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RESUMO

O Corynebacteriumpseudotuberculosis(Cp) é o agente causador da linfadenite
caseosa dos caprinos e ovinos, enfermidade associada a perdas econémicas diretas
no setor pecuario. Apesar dos esforcos, a erradicacdo da linfadenite caseosa é
desafiadora devido a sua disseminacéo e a ineficacia das vacinas existentes. A
compreensao dos mecanismos de viruléncia do Cp é crucial para o desenvolvimento
de estratégias de controle. A captacdo de ferro é vital para a sobrevivéncia
bacteriana, contudo em condi¢cdes de restricdo muita conseguem sobreviver e se
multiplicar em condi¢des de restricdo utilizando outros minerais para desempenhar a
suas funcdes metabdlicas. Estudos indicam que o Cpdesenvolveu mecanismos
sofisticados para adquirir ferro do ambiente hospedeiro. A disponibilidade de ferro é
reduzida durante infecgbes, levando as bactérias a desenvolverem estratégias de
captacao desse metal. Dessa forma, a compreensao desses mecanismos pode levar

ao desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.

Palavras-chave: C. pseudotuberculosis, ferro e fatores de viruléncia.

Revista Transdisciplinar UNIVERSO da Saude,v.4,n.4,jan-jun.2024 ISSN:2965-2340


mailto:jtraynal@hotmail.com
mailto:ceicazoo@hotmail.com
mailto:igorbio@hotmail.com

INTRODUCAO

O Corynebacteriumpseudotuberculosis (Cp) é o agente causador da
linfadenite caseosa (LC), uma enfermidade infecciosa que causa consideraveis
prejuizos a industria ovinocaprina. Essa doenga cronica ndo s6 impacta a saude dos
animais, mas também afeta negativamente o ganho de peso, a producéo de leite e a
gualidade do couro, resultando em perdas econd6micas significativas para 0s
criadores(Dorellaet al.; 2006). O tratamento com antibiéticos € impraticavel, e a
erradicacdo da doenca é um desafio devido a sua disseminacdo generalizada nos
rebanhos e a falta de uma vacina eficaz (Bastos et al.; 2012).

A complexidade da LC e a inadequacao das vacinas existentes ressaltam a
importancia de compreender os mecanismos moleculares de viruléncia do Cp.
Estudos indicam que a capacidade de persisténcia e patogenicidade deste patégeno
esta estreitamente relacionada a sua habilidade de adquirir ferro do ambiente
hospedeiro (Dorellaet al.; 2006; Paule et al.; 2003). O ferro desempenha um papel
crucial no estabelecimento de infeccbes bacterianas, sendo essencial para o
crescimento e sobrevivéncia de muitos microrganismos. Em ambientes de infec¢ao,
a disponibilidade de ferro € naturalmente reduzida como uma estratégia de defesa
do hospedeiro, levando as bactérias patogénicas a desenvolverem mecanismos
sofisticados de captacdo deste metal (Andrews et al.; 2003; Cordelis&Andrews,
2010).

Diante deste cenario, a compreensao dos mecanismos de viruléncia do Cpe
a identificacdo de moléculas associadas a patogénese sdo fundamentais para o

desenvolvimento de novas estratégias de controle da LC.

CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS

O patdégeno causados da enfermidade infecciosa linfadenite caseosa (LC),
Corynebacteriumpseudotuberculosis(Cp),é o responsével por significativo grau de
perdas econdmicas na ovinocaprinocultura. A doenca apresenta um carater croénico,
sendo responsavel por impactos negativos no ganho de peso e producéo de leite,
assim como pela desvalorizacdo do couro e condenacdo de carcacas nos
abatedouros de pequenos ruminantes. Além do tratamento com antibidticos ser
considerado inviavel, a sua erradicacdo € dificil, visto que esta amplamente

disseminada nos rebanhos mundiais (Dorellaet al.; 2006) e até o presente momento
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nenhum modelo vacinal satisfatério foi produzido para caprinos e ovinos (Bastos et
al.; 2012).

Vacinas propiciam uma protecao a infec¢des ao estimular o desenvolvimento
de células direcionadas a destruicdo de um patdégeno especifico (Handman, 1997;
Santos et al.; 1999). Entre 1972 e 2011, pelo menos 39 modelos de vacinas contra
C. pseudotuberculosisforam sugeridos por pesquisadores de todo o mundo. Estes
imundgenos envolvem o0 uso de bacterinas e toxodides neutralizados com formalina,
bactérias geneticamente modificadas, antigenos recombinantes e estirpes
atenuadas do microrganismo. No entanto, nenhum produto apresentou eficacia
satisfatoria, oferecendo protecdo completa aos animais em um rebanho (Bastos, et
al.; 2012). Esta lacuna no mercado demonstra a complexidade da elaboracdo de um
imundégeno capaz de ativar todas as vias imunolégicas necessérias para conferir
protecdo aos ovinos e caprinos. Dada essa complexidade, novas abordagens
biotecnolégicas tém sido usadas pelos pesquisadores para desvendar o0s
mecanismos moleculares de viruléncia de Cp.

Embora a doenca possa ser diagnosticada através do cultivo microbioldgico
do material caseoso, uma parte dos animais infectados pode desenvolver
granulomas internos, comumente nos pulmdes ou linfonodos do mediastino, ndo
expressando sinais clinicos de infeccdo (Binnset al.; 2007). Uma vez estabelecida no
rebanho, a erradicacdo desta doenca constitui um passo dificil, tendo em vista a
dificuldade no tratamento e a deteccdo de animais contaminados pelos sinais
clinicos tem sua eficiéncia limitada (Paule et al.; 2004; Mohanet al.; 2008). Por estes
motivos, a prevencao através de vacinacdo e o diagndstico da enfermidade em fase
precoce constituem as melhores acdes de controle da doenca, o que torna a
elaboracdo de vacinas eficazes e de testes de imunodiagndstico prioridades

cientificas.

PATOGENICIDADE E VIRULENCIA DO CP
No mecanismo de patogénese, em infeccOes naturais dos pequenos
ruminantes, a Cp utiliza como a principal porta de entrada, ferimentos ou pequenas
abras6es na superficie da pele (Dorellaet al.; 2006; Baird & Fontaine, 2007). Apos a
entrada, ocorre a formacgédo lesbes granulomatosas (Kuriaet al.; 2001; Baird &
Fontaine, 2007; Soares, et al.; 2007), a medida que o microrganismo se dissemina,

utilizando a via linfatica ou sanguinea, as lesbes se desenvolvem em Orgaos

Revista Transdisciplinar UNIVERSO da Saude,v.4,n.4,jan-jun.2024 ISSN:2965-2340



internos; nos linfonodos mediastinicos, nos pulmdes, figado e baco podendo
acometer outros 6rgdos (Baird & Fontaine, 2007). Os granulomas da LC séo
resultados principalmente da resposta imune do hospedeiro como um mecanismo
para conter a disseminacdo deste microrganismo (Pekelder, 2000). Além da
visualizagcdo de granulomas € possivel identificar em exames laboratoriais nos
caprinos e ovinos: anemia, leucocitose com neutrofilia e altos niveis de fibrinogénio,
hipoproteinemia ou uma hiperproteinemia por aumento de imunoglobulinas,
principalmente IgG, e aumento de interferon gama (Paule et al.; 2003).

Estudos demonstram que proteinas extracelulares de
superficiedesempenham um papel importante na viruléncia bacteriana, na
capacidade de adeséo, invasao celular, adaptacdo, sobrevivéncia dentro da célula
hospedeira, fuga de células de defesa, além de modular o sistema imune do
hospedeiro (Hilbi& Haas, 2012; Schneewind&Missiakas, 2012).

Apdés o completo sequenciamento do genoma deste micro-organismo,
estudos in silico demonstraram a associacdo de alguns genes com possiveis
mecanismos de viruléncia, os genes ja caracterizados (D’Afonsecaet al.; 2008) estédo
atualmente depositados no Genpet (National Center for Biotechnologylnformation —
NCBI). Dentre estes genes, foram registrados quatro genes (fagA, fagB, fagC, fagD)
gue compde o operonfag ABC, o qual € responsavel pela expressdo de proteinas
envolvidas na captacéo de ferro (transportador ABC), as quais contribuem para a
persisténcia bacteriana no hospedeiro animal (Santos et al.;2012; Trostet al.; 2010;
Ruiz et al.; 2011). Estes genes séo regulados pela disponibilidade de ferro do
ambiente, sendo melhor expressos em condi¢cfes de restricdo de elemento quimico
(Billington et al.; 2002). Este sofisticado mecanismo foi amplamente descrito em
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, sendo possivel encontrar diversos
artigos publicados sobre as bases moleculares da captacao de ferro, e as moléculas
envolvidas sdo comumente denominadas sideroforos (Heinrichset al.; 1999; Brown
et al.;2001,a-b).

IMPORTANCIA DO FERRO NO DESENVOLVIMENTO DA DOENCA
Ferro é essencial para muitos microrganismos e uma etapa crucial no
estabelecimento de infeccbes em animais (Heinrichs et al.; 1999; Ganz &Nemeth,
2015). Ele é encontrado em dois estados de oxidacédo diferentes. A forma férrica

(Fe*"), altamente insolivel, é encontrada na presenca de altas concentracdes de
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oxigénio e a forma ferrosa (Fe?*), mais soltvel, encontrada em ambientes em andxia
ou com baixo pH. Sendo utilizado por muitos seres vivos em funcdes celulares
diversas (Andrews et al.; 2003; Cordelis&Andrews, 2010; Chu et al.; 2010).

O ferro tem uma grande importancia para as bactérias, contudo algumas
delas possuem a capacidade de se desenvolver e multiplicar em ambiente livre de
ferro, utilizando-se de outros metais, como manganés e cobalto, para desempenhar
suas funcdes metabdlicas (Andrews et al.; 2003; Smith, 2004).

Partindo do principio de que o ambiente de infeccdo do hospedeiro
apresenta naturalmente uma baixa disponibilidade de ferro, pesquisadores
passaram a buscar uma mimetizagcdo dessas condicdes em modelos in vitro, de
forma que os micro-organismos expressassem 0s possiveis fatores de viruléncia que
sdo realmente expressos in vivo. Em alguns estudos, a restricdo do ferro para
micro-organismos em meios de cultura foi alcancada pela suplementacdo com
agentes gquelantes, como mesilato de desferroxamina, deferiprona e deferasirox
(Maurer et al.; 2007; Paradkaret al.; 2008); outros estudos buscaram tal mimetismo
realizando o cultivo bacteriano diretamente em soro humano e animal ou em soro
fetal bovino industrial, os quais sdo ambientes naturalmente ricos em proteinas
guelantes de ferro (Oogaiet al.; 2011). Contudo em cultivos com Cp, ainda n&o foram
relacionadas as caracteristicas de crescimento, com o que foi expresso pelas
bactérias em diferentes condi¢cfes de cultivo.

O ferro em organismos vivos encontra-se complexado com acidos organicos
ou proteinas, além disso, o ferro encontrado no hospedeiro tende a estar em
concentracdo reduzida como estratégia para combater a infec¢cdo. Para conseguir
captar este metal bactérias patogénicas se utilizam de mecanismos de captacéo que
garantem sua adaptacdo diante de condicdes adversas (Andrews et al.; 2003;
Cordelis&Andrews, 2010; Hood &Skaar, 2012; Ganz &Nemeth, 2015).

Bactérias captam ferro de diferentes formas, sendo através da sintese de
sideréforos, pequenas biomoléculas, com tamanho de 400 a 1000 Da, que
apresentam altissima afinidade por ion férrico (Chu et al.; 2010). A maioria dos
sider6foros s&o sintetizados por peptideo sintases nao-ribossomais (NRPS),
enzimas multimodulares que se assemelham as acido graxo sintases de tipo | de
eucariotos (Chan & Vogel, 2010). Essa via de sintese de sidero6foros foi a primeira a
ser elucidada e continua sendo a mais importante entre bactérias, sendo

responsavel pela sintese de muitos dos sideréforos ja conhecidos (Chu et al.; 2010).
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Uma via de sintese de sideréforos, independente de NRPS, sdo baseados
em moléculas como acidos dicarboxilicos ou amino alcoois, derivados de
aminoacidos. Genses com alta similaridade a ciuAou ciuB, que sdo proteinas
associadas ao transporte de ferro e estdo presentes em bactérias que possuem
algum tipo de sider6foro(Barry &Challis, 2009).

O sideroforo, ou qualquer outro complexo férrico transportado para o espaco
periplasmatico de bactérias Gram negativas, € ligado a uma proteina periplasmatica
ligante de ferro, que ira transportar o complexo para um transportador ABC cognato
localizado na membrana interna. O transportador ABC transfere o complexo férrico
para o citoplasma num processo dependente de ATP. No espaco intracelular o
sideréforo pode ser degradado ou reciclado posteriormente a retirada do seu atomo
de ferro (Chu et al.; 2010; Braun &Hantke, 2011).

Em bactérias Gram-positivas, os sideroforos sdo diretamente transferidos
para uma proteina ligante de ferro, a qual transfere o complexo ferro-sideroforo para
o transportador ABC localizado na membrana citoplasmatica (Andrews et al.; 2003;
Cordelis&Andrews, 2010; Chu et al.; 2010).

O papel de armazenamento de ferro, em bactérias, € desempenhado por
ferritinas e proteinas semelhantes a ferritina. Essas proteinas oxidam os ions
ferrosos em excesso e armazenam os ions férricos resultantes num sitio ndo-reativo,
no interior das proteinas, ocultando o metal de processos celulares, essa
capacidade de armazenamento de ferro é extremamente importante, gerando uma
reserva de nutriente e diminuindo os potenciais efeitos téxicos que o ferro pode
desempenhar quando livre em solugao (Andrews et al.; 2003; Smith, 2004). Existem
em bactérias trés classes descritas de proteinas com capacidade de
armazenamento de ferro: ferritina, bacterioferritina e proteinas ligantes de DNA
(Smith, 2004).

A homeostase de ferro é regulada de acordo com a disponibilidade de ferro
no meio. Muitos micro-organismos, dependem do equilibrio entre capturar ferro para
crescer e sobreviver e evitar 0os seus efeitos toxicos, sendo isto controlado pela
proteina Fur (Ferricuptakeregulator) (Crosa, 1997; Hantke, 2001). A Fur controla a
expressdo de genes ligados a captacdo e armazenamento deste metal e de genes
relacionados a: estresse oxidativo, metabolismo energético e viruléncia
(Litwin&Calderwood, 1993; da Silva Neto et al.; 2009; Jackson et al.; 2010).
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MECANISMOS DE VIRULENCIA DO CP.

Embora haja uma crescente busca de diagnostico e profilaxia para a LC,
pouco se investigou sobre os mecanismos moleculares da viruléncia em Cp. Nos
ultimos 20 anos, dois determinantes da viruléncia foram bem caracterizados: a
exotoxina fosfolipase D (pld) e os lipideos téxicos da parede celular, também
denominados de acidos corinomicdlicos. A pld é considerada como o principal fator
de viruléncia desta bactéria (Lipskyet al.; 1982; Hodgson et al.; 1999), constituindo
um fator de permeabilidade que promove a hidrélise de ligacdes éster na
esfingomielina da membrana de células de mamiferos (Carne &Onon, 1978;
Coyle&Lipsky, 1990; McNamara et al.; 1995); dessa forma, esta exotoxina contribui
para a dispersdo do micro-organismo do sitio inicial de infeccdo para sitios
secundarios dentro do hospedeiro (Hodgson et al.; 1999; Williamson, 2001). Por
outro lado, os acidos corinomicélicos sdo lipideos de superficie de Cp que
contribuem para a patogénese da doenca (Hard, 1972), de forma que linhagens
mais virulentas possuem mais lipideos que as linhagens atenuadas (Jolly, 1966).
Esta camada lipidica representa uma protecdo contra a acdo degradativa das
enzimas presentes em fagolisossomos de macréfagos, além de permitir a aderéncia
dos micro-organismos e promover uma citotoxicidade local (Muckle&Gyles, 1982;
Alves & Pinheiro, 1997).

Dentre os avancos cientificos gerados nessa area, pesquisas recentes ja
registraram a existéncia de genes e fatores de viruléncia regulados pela
disponibilidade de ferro, de forma que o perfil de expressédo génica e o proteoma
bacterianos sdo alterados como resposta a restricdo férrica. (Carpenter et al.; 2009;
Cornelis, 2010; Jones &Wildermuth, 2011). A partir destas modificacbes, novos
fatores de viruléncia associados ao metabolismo do ferro, patogénese bacteriana e
persisténcia do patégeno no  hospedeiro foram  descobertos em
Corynebacteriumdiphtheriae (Schmitt, 1997), Mycobacterium tuberculosis (Cronjéet
al.; 2005; Rodriguez & Smith, 2006), Mycobacterium avium (Janagamaet al.; 2010),
dentre outros micro-organismos intracelulares.

Na busca de marcadores moleculares que auxiliem no diagndstico precoce e
no tratamento de vérias doencas, muitos estudos tém focado em alteragbes nos
genes, seus transcritos e produtos proteicos envolvidos em processos celulares
importantes (Barbosa et al.; 2012). O proteoma sdo: os produtos traduzidos a partir

das sequéncias gendmicas, proteinas resultantes de processos pos-transcricionais e
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pds-traducionais, e os complexos formados por essas biomoléculas (Ahrens, et al.;
2010). Ele é dinamico e seu perfil se modifica de acordo com o status fisiologico e as
fases da diferenciacdo celular (Jensen, 2004). O termo protedmica refere-se ao
estudo das moléculas responsaveis por controlar os processos biolégicos
(Valledor&Jorrin, 2011), avaliando suas variacbes moleculares dentro de uma

populacdo, quantidades, mudancas em resposta ao ambiente e suas interacdes.

CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a demanda mundial de solu¢bes para o controle da linfadenite
caseosa dos caprinos e ovinos e a escassez de conhecimento sobre os fatores de
viruléncia de Cp, faz-se necessaria a realizacdo de estudos voltados para
compreensdo dos mecanismos de patogénese do micro-organismo e suas
moléculas associadas. Nesse sentido, ensaios in vitro de crescimento deste micro-
organismo sob condi¢des de restricdo de ferro e em soro animal podem contribuir
para a expressdo de um novo perfil proteico que podem vir a ser fatores de
viruléncia, de forma que moléculas fundamentais a patogénese e ainda
desconhecidas possam ser identificadas e caracterizadas e, posteriormente,

utilizadas na elaboracéo de novos modelos vacinais e imunodiagnosticos.
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