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Padronizacdo de técnicas por citometria de fluxo, p  ara avaliar viabilidade e aspectos da
interacdo entre C. pseudotuberculosis e células fagocitarias murinas.

Introducdo: Com o avanco no entendimento de bioprocessos, houve um significativo aumento de
novas técnicas que geram diversas informacgdes sobre as interacdes celulares. Dentre estas técnicas,
a citometria de fluxo tém se consolidado como uma importante ferramenta com amplas aplicacdes,
como por exemplo contar, examinar e classificar particulas microscépicas suspensas em meio liquido
em fluxo, com a analise de varios parametros simultaneamente. Corynebacterium pseudotuberculosis
€ o agente etiolégico da linfadenite caseosa principalmente em caprinos e ovinos, doenca que
deprecia o valor do couro e carne no mercado agro-industrial. Objetivo: padronizar técnicas, através
da citometria de fluxo, para avaliar a contagem absoluta deste microrganismo, bem como aspectos
fisiolégicos e da interacdo entre C.pseudotuberculosis e células fagocitarias murinas. Metodologia:
Cultivo de C.pseudotuberculosis em meio BHI - T80 0,5%, seguido da marcacao deste microrganismo
com corantes fluorescentes, em diferentes periodos que definem diferentes estados fisiolégicos ao
longo do seu crescimento. Ensaio de fagocitose utilizando células do peritbnio de murinos de duas
linhagens apés peritonite induzida por Tioglicolato de Sédio, cultivadas e lavadas para aderéncia
celular. Apés a adeséo celular, foi feito o desafio com bactérias coradas com regente fluorescente,
com 1h 30 min de infeccdo as células aderentes foram tripsinizadas, posteriormente lavadas e
centrifugadas para o ensaio por citometria de fluxo. Resultados: Observou-se um periodo de
crescimento similar a uma curva padrao de crescimento microbiano (fases lag, log, estacionaria e de
declinio), contudo a técnica utilizada permitiu a distingdo entres diferentes estados fisiologicos. Os
dados obtidos na citometria evidenciam populagbes de células fagociticas contendo bactérias no
citoplasma, sendo observadas duas popula¢ées envolvidas neste processo. Uma populagéo de baixa
complexidade interna, similar a apresentada por linfocitos, e uma populagdo com complexidade
interna moderada similar a apresentada por células de origem monocitica. As células dos
camundongos CBA participando da fagocitose de microrganismos da linhagem T1 apresentam uma
maior granulacao interna que aquelas encontradas no peritdnio dos camundongos da linhagem suica
nas mesmas condi¢des, sugerindo uma maior ativacdo celular. O mesmo fendmeno pode ser
observado quando as células participam da fagocitose da linhagem C57. Células peritoneais de
camundongos CBA apresentaram maior capacidade de fagocitose e nesta linhagem se observou um
maior envolvimento de células mononucleares fagociticas nesta atividade. Para a linhagem suica,
observou-se uma maior participacdo de células compativeis com linfécitos na fagocitose deste
microrganismo. Conclus@es: A técnica de citometria de fluxo com a marcacédo por florescéncia foi
eficaz para a avaliagdo do crescimento e viabilidade de Corynebacterium pseudotuberculosis, bem
como da interacdo das células bacterianas com as células fagocitarias peritoneais murinas. A CF
constitui-se, portanto, numa técnica eficiente para a avaliagdo da curva de crescimento desta
bactéria, permitindo a distincdo dos diferentes estados fisiolégicos, inclusive podendo indicar um
mecanismo de escape a fagocitose.

Palvras-chave: Citometria de Fluxo; bioprocessos; Corynebacterium pseusotuberculosis.



Standardization of flow cytometric techniques to as sessviability and aspects of the interaction
between C. pseudotuberculosis and murine phagocytic cells.

Summary: Introduction: With the advancement in the understanding of bioprocesses, there was a
significant increase of new techniques that generate information on the various cellular interactions.
Among these techniques, flow cytometry has been established as an important tool with broad
applications, such as counting, examining and sorting microscopic particles suspended in liquid flow,
with the analysis of multiple parameters simultaneously. Corynebacterium pseudotuberculosis is the
etiological agent of caseous lymphadenitis in goats and sheep mainly, a disease that depreciates the
value of the leather and meat market agro-industrial. Objective: To standardize techniques by flow
cytometry to assess the absolute count of this microorganism, as well as physiological aspects and
the interaction between C.pseudotuberculosis and murine phagocytic cells. Methodology: Growing
C.pseudotuberculosis on BHI - T80 0.5%, followed by labeling with fluorescent dyes of this
microorganism in different periods that define different physiological states during its growth.
Phagocytosis assay using murine peritoneal cells of two strains after peritonitis induced by
thioglycolate Sodium, washed and cultured for cell attachment. After the cell adhesion, the challenge
was done with bacteria stained with fluorescent ruler, with 1h 30 min infection adherent cells were
trypsinized, then washed and centrifuged for testing by flow cytometry. Results: There was a period of
growth similar to a standard curve of microbial growth (lag phase, log, stationary and decline), but the
technique used to distinguish different physiological states entres. The data show cytometry in
phagocytic cell populations containing the bacterial cytoplasm were observed two populations involved
in this process. A population of low internal complexity, similar to that presented by lymphocytes and a
population similar to moderate internal complexity by monocytic cells of origin. The cells of CBA mice
participating in the phagocytosis of microorganisms have a T1 line more grain than those found inside
the peritoneal cavity of mice of Swiss strain under the same conditions, suggesting an increased
cellular activation. The same phenomenon can be observed when the cells involved in phagocytosis of
strain C57. Peritoneal cells of CBA mice showed higher capacity of phagocytosis and this strain was
observed a greater involvement of mononuclear phagocytic cells in this activity. For the Swiss strain,
there was greater participation of cells consistent with lymphocytes in the phagocytosis of this
microorganism. Conclusions: The technique with flow cytometry dialing flowering was effective for
the evaluation of growth and viability of Corynebacterium pseudotuberculosis, and the interaction of
the bacterial cells with the murine peritoneal phagocytic cells. The CF is, therefore, an efficient
technique for assessing the growth curve of these bacteria, allowing the distinction of different
physiological states, including may indicate a mechanism to escape phagocytosis.

Keywords: Flow Cytometry; bioprocesses;Corynebacterium pseusotuberculosis.
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1 INTRODUCAO

Com o0 avan¢o no entendimento de bioprocessos, houve um significativo
aumento de novas técnicas que geram diversas informacgfes sobre as interacdes
celulares. Dentre estas técnicas, a citometria de fluxo tém se consolidado como uma
importante ferramenta com amplas aplicacdes, como por exemplo contar, examinar
e classificar particulas microscépicas suspensas em meio liqguido em fluxo, com a
andlise de varios parametros simultaneamente. Assim, utilizando-se um aparelho de
deteccdo Optico-eletrénico é possivel a realizacdo de analises de caracteristicas
fisicas e/ou quimicas de uma simples célula (BERGQUIST e cols., 2009).

Corynebacterium pseudotuberculosis é o0 agente etiolégico da linfadenite
caseosa em ovinos e caprinos, doencga responsavel por perdas econémicas graves,
com distribuicho cosmopolita. A sua caracterizacdo € realizada através de
avaliacbes morfotintoriais, da morfologia colonial, de reac¢des bioquimicas e de
métodos da Biologia Molecular (MOURA-COSTA, 2002; DORELLA, 2006). A
utilizacdo da citometria de fluxo possibilitara com precisdo se conhecer etapas
fisiologicas e viabilidade desta bactéria em cultura para, por exemplo, a obtencédo de
bioprodutos, o monitoramento do seu crescimento para melhor entendimento de
suas interacdes com células do sistema imune do hospedeiras, dentre outras
possibilidades, o que tem sido obtido para outros microrganismos (CHAPETON-
MONTES e cols.,2008).

Assim, considerando que os estudos de bioprocessos baseados na citometria
de fluxo se constituem em um campo com grandes possibilidades de crescimento
devido a sensibilidade de deteccdo aumentada em relacdo a outros métodos, o
estudo da viabilidade e interacdo bactéria-célula hospedeira se constitui num

importante campo para exploracao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Corynebacterium pseudotuberculosis e a Linfadenite Caseosa

2.1.1 O microrganismo

C. pseudotuberculosis causa a Linfadenite Caseosa em caprinos e ovinos
(HOLSTAD & TEIGE, JR., 1988). O género Corynebacterium é constituido por
bactérias pleomorficas, Gram-positivas, imoveis e ndo esporuladas (LIPSKY e cols.,
1982). C. pseudotuberculosis € um parasita intracelular facultativo, possui varias
formas desde cocoide a filamentosa, com um tamanho de 0,5 a 0,6 ym de diametro
por 1,0 a 3,0 um de comprimento, apresenta granulacbes metacromaticas, €
anaerobia facultativa, catalase positiva e nao lipofilica. Produz urease, fermenta
glicose e maltose. Apresenta resposta negativa para os testes de esculina,
piramidase, hidrolise de gelatina, fermentacdo do manitol e da xilose. As respostas
referentes aos testes da fosfolipase alcalina, fermentacdo de sacarose e nitrato
redutase variam segundo as linhagens (MCNAMARA e cols.,1995; BIBERSTEIN e
cols., 1971).

Em cultivo com o meio 4gar sangue as bactérias formam colénias de 0,5 mm
de diametro, esbranquicadas, ressecadas e com hemoalise nitida quando cultivadas
por um periodo de 48 a 72 horas (MCNAMARA e cols.,1995; BIBERSTEIN e cols.,
1971). Em meio MacConkey as colbnias inicialmente possuem cor creme e apos 48
horas tornam-se rosa metacromaticas. C. pseudotuberculosis € sensivel a exposicao
ao sol por mais de uma hora, aos desinfetantes comuns e a temperatura superior a
70C (JUDSON & SONGER, 1991).

Os isolados de C. pseudotuberculosis originados de animais domeésticos sao
fenotiticamente heterogéneos, entretanto duas variedades (biovars) podem ser
diferenciadas. Em equinos estas bactérias reduzem nitrito em nitrato e séo
caracterizados, desta forma, como biovars equi, enquanto as C. pseudotuberculosis
presentes nos ovinos e caprinos nao reduzem o nitrito em nitrato e s&o denominados
biovars ovis. A analise do DNA destas duas variedades de C. pseudotuberculosis,

por enzimas de restricao, identifica diferencas entre isolados de biovars equi e ovis,
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mas as bases fenotificas e genotipicas diferenciais para a escolha do hospedeiro de
preferéncia, ndo foram estabelecidas (COSTA, e cols.,1998; SONGER e cols., 1990;
SONGER e cols.,1988).

O genoma das espécies do género Corynebacterium tem alto conteddo de
G+C, visto que a proporgao destes varia de 50 a 70% (RIEGEL, 1994; KRYLOVA &
LYSENKO, 1984). Acredita-se que estas espécies possuem um Cromossomo
circular, totalizando um genoma que varia de 3 a 6,5 Mb (REDENBACH e cols.,
2000). Varios plasmideos, variando de tamanho entre 3 e 8 Kb, ja foram descritos
(DEB & NATH, 1999). Entretanto, quatro espécies pertencentes & subordem
Corynebacterineae possuem seus genomas completamente sequenciados: C.
dlutamicum (IKEDA & NAKAGAWA, 2003), Mycobacterium leprae (COLE, e cols.,
2000), Mycobacterium tuberculosis (CAMUS, e cols., 2002; FLEISCHMANN, e cols.,
2002) e C. diphtheriae (CERDENO-TARRAGA, e cols., 2003). Estas informacdes
sao importantes, pois propiciam uma melhor compreensdo dos mecanismos de
viruléncia e patogenicidade utilizados por espécies proximas, através de analises

comparativas.

2.1.2 Prevaléncia e importancia econémica

O carater insidioso da manifestacéo clinica da linfadenite caseosa, associada
a forma essencialmente crénica da patogenia e a sintomatologia pouco especifica
dificulta o estabelecimento da prevaléncia. Ademais, outros agentes etiolégicos séo
responsaveis, também, pela formacdo de granulomas, como Arcanobacterium
pyogenes, Streptococcus spp e Staphylococcus spp (UNANIAN e cols., 1985;
ARSENAULT e cols., 2003)

Esta prevaléncia € freqientemente subestimada, uma vez que esta doenca
nao € uma manifestacdo que deve ser notificada em muitos paises e também pelo
fato de muitos criadores dos animais nao estdo conscientes dos impactos
econdmicos, ndo aplicando as orientagBes veterinarias para o manejo de tal
patologia. Entretanto a uma taxa de 8 a 90% de casos reportados em alguns paises
referentes ao rebanho total (CETINKAYA e cols., 2002).

No Brasil os relatos mais comuns séo localizados na regido Nordeste com

uma alta prevaléncia nos rebanhos de ovinos e caprinos (COSTA e cols.,1998;
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RIBEIRO e cols., 1988; UNANIAN e cols., 1985). Foi observado um percentual
médio de 46,66% da prevaléncia desta doenca no semi-arido baiano. Entretanto nas
trés microrregides estudadas, a do Baixo e Médio S&o Francisco evidenciou uma
soro-prevaléncia de 58,01%, a do Piemonte da Diamantina, 37,76% e na
microrregido Nordeste constatou-se 31,67%. Para o0s autores, as variacbes
percentuais apresentam um comportamento relativamente homogéneo, quando se
considera a mesma regido, e que provavelmente estas diferencas nos percentuais
estejam relacionadas com o tamanho da populacdo caprina e as densidades
populacionais (MEYER, 2003).

Os prejuizos nesta regido do pais provocados pela linfadenite sdo muito
grandes, uma vez que muitos dos pequenos criadores tém a caprinocultura como
uma das suas principiais atividades econémicas (RIBEIRO e cols., 1988) e os
abscessos levam a danos a pele e a condenacdo da carne, principalmente no
comércio exterior (EGGLETON e cols., 1991). Além disso, € comprovada uma
reducdo da producédo de leite em rebanhos caprinos, em virtude da alta prevaléncia
de granulomas mamarios (BURRELL, 1981).

2.1.3 - Patogenia

As principais formas de doenca causada por C. pseudotuberculosis sé&o:
linfadenite caseosa em caprinos e ovinos, linfangite ulcerativa em equinos,
abscessos superficiais em bovinos, suinos, cervos e animais de laboratorio, artrites e
bursites em ovinos, abscessos de peito em equinos e mais raramente em camelos,
caprinos e cervos (KURIA, e cols., 2001; PEPIN e cols., 1994). Nos pequenos
ruminantes a doenga também é conhecida como mal do carogo ou falsa tuberculose.
Na espécie humana causa linfadenite subaguda a crbnica e € contraida pelo contato
com animais infectados (PEEL e cols., 1997).

A linfadenite caseosa € uma doenca que compromete principalmente a pele
do animal, uma vez que os abscessos podem drenar naturalmente, gerando
solugdes de continuidade na pele (AYERS, 1977). Quando ocorrem lesfes internas,
acarretam perda de peso, deficiéncia reprodutiva, podendo levar a morte do animal
(ASHFAQ; CAMPBELL, 1979; BURREL, 1981). Pode ocorrer, ainda, diminuicdo da
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producdo de 14, em ovinos, ou a condenacao da carne (NAIRN & ROBERTSON,
1974).

As lesbes granulomatosas sdo formadas por um centro necrotico contendo
pus de cor verde-amarelado, cercado por camadas concéntricas de células do
sistema imune delimitadas por uma cépsula de tecido conjuntivo. A consisténcia do
material purulento que evolui de liquido, no inicio da formacdo do granuloma, a
pastoso, chegando a caseoso nas lesfes antigas (PEPIN e cols., 1994).

A patogenia da doenca esta relacionada com a secre¢do de uma toxina, uma
fosfolipase D, capaz de converter esfingomielina em N-acetiesfingosil (ceramida),
uma esfingomielinase (JOLLY, 1965; CARNE & ONON, 1978). A fosfolipase D é
capaz de aumentar localmente a permeabilidade vascular, levando a disseminacéo
do patdgeno no interior do hospedeiro (HODGSON e cols, 1992). Além desta
esfingomielinase lipidios toxicos associados a parede celular podem mediar a
resisténcia bacteriana ao ataque dos fagocitos (TASHJIAN & CAMPBELL, 1983;
HARD, 1975) e uma proteina relacionada ao transporte de ferro produzida pelo gene
Fag B também esta relacionadas com a viruléncia do C. pseudotuberculosis
(BILLINGTON e cols., 2002).

Este patdégeno é capaz de sobreviver a fagocitose, evitando sua eliminacdo
pelas células do sistema imune, induz resposta inflamatéria com formagéo de tecido
fibroso em torno a infeccao (PUGH, 2005), produz uma exotoxina (fosfolipase D) que
correspondente a fracdo protéica de 31,5 KDa (ELLIS e cols., 1990; COSTA, 1998)
que permite sua disseminacdo no interior do hospedeiro e possui em sua superficie
um lipideo toxico, que lhe permite sobreviver no interior dos macrofagos (JONES, T.
C e cols., 2000).

2.1.4 - Resposta imune

Neutrofilos e macréfagos séo células predominantes logo apos a infeccao por
C. pseudotuberculosis (JOLLY, 1965; HARD, 1969), a presenca destas células
permite 0 desenvolvimento dos mecanismos da resposta imune inata, que sao
predominantes nos primeiros dias da infeccdo, sendo responsaveis em gerar as
condi¢des necessérias para o desenvolvimento da resposta adaptativa (LAN e cols.,
1999). Além disso, o predominio inicial de macréfagos estd relacionado a uma
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rapida resolucéo da infec¢do, enquanto que a maior presenca de polimorfonucleares
neutrofilos levaria, numa etapa seguinte, a uma infec¢éo crénica (JOLLY, 1965).

A resisténcia adaptativa a infeccdes causadas por bactérias intracelulares
facultativas esta relacionada a células T CD4. A populacao, destes linfocitos, pode
ser dividida em subpopulacfes de células T auxiliadoras tipo 1 (TH1) e células T
auxiliadoras do tipo 2 (TH2). Quando estimuladas, as células TH1 produzem dentre
outras citocinas o interferon- gama (IFN-gama) e a interleucina 2 (IL-2), as quais
promovem mecanismos efetores celulares da resposta imune, incluindo
hipersensibilidade tardia, rea¢fes inflamatorias e, no camundongo, a producdo de
anticorpos da classe 1gG2a, os quais sdo capazes de favorecer, direta ou
indiretamente, a opsonizacdo e toxicidade mediada por células. Tais mecanismos
efetores sdo direcionados ao combate a patdégenos intracelulares. Por outro lado,
apos estimulacdo, as células TH2 produzem IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e promovem
sintese de anticorpos IgE e, em camundongos, IgG1, responsaveis pela imunidade
humoral e reacbes alérgicas (MOSMANN e cols., 1986, COFFMAN, 2006). Estas
subpopulacdes exercem um controle reciproco, uma resposta TH1 pode inibir o
desenvolvimento de uma resposta TH2 (HOFSTRA e cols., 1998; COTTREZ e cols.,
2000) e vice-versa (POWRIE e cols., 1993).

A resposta imune adaptativa eficaz contra a infeccdo por C.
pseudotuberculosis, que é um patdgeno intracelular facultativo nos hospedeiros, é
dependente das duas populacdes de linfécitos, células da subpopulacdo TH1 e

células da subpopulacdo TH2.

2.1.5 - Diagnéstico

Diversos testes foram desenvolvidos para superar o problema do diagnostico
subclinico da LC, mas a maioria ndo possui sensibilidade e especificidade
suficientes. Alguns testes, como o ELISA foram relatados por serem relativamente
eficazes em programas do controle da enfermidade. Recentemente, um ELISA para
detectar interferon gama (IFN-y), como um marcador de imunidade mediada por
células contra C. pseudotuberculosis, foi desenvolvido. Este teste parece ser mais
sensivel do que o ELISA convencionalmente utilizado que detecta anticorpos na

infeccdo em cabras, e ndo parece ser afetado pela vacinagcdo dos animais (Meyer, e
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cols. 2005; DORELLA e cols. 2006). Devido aos resultados divergentes obtidos com
testes sorologicos desenvolvidos até entdo (DERCKSEN e cols., 2000,
WILLIAMSON, 2001, MENZIES e cols., 2004, DORELLA e cols., 2006), e pela
necessidade de diferenciar C. pseudotuberculosis de outros agentes patogénicos
envolvidos com a sintomatologia de LC, tais como Arcanobacterium pyogenes e
Pasteurella multocida, o isolamento desta bactéria diretamente do material caseoso
de linfonodos permanece como um dos procedimentos mais fidedignos de
diagnostico (RIBEIRO e cols., 2001, WILLIAMSON, 2001). Além disso, quando um
teste sorolégico é aplicado em estudos de prevaléncia de LC ou até mesmo em um
programa de erradicacdo dessa doenca num rebanho, € necessaria a
disponibilidade de um teste confirmatorio altamente sensivel e especifico
(DERCKSEN e cols., 2000, WILLIAMSON, 2001);

Esse papel ainda é desempenhado pela cultura bacteriolégica seguida por
identificacdo bioquimica de isolados. O teste bioquimico bem estabelecido para a
identificacdo de bactérias corineformes € o sistema APl Coryne (API-bioMérieux,
Inc., La Balme lés Grottes, France). Esse método que é considerado o padrédo-ouro
no diagnostico clinico da enfermidade, consiste de uma bateria de 21 testes
bioquimicos que podem ser realizados entre 24 e 48 horas. O sistema contém 20
tubos contendo substratos que permitem testes para 11 enzimas (pirazinamidase,
pirrolidonil arilamidase, R-galactosidase, fosfatase alcalina, a-glucosidase, N-
acetilglucosaminidase, R-glucoronidase, reducéo de nitrato e hidrélise de esculina e
uréia) e 8 testes de fermentacdo de carboidratos (glucose, ribose, D-xilose, manitol,
maltose, lactose, sucrose e glicogénio). Assim, o desenvolvimento de um método
mais rapido e mais especifico para detectar C. pseudotuberculosis pode ser de
grande valor no diagnéstico da LC.

Em 2002, Cetinkaya e cols. propuseram um teste baseado na reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) para identificar isolados de C. pseudotuberculosis
atraves da amplificacéo parcial da sequéncia do gene do RNA ribossémico 16S (16S
rRNA). No entanto, o teste apresentou limitacdes, incluindo a inabilidade de
distinguir a bactéria C. ulcerans e a dependéncia de cultivo bacteriano prévio. Um
importante avanco nesta técnica foi conseguido com um ensaio de PCR multiplex,

desenvolvido por Pacheco e colaboradores (2007).
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2.2 A utilizacao da citometria de fluxo (CF)

Um citdmetro de fluxo é um sistema constituido por uma (ou mais) fonte de
radiacdo, uma camara de fluxo, unidades de filtros 6ticos para sele¢cdo de um dado
intervalo de comprimento de onda, fotomultiplicadores para ser possivel a deteccao,
um processador dos sinais e uma unidade que processa os dados recolhidos. A
suspensao celular é injetada e atravessa a camara onde ocorre a passagem célula a
célula, através do feixe de radiacdo, perpendicular ao fluxo. A passagem individual
das celulas é obtida através da focalizacdo hidrodinamica do fluxo de amostra,
sendo esta injetada numa solucao salina que também atravessa a camara (SILVA,
T. e cols., 2005).

Os meétodos analiticos rapidos para contagem bacteriana total em um meio
tem como base o principio da citometria de fluxo. Tais métodos consistem na adi¢éo
de corante fluorescente, para que o DNA e o0 RNA sejam corados. Ao receber um
feixe de laser, cada célula emite fluorescéncia, a qual é captada pelo sistema 6ptico
e, com isso, o numero de células é determinado (SUHREN & WALTE, 2000;
BARRIENTOS e cols., 2000; EVANGELISTA, D., 2008).

A citometria de fluxo também possibilita 0 desenvolvimento de estudos mais
detalhados sobre a fisiologia de microrganismos e perturbagdes resultantes da acéo
de agentes fisicos e quimicos, onde € possivel examinar, no nivel de uma Unica
célula, utilizando  in6culos muito  menorese uma menor quantidade de
reagentes. Permite a obtencdo de informacfes sobre o numero e a viabilidade de
microrganismos em um periodo mais curto de tempo, portanto, desempenhando
potencialmente um papel Uutilno desenvolvimento de antimicrobianos e na
otimizacao da producéo de bioprodutos (SILVA e cols., 2001;SHAPIRO, 2001).

Muitas informacdes especificas podem ser extraidas a partir de medicdes de
fluorescéncia intrinsecas dos constituintes celulares e / ou de aplicacdo externa
por reagentes, muitas vezes referidas como sondas. Entre as sondas comumente
utilizadas em citometria de fluxo, os anticorpos e oligonucleotideos marcados,
substratos fluorogénicos de enzimas, corantes que quantificam acidos nucléicos etc.
(BREHM-STECHER & JOHNSON, 2004;DAVEY & KELL, 1996; SHAPIRO, 2000;
SHAPIRO, 2003; NEBE-VON-CARON e cols., 2000).
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A aderéncia de bactérias ou dos seus componentes isolados em relacao
as células do hospedeiro tem sido estudada usando diversas técnicas: microscopia
(LENZ e cols, 2000; FINLAY, 2000; HARAKAONGA & PISTOLE, 2004), rotulagem
com radioisétopo (NEGM & PISTOLE, 1998;. AZGHANI e cols, 2002; FADL e
cols, 2002) ecitometria de  fluxo. Destas, esta Ultima €& uma
ferramenta especialmente poderosa para analisar as interagdes bactéria-hospedeiro,
com a vantagem de permitir a analise de um grande numero de células em um curto
espaco de tempo (RAYBOURNE & BUNNING, 1994; TAGUCHI e cols, 1995; DE
BOER e cols, 1996; LOGAN e cols, 1998; GAFORIO e cols, 2002). Além da
avaliacdo rapida e quantitativa, esta ferramenta fornece uma analise com grande
sensibilidade da invasdo de células epiteliais pulmonares por M.tuberculosis
marcados com SYBR (CHAPETON-MONTES e cols, 2008). Outra grande vantagem
da técnica € a possibilidade da utilizagdo simultanea de marcadores, como o CFSE
e o CD11b/CD18, importantes para a observacdo da expressao de integrinas
importantes na interagdo entre Leishmania e macréfagos caninos (GONCALVES e
cols. 2005).

2.3 O modelo murino

S&o0 incontaveis os artigos existentes na literatura apresentando resultados
experimentais em diferentes doengcas humanas ou de outros animais domésticos,
utiizando o modelo murino. Ademais, tais estudos sao facilitados pela grande
disponibilidade de reagentes para os mais diversos ensaios biolégicos com estes
animais.

Os estudos com modelos experimentais murinos permitiram avangos no
entendimento da patogénese da C. pseudotuberculosis. As primeiras observagdes
das infec¢cdes de camundongos com estas bactérias foram realizadas no século XX
(WOLFF, 1950). Assim sendo, as linhagens existentes com perfis imunes distintos e
as possiveis modificacbes genéticas, tornam estes animais ferramentas importantes
para a elucidacédo do paradigma parasito hospedeiro em diversas doencas, inclusive
para a infeccdo com o mencionado bacilo, tanto estudando aspectos da resposta
imune na linhagem mais amplamente utilizada, Balb/c (VALE e cols., 2005), como
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em variantes knockout da linhagem C57BI/6 (GALDINO & SANTOS, 2011). Desta
forma, este trabalho traz a padronizagdo de uma tecnologia de uso abrangente, a
citometria de fluxo, para avaliar aspectos da relacdo parasita — hospedeiro, a

bactéria C. pseudotuberculosis e células fagocitarias, no modelo murino.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- padronizar técnicas, através da citometria de fluxo, para avaliar aspectos da

interacéo entre C.pseudotuberculosis e células fagocitarias murinas.

3.2 Objetivos especificos

- avaliar, por citometria de fluxo, a viabilidade de C. pseudotuberculosis em

diferentes tempos de cultura, em meio BHI;

- avaliar acapacidade de fagocitose de células peritonias de duas linhagens murinas

apos infeccdo experimental por C. pseudotuberculosis.

- avaliar a viabilidade de C. psedotuberculosis apos a fagocitose por macréfagos de

duas linhagens murinas.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Cultivo e marcacdao fluorescente da bactéria

Para a andlise da viabilidade foi utilizado a cepa T1 de Corynebacterium
pseudotuberculosis, cultivada em meio liquido BHI (infusdo de cérebro e coracao)
com Tween 80 0,5%. Esta concentracdo deste detergente possibilita o crescimento
segregado deste microrganismo. Foram retirados 3,0 mL da cultura com 2, 6, 12, 24,
48 e 72 horas. As bactérias foram lavadas (solucéo salina 0,9%) e centrifugadas por
4 minutos a 8.000g, apdés o que o sobrenadante foi desprezado, acrescentou-se 0
SYBR Safe™ (corante que se intercala a fita dupla de DNA, ndo dependendo de
permeabilidade da membrana) e incubou-se por 20 minutos no escuro, a
temperatura ambiente. Depois da incubacdo procedeu-se outra lavagem para
retirada do excesso dos reagentes, ressuspensao do pellet bacteriano e adicéo de
iodeto de propidio, visando a verificacdo da permeabilidade celular, e posterior
mensuragao pelo citdmetro de fluxo. Para a contagem absoluta de microrganismos
em suspensao foram utilizados tubos TruCount (Becton Dickson, EUA), contendo
pellet de microesferas fluorescentes, com a quantidade de beads constantes em
cada lote. Sendo o seguinte calculo : Bactérias totais = (N°beads eventos bacterias
/ N° de beads A+B) X N° de Beads por pl.

4.2 Animais e obtencdo de macrofagos

Para a determinacédo da atividade fagocitica de macrofagos foram utilizados
10 camundongos machos, sendo cinco da linhagem CBA e cinco sui¢os, pesando
entre 25 — 30 g, mantidos no biotério do Laboratdrio de Imunologia e Biologia
Molecular — ICS/UFBA. Todos o0s animais submetidos ao experimento foram
submetidos a agua e racdo livres e as condicbes controladas de iluminacdo e
temperatura. Os animais foram condicionados no laboratério pelo menos uma hora
antes do experimento. O protocolo de utilizacdo animais, resumido abaixo (figura 1),
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/ICS — UFBA) no

processo de numero 006/2010.
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Figura 1. Delineamento do ensaio para avaliagdo da fagocitose
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Injetou-se 3,0 mL de tioglicolato na cavidade peritoneal, apos 4 dias realizou-
se sacrificio. Realizou-se a assepsia do abdémen e exposi¢cédo do peritbnio em fluxo
laminar, logo em seguida foi injetado 5,0 mL de solucéo salina estéril (0,9% NacCl) a
4C, massageando-se manualmente para a recuperacao do contetdo por aspiracédo
com seringa. O material coletado foi condicionado em um tubo plastico de 15,0 mL
estéril (mantido no gelo). Depois deste procedimento, realizou-se a centrifugagéo por
10 minutos numa rotacdo de 1.500 g a 4<C. Desprezo u-se o sobrenadante e lavou-
se o0 precipitado duas vezes com 5,0 mL de solucado salina estéril (a 1.500 g por 5
min a 4C). Apds precipitacdo celular desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-
se as células em 1mL de RPMI. Realizou-se a contagem das células para obter a

concentracdo 2 x 10° células por poco de cultura.
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4.3 Ensaio para avaliacao da fagocitose

Células peritoneais (2 x 10°/ml) foram acondicionadas em placas de cultura de
24 pocos contendo laminulas e incubadas a 37C, 5% de CO,, por 24 horas. Apos
este periodo procedeu-se lavagem com 1,0 mL de solucdo salina e em seguida
realizou-se a infeccao na proporcédo de 1:10 (bactéria : células fagociticas), com as
linhagens Tl e C57 de Corynebacterium pseudotuberculosis, apds 1h30 min
procedeu-se a coloracdo das células aderidas as laminulas com uma mistura dos
corantes hematoldgicos Wright e Giemsa e a seguir a fixacdo em laminas para
observacdo em microscopio optico.

Paro o ensaio de citometria de fluxo foi utiizada a mesma metodologia de
cultivo descrita acima. Apos 1h30 min da infeccdo as células aderidas foram
ressuspensas utilizando tripsina e em seguida foi realizado a mensuracdo no
citometro de fluxo (FACScalibur — BECTON DICKINSON, San Jose, EUA), que
permite ajustar o nimero de eventos celulares para até 10.000, em uma andlise
automatizada de trés parametros celulares: tamanho (determinado pela difracdo do
raio laser — “Forward scatter”, granulosidade ou complexidade interna (determinada
pela refracéo e reflexdo do raio laser — “Side Scatter” - SSC) e intensidade relativa
de fluorescéncia (FL1) para marcar o DNA bacteriano e para 0 ensaio de
permeabilidade de membrana no canal de intensidade (FL3). No ensaio de
fagocitose utilizou-se Dot Plot de complexidade — SSC por fluorescéncia especifica
(FL1), sendo ainda utilizado um sistema de computador contendo o software
CELLQuest para aquisicdo, armazenamento e andlise imediata ou posterior dos

dados referentes ao material estudado.
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5 RESULTADOS

ApoOs cultivo seriado e analise de diversos pontos de coleta, onde os
experimentos foram realizados em triplicata (tabelal), obteve-se uma curva de
crescimento da Corynebacterium pseudotuberculosis. Desta forma foi possivel
observar-se um periodo de crescimento similar a uma curva padrao de crescimento
microbiano (fases lag, log, estacionaria e de declinio), contudo a técnica utilizada
permitiu a distingéo entres diferentes estados fisiolégicos, associados ao sistema de
contagem absoluta (tubos Trucount da BD), o que possibilitou se mensurar o nimero
de bactérias viaveis, em injaria e mortas por cada microlitro presente na suspensao

do cultivo (grafico 1).
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Grafico 1. Curva de crescimento Corynebacterium pseudotuberculosis meio BHI. A técnica de
citometria de fluxo permite a distingao dos diferentes estados fisiologicos, sendo as vivas (marcagao
de SYBRsafe exclusivamente), as mortas (IP exclusivamente), células em injdria (coexpressam dos
marcadores SYBR e IP) e total as soma das duas populacdes.

Tabela 1- Valores absolutos de contagens bacterianos, diferenciando pelo o estado fisiolégico, média
dos valores em triplicata.

Vivas/ul Injaria/pl Mortas /pl Total/pl
\ Tempo

2 hs 18,05 33,41 37,8 89,26
6 hs 23,45 237,34 52,36 313,15
12 hs 1162,84 6447,71 173,88 7784,43
24 hs 25182,13 28391,01 1212,62 54785,76
48 hs 5264,3 23861,75 3269,56 32395,61
72 hs 1866,4 31524,05 5629 39019,45

No ensaio de fagocitose com visualizagdo por microscopia Optica, obteve-se
uma boa adesdo celular em laminulas evidenciando fagocitose por parte de




26

macrofagos e de células compativeis com linfocitos, em ambas as linhagens de
Corynebacterium pseudotuberculosis. Foi possivel visualizar a formacao de vacuolos
citoplasmaticos nas células fagociticas, mostrando a ativacao devido a presenca de
microrganismos, provavelmente pela a producao de radicais livres e oxido nitrico

para combater o microrganismo (figura 2).

Figura 2. Fotomicrografias épticas, evidenciando a participacao de células fagociticas em resposta ao
microrganismo. Formagdo de vacuUolos citoplasmaticos provavelmente pela formacao de radicais
livres e NO na linhagem murina CBA (A, aumento de 1.000 X, B, aumento de 400 X).
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Os dados obtidos na citometria vém corroborar com os dados obtidos por
microscopia Optica, evidenciando populacdes de células fagociticas contendo
bactérias no citoplasma, sendo observadas duas populacdes envolvidas neste
processo. Uma populacdo de baixa complexidade interna, similar a apresentada por
linfécitos, e uma populagcdo com complexidade interna moderada similar a
apresentada por células de origem monocitica (Figuras 3, 4 e 5).

Como pode ser observado na figura 4 e 5, existe uma clara diferenca entre a
complexidade interna nas células provenientes das duas linhagens murinas. As
células dos camundongos CBA participando da fagocitose de microrganismos da
linhagem T1 apresentam uma maior granulacéo interna que aquelas encontradas no
peritbnio dos camundongos da linhagem suica, sugerindo uma maior ativacao
celular. O mesmo fenbmeno pode ser observado quando as células participam na

fagocitose da linhagem C57 (figura 5).
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Figura 3. Graficos Dot Plot, mostrando a auto fluorescéncia celular. A: linhagem CBA; B: linhagem

suica.
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Graficos Dot Plot, mostrando a populagdo de macrofagos e células compativeis com
participando da fagocitose de microrganismos da linhagem T1. A: linhagem CBA,; B:
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Figura 5. Graficos Dot Plot, mostrando a populacdo de macréfagos e células compativeis com
linfocitos participando da fagocitose de microrganismos da linhagem C57. A: linhagem CBA; B:
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Os camundongos das linhagens CBA e suica (Figura 4 e 5) apresentam duas

populacbes participando ativamente da fagocitose. Uma delas é composta por

células de tamanho pequeno e de baixa complexidade interna, com dispersao de luz

similar a apresentada pelos linfécitos; a outra populacdo é de tamanho médio a

grande e de complexidade interna moderada, similar aquela apresentada pela

populacdo de macréfagos. Células peritoneais de camundongos CBA apresentaram
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maior capacidade de fagocitose e um maior envolvimento de células mononucleares
fagociticas nesta atividade. Para a linhagem suica, observou-se uma maior
participacdo de células compativeis com linfécitos na fagocitose deste
microrganismo (gréaficos 2 e 3).

Comparando-se as cepas bacterianas estudadas, observou-se que a cepa
C57 de Corynebacterium pseudotuberculosis, apresentou a média de intensidade de
fluorescéncia (MFI), muito menor em relacdo a cepa T1 atenuada, nos linfocitos e
principalmente nos macrofagos. E importante salientar que a MFI esta diretamente

relacionada a quantidade de bactérias fluorescentes fagocitadas.
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Gréfico 2. Diferenca entre MFI entre as duas cepas de C. pseudotuberculosis, sendo a intensidade de
fluorescéncia diretamente relacionada com a quantidade de bactéria fagocitada (T1 > C57, P<000,1).

A, células compativeis com linfocitos; B, células mononucleares fagociticas.
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Gréafico 3. Diferenca de percentual de células infectadas, evidenciando um maior percentual de
células tipo linfocitos na linhagem de camundongo suica do que CBA  (p<000,1). A, células
compativeis com linfécitos; B, células mononucleares fagociticas.
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6 DISCUSSAO

As técnicas de cultivo e marcagdo fluorescente utilizadas no estudo
possibilitaram a mensuracdo e distincdo entres diferentes estados fisiologicos de
Corynebacterium pseudotuberculosis. A viabilidade em microrganismos é definida de
forma classica, pela capacidade destes formarem colénias em meios de cultura
sélidos ou proliferarem em meios de cultura liquidos. Isto define que as bactérias
estdo “vivas”, com capacidade de replicacdo, sendo possivel quantifica-las. Porém,
este sistema de deteccédo de viabilidade € dependente do crescimento bacteriano, o
que sb pode ocorrer na presenca dos nutrientes corretos e condicdes de osmose,
temperatura e aerobiose ou anaerobiose.

Para os microrganismos fastidiosos ou aqueles que ndo se adaptam as
condi¢cbes artificiais de laboratério o resultado da viabilidade seria negativo. A
técnica de citometria de fluxo associada ao uso de multiplos fluorocromos é capaz
de detectar subpopulacées dentro de uma populagdo, o que corresponde a
diferentes niveis de funcionalidade da célula. Desta forma pode ser observado em
uma populacdo de células “viaveis”, mas ndo cultivaveis, sendo metabolicamente
ativas e nem estando mortas (FIGUEIREDO, A.N., 2010; SHAPIRO, H.M; 2007).

As técnicas de microbiologia classica utilizadas para monitorizar a proliferacéo
e a viabilidade celular apresentam varios inconvenientes. A densidade Optica, 0 peso
seco e a contagem padrao de col6nias ddo uma indicacao do crescimento associado
a divisédo celular, mas ndo ddo maiores informacdes sobre o estado fisiologico das
bactérias. O fluorocromo SYBR Green é um ligante da fita dupla de DNA usado com
uma boa sensibilidade para deteccéo e quantificacdo de microorganismos marcados
por citometria de fluxo (P. ASSUNCAO e cols., 2006). O SYBR Safe possui uma
intensidade de brilho alta, sem relatos de efeitos negativos na viabilidade de
microrganismos. No presente estudo, foi observada uma eficacia de marcacédo de
Corynebacterium pseudotuberculosis em torno de 95% das bactérias em na
concentracédo final 2X do SYBR, diferentemente do estudo realizado por Chapeton-
Montes e cols, 2008, que utilizou o SYBR safe na concentracgéo final de 20X.

O primeiro ponto da curva foi realizado apenas 2 horas ap6s o inéculo, com
uma concentracao inicial de 890 células/mL. O tempo de geracdo (tempo necessario
para que uma ceélula se duplique) é variavel para as diferentes espécies bacterianas,

podendo ser de 10 a 20 minutos ou até dias. Estes achados corroboram com dados
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obtidos por Figueiredo (2010) que utilizou cepa Escherichia coli Dh10b o qual possui
um tempo de geracao (2344 células/mL) mais curto que a bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis. Este experimento apresentou as fases Lag e Log semelhantes
entre as curvas de crescimento, entretanto a técnica permite distinguir o declinio de
populacbes de células viaveis apdés 24 horas de cultivo e um leve declino da
populacfes de células em injaria (Santiago L.B e cols.,2010). Com 48 horas ha um
discreto aumento de células no momento de injuria fisioldgica, junto com o0 aumento
de bactérias em processo de morte, evidenciando o controle do crescimento
populacional, onde ocorre uma maior disputa pelos poucos nutrientes ainda
presentes no meio, em conseqiéncia do aumento de metabolitos toxicos presentes
no meio.

Na Microbiologia, a CF tem mostrado varias potencialidades, nomeadamente
no estudo da susceptibilidade a antimicrobianos (PINA-VAZ, 2010; RAMANI e cols.,
1997, RUDENSKY e cols., 2005) e a participacdo no desenvolvimento de novas
substancias com atividades antimicrobianas. O uso do SYBR safe associado ao IP,
permite avaliar microbicidas que atuam em nivel do DNA e/ou a parede celular do
microrganismo, medindo os diversos parametros celulares da bactéria. A
necessidade do uso de diferentes técnicas torna-se necesséario avaliar de modo
eficaz e em tempo util os padrbes de susceptibilidade aos diferentes agentes
microbicidas e a sua atividade combinada in vitro (SHAPIRO, 2007), associadas a
poderosa ferramenta que € a citometria de fluxo a possibilidade para se avaliar a
resisténcia de um microrganismo para um determinado farmaco, pois em curto
periodo de tempo podemos obter esta informacéo.

No presente estudo, tanto a microscopia 6ptica quanto a citometria de fluxo
possibilitaram demonstrar a fagocitose C. pseudotuberculosis pelas células
peritoneais das duas linhagens de camundongos estudadas. As interagdes entre as
bactérias intracelulares e células hospedeiras, tém sido reportadas utilizando
técnicas como microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo (CF), baseando-se
no uso de diferente fluorocromos para diferentes estruturas da célula. A CF tem sido
utiizado para medir a capacidade das bactérias intracelulares (Ex.: Listeria
monocytogenes e Salmonella typhimurium) para invadir alinhagem celular de
macrofagos murinos J774A (RAYBOURNE & BUNNING., 1994).
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Esta técnicatambém tem sido utilizada no estudo da biologia de M.
tuberculosis para identificar os antigenos de superficie celular (OZANNE, V., e
cols.,1996), perfil proteinas  secretadas, interacbes como sistema imune
(BONECINI-ALMEIDA.,2000) e para determinara suscetibilidade a drogas. A
marcacao bacterianatem facilitadoa observacdo dos processos de invasao,
permitindo a disting&o entre as células-alvo invadidas e néo invadidas.

Além disto, também foi possivel perceber pela técnica de citometria de
fluxo, diferencas no padrdo da participacdo na fagocitose em relacdo as linhagens
de camundongos utilizadas, onde se observou uma diferenca no percentual de
linfécitos participantes no ensaio. A linhagem de camundongos suica apresentou um
maior percentual de linfocitos participando do processo de fagocitose.

A MIF apresentada pelas células que fagocitaram a cepa C57 foi menor que
aguela apresentada pelas células que fagocitaram a cepa T1, nas células do tipo
linfécitos e principalmente naquelas com padrdo de macrofagos, o que pode
representar um mecanismo de escape apresentado pela primeira, uma cepa
selvagem, proveniente de um animal apresentando sinais clinicos da doenca.

Desta forma, pode-se destacar a aplicabilidade da citometria de fluxo na
andlise de processos interativos microbio — célula e tais constatacfes tem sido
apresentadas por outros autores, em outros modelos experimentais (CHAPETON-
MONTES e cols.,2008). Assim, os resultados aqui apresentados confirmam que a
citometria de fluxo é uma importante ferramenta para gerar informacdes necessarias
ao entendimento, com grande precisdo, de diversos processos interativos que
dependam da quantificacdo e caracterizagdo morfoldgica e funcional na relacdo
entre células parasitas e hospedeiras, no caso especifico, entre C.

pseudotuberculosis e células com atividade fagocitica de peritbnio murino.
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7 CONCLUSOES

- a técnica de citometria de fluxo com a marcacédo por florescéncia foi eficaz para a
avaliacao do crescimento e viabilidade de Corynebacterium pseudotuberculosis, bem como
da interacdo das células bacterianas com as células fagocitarias peritoneais
murinas.

- a citometria de fluxo constitui-se numa técnica eficiente para a avaliagdo da curva
de crescimento de Corynebacterium pseudotuberculosis, permitindo a distingdo dos diferentes
estados fisiolégicos bacterianos;

- macrofagos e células compativeis com linfocitos peritoneais de camundongos das
linhagens CBA e suica foram capazes de fagocitar C. pseudotuberculosis.

- a cepa C57 apresenta menor MIF dentro das células peritoneais que a cepa T1,

podendo indicar um mecanismo de escape a fagocitose.
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