forma uma matriz
complexa de polissacarideos e outros agregados
gue pode aderir em superficies organicas ou
inorganicas, além de manter a bactéria protegida,
aumentando a sua resisténcia contra agentes
externos (Costerton et al., 1995; Ishida et al.,
2011; Xiang et al., 2014).

Os EPS promovem interagdes intensas,
incluindo comunicagdes de célula-célula e a
formacéo de associagBes sinérgicas. E gerado um
sistema digestivo externo devido a retengdo de
enzimas extracelulares, que sequestra e dissolve
nutrientes em particulas da fase aquosa, que sdo
utilizadas como fonte de nutrientes e energia. A
matriz protege 0s organismos contra a dissecagéo,
cations metdlicos, radiacdo ultravioleta entre
outros (Flemming & Wingender, 2010). Infecgdes
relacionadas com o biofilme normalmente
representam enormes desafios para a saude
publica, devido a sua capacidade de resisténcia a
farmacos. No hospedeiro, os biofilmes sdo fatores
que protegem os patdgenos das defesas do sistema
imunoldgico, e, também, oferecem protecdo
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contra o0s desafios mecanicos e quimicos
(Falkinham I11, 2007). Entender o dinamismo de
como bactérias planctdnicas formam o biofilme,
pode elucidar o seu mecanismo molecular de
patogenicidade e resisténcia. Esses componentes
do biofilme podem ser alvos promissores de novas
drogas ou contribuir para estratégias vacinais
(Xiang et al., 2014).

Protedmica da C. pseudotuberculosis

O conhecimento do proteoma bacteriano pode
fornecer informagbes de diversos fatores e
mecanismos  envolvidos  nos  processos
fisioldgicos e bioguimicos que caracterizam
especificidades de cada bactéria. Esses estudos
podem envolver desde o desenvolvimento de
meios ou condigdes de cultivo para melhorar a
sintese de aminodcidos, até a purificacdo de
moléculas antigénicas com alto potencial para o
desenvolvimento de medicamentos ou vacinas
(Silva et al., 2013).

Apesar da importancia econémica da LC, C.
pseudotuberculosis tem poucos genes de
viruléncia caracterizados, porém varios estudos ja
foram desenvolvidos e algumas proteinas ja foram
descobertas como chaperonas, serina-proteases,
transportadoras de  ferro, permeases de
oligopeptideo, proteinas ligadas a resposta ao
estresse oxidativo que estdo envolvidas com a
patogenicidade da bactéria e estdo associados a
adesdo, invasdo celular, sobrevivéncia e
proliferacdo na célula hospedeira. Ha ainda, outras
proteinas que sdo responsaveis pela sintese da
parede celular e que participam de processos
fisioldgicos no crescimento bacteriano (Moraes et
al., 2014; Pacheco et al., 2011; Seyffert et al.,

cepa bacteriana (Hodgson et al., 1992; Pacheco et
al.,, 2011). Estudos de protebmica de C.
pseudotuberculosis representam uma estratégia
eficiente para a caracterizacdo de proteinas
bacterianas, pois novas proteinas identificadas
contribuem para a validacao in silico.

Novamente como mencionado, a proteina PLD
catalisa a hidroélise dos fosfolipideos da membrana
celular gerando o 4cido fosfatidico. Ainda
hidrolisa fosfatidilcolina e esfingomielina nas
membranas celulares de mamiferos, o que resulta
na formacdo de colina e ceramida fosfato. Possuli
um fator de permeabilidade que promove a
disseminagdo do patdégeno do local de infecgdo
para outros 6rgdos do hospedeiro, causando a
dermonecrose das células endoteliais (Songer,
1997). Além disso, a PLD tem sido associada com
vérias funcles celulares, entre elas o trdfego de
proteinas intracelulares, remodelacdo da
membrana e proliferacdo celular (Mahankali et al.,
2015).

Outras  proteinas também ja  foram
caracterizadas a exemplo da serina protease
corinebacteriana (Cp40), uma proteina de 40 kDa
de C. pseudotuberculosis, desenvolvendo-se
como uma promissora candidata a vacina
(Droppa-Almeida et al., 2016). Todavia,
(Shadnezhad et al., 2016) apresentam evidéncias
de que a Cp40 ndo é uma serina protease, mas uma
endoglicosidase com atividade imunolégica de
proteina hospedeira. Outro estudo mostra que a
Cp40 tem importancia relevante na protecdo
contra a infeccdo, portanto pode auxiliar no
desenvolvimento continuo de vacinas para
combater a infecgdo por C. pseudouberculosis
(Droppa-Almeida et al., 2016). Além da Cp40,

2014). Silva et al. (2013) estudando o proteoma de
duas cepas bacterianas de C. pseudotuberculosis
(Cp 1002 e Cp C231), identificaram 55 e 45
proteinas extracelulares e de membrana, a Cp
1002 e a Cp C231, respectivamente, das quais 29
sdo comuns as duas cepas e observaram que
existem diferencas no exoproteoma das duas
cepas, 0 que pode influenciar na patogénese,
antigenicidade e adaptacdo especifica de cada
isolado. As diferencas observadas podem ser
explicadas por se tratar de uma cepa caprina e
outra ovina e por serem de diferentes localizagbes
geograficas: a Cp 1002 foi isolada de caprino no
Brasil e a Cp C231 foi isolada de ovino na
Australia. Outra diferenca primordial é a auséncia
da fosfolipase D (PLD) e serina protease
corinebacteriana (Cp40) na cepa Cp 1002, isso
pode influenciar diretamente na patogénese da

outras proteinas de C. pseudotuberculosis ja foram
estudadas e foram identificadas com potencial
antigénicos. Estes resultados foram encontrados
em estudos dos genomas de algumas cepas
(Hassan et al., 2014; Santana-Jorge et al., 2016;
Santos et al., 2012). Entre outras proteinas
estudadas podemos mencionar as proteinas SpaC,
NanH, SodC, e PknG que certamente apresentam
um papel importante na viruléncia e
patogenicidade da doenca e que, de acordo com a
sua caraterizacdo in silico, sdo alvos potenciais
para o desenvolvimento de vacinas para a LC
(Santana-Jorge et al., 2016) A proteina SpaC é
caracterizada como uma provavel adesina, sendo
reconhecida como uma fator de viruléncia
importante na adesdo da bactéria ao tecido
hospedeiro (Rogers et al., 2011). A NanH é uma
provavel neuraminidase, tem sido reconhecida em
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algumas bactérias patogénicas como um fator de
viruléncia, contribuindo para o reconhecimento na
superficie da célula hospedeira (Kim et al., 2011).
Ja a SodC, uma enzima superdxido dismutase com
localizagdo extracelular, pode atuar protegendo a
superficie da bactéria da acdo de superdxidos
produzidos pela célula hospedeira (Trost et al.
2010). E a proteina PknG, mesmo que ainda sem
uma funcdo conhecida no genoma de C.
pseudotuberculosis, faz parte de uma classe de
moléculas responsaveis por inumeras funcgdes
essenciais a célula (Pereira et al., 2011) e ja foi
caracterizada no M. tuberculosis como tendo
capacidade de inibir a formagéo do fagolisossomo
(Walburger et al., 2004). Ainda, de acordo com a
analise in silico, estas proteinas além de estarem
envolvidas na viruléncia e patogenicidade da
doenca, também apresentam varios epitopos de
células B e T, sugerindo que as mesmas possam
ser importantes alvos vacinais capazes de induzir
uma resposta imune completa contra o C.
pseudotuberculosis (Santana-Jorge et al., 2016).

Vérias tecnologias estdo sendo utilizadas para
a caracterizacdo de proteinas. A espectometria de
massa (MS) trouxe novas perspectivas para o
estudo das proteinas bacterianas. Para melhor
analisar o proteoma de C. pseudotuberculosis,
(Pacheco et al., 2011) realizaram um estudo com
cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa (LC-MS), onde a caracterizagdo de
varias proteinas foi realizada o que contribuiu para
0 aumento do banco de dados protedmicos dessa
bactéria, no qual novos determinantes moleculares
de viruléncia foram catalogados como
promissores alvos vacinais.

Proteinas GTPases Rab

As proteinas Rabs fazem parte da familia
GTPases e juntas com outras proteinas compdem
0 sistema de transporte de vesiculas, controlando
0 ancoramento das vesiculas nas membranas-alvo,
assegurando que a membrana se aloque no sitio
ativo correto. Os patdgenos bacterianos tém como
alvo as fungbes de Rab para criar um
compartimento adequado para a sua replicacdo em
células hospedeiras. Estas pequenas proteinas de
ligacdo regulam vérios patdgenos. Por isso, é
necessario  compreender a natureza do
compartimento e a localizacdo onde os patégenos
estabelecem seus mecanismos de acdo sobre o
hospedeiro (Clemens et al., 2000). Esse trafego
vesicular regula essencialmente a
compartimentalizacdo e abundancia de proteinas
no interior das células e fornece sinalizagdo em

muitas vias da célula. A maioria das Rabs é
ubiquamente proteinas e sdo contribuintes para
formacdo de vesiculas. MutacBes de Rabs podem
afetar o crescimento celular, motilidade e outros
processos biologicos (Bhuin & Roy, 2014).

As Rabs também estdo envolvidas com a
fagocitose de particulas opsonizadas de 1gG e
desempenham funcdo primordial no trafego de
membranas intracelulares, incluindo fagocitose de
células apoptoticas (Nakaya et al., 2006). A
remodelagdo da membrana nos estagios iniciais da
fagocitose permite a absor¢do de particulas ou
patogenos, sendo a Rab GTPase recrutada para
regular esse transito durante o processo da
fagocitose. Rab5, Rab7 e Rab11 sdo responsaveis
pela mediacéo da fusdo inicial de endossomos, de
reciclagem tardia durante a maturagcdo do
fagossomo. Além disso, a isoforma Rab5 tem a
fungdo de sinalizar na maturacdo de fagossomos,
recrutando vérias enzimas e moléculas efetoras
nesse processo (Yeo et al., 2015).

A transformacdo de fagossomos em
fagolisossomos envolve a aquisi¢cdo gradual de
marcadores do sistema endossomal. A Rab5
regula os eventos de fusdo permitindo a conversao
de fagossomo precoce para fagossomo tardio. Ela
é encontrada em endossomos iniciais e tem
relacdo com a maturacdo de fagossomo contendo
patogenos intracelulares, jA a Rab7 é necesséria
para eventos de fusdo de fagossomos tardios para
fagolisossomos (Mottola et al., 2014). Os
mecanismos efetores desses receptores ndo foram
elucidados, mas sabe-se que o Rab 5 é um
regulador de eventos no transito da membrana que
envolve estes compartimentos e ja foram
associados na maturagdo de macrofagos em
camundongos (Desjardins et al., 1994). Além
disso, Rab5 e Rab7 participam de algumas etapas
do processo autofagico, sendo que a Rab5 regula
a formagdo e a Rab7 atua no processo de
maturacdo e no processo de trafico de
autofagossomos e anfissomas, porém dependentes
de suas fungBes endossais (Szatmari & Sass,
2014). Esses processos sdo importantes para a
regulacdo da  fagocitose de  bactérias
intracelulares.

Conclusdo

Conhecer a fundo a patogenia e os fatores de
viruléncia de cepas de Corynebacterium
pseudotuberculosis produtoras e ndo produtoras
de biofilme, tem uma importancia fundamental no
desenvolvimento de modelos vacinais e
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diagndsticos, pois esses fatores de viruléncia
podem alterar a expressdo de proteinas Rab em
macrofagos derivados de células mononucleares
do sangue periférico, culminando com respostas
imunolodgicas diferentes. As diferencas que
possam existir podem fazer com que testes
diagndsticos e modelos vacinais tenham
resultados diferentes a depender da caracteristica
protedmica da cepa.
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