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Resumo

Introdugdo: A caprinocultura é um importante segmento no agronegdcio. Porém existem alguns entraves na produgdo que causam
graves prejuizos, dentre eles patégenos responsdveis por doengas persistentes, tais como o C. pseudotuberculosis —agente etiolégico
da linfadenite caseosa. Objetivo: Com o objetivo de analisar a cinética hematoldgica de caprinos (Capra hircus) infectados com a
bactéria. Metodologia: 18 caprinos da raga Canindé foram divididos em trés grupos, sendo um grupo controle (sem infecgdo) e dois
grupos infectados, um com uma cepa de C. pseudotuberculosis produtora de biofilme, e outro grupo com uma cepa nao produtora
de biofilme. Antes da infecgdo, foram coletados 4 mL de sangue para realizagdo do hemograma. Apds a infecgdo dos animais, foram
realizadas coletas de sangue e exames clinicos nos tempos 7, 14, 28, 45, 60, 90, 120, 150 e 180 dias apds a infecgdo. Resultados:
Para as condigdes de infecg¢do experimental, foram comprovados picos de haptoglobina na infecgdo aguda, bem como os valores dos
hemogramas, no inicio da infecgdo. Conclusdo: No entanto, foi observada a elevagdo do nimero de leucdcitos, com aproximagao
do valor méaximo de referéncia nas fases agudas, e as taxas, posteriormente voltaram aos pardmetros dentro da normalidade, na
fase cronica da infecgdo.

Palavras-chave: Capra hircus biofilme; corynebacterium; peseudotuberculosis; hemograma; infecgdo experimental.

Abstract

Introdution: goat farming is an essential segment of agribusiness. However, some obstacles in production cause severe losses, among
them pathogens responsible for persistent diseases, such as C. pseudotuberculosis - the etiological agent of caseous lymphadenitis.
Objective: to analyse the haematological kinetics of goats (Capra hircus) infected with the bacteria. Methodology: 18 Canindé goats
were divided into three groups: a control group (without infection) and two infected groups, one with a biofilm-producing strain of C.
pseudotuberculosis, and the other with a non-biofilm-producing strain. Before infection, 4 mL of blood were collected for blood count.
After infection of the animals, blood samples and clinical examinations were performed at 7, 14, 28, 45, 60, 90, 120, 150 and 180
days post-infection. Results: for the experimental infection conditions, haptoglobin peaks were observed in the acute infection and
blood count values at the beginning of the infection. Conclusions: however, an increase in the number of leukocytes was observed,
approaching the maximum reference value in the acute phases and the rates later returning to parameters within normal limits in
the chronic phase of the infection.

Keywords: Capra hircus; biofilm; corynebacterium pseudotuberculosis; blood count; experimental infection.

Introdugao

A produgdo de caprinos é importante em varios
paises e, expressivamente, no Brasil. Embora a produgdo
desses animais esteja em expansao, doengas infecto-
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contagiosas, como a linfadenite caseosa, reduzem a
produtividade desses animais=. Para manter o rebanho
saudavel, é necessario um acompanhamento rigoroso
dos animais, através de exames clinicos, laboratoriais
e de imagem. Desse modo, de acordo com Ndoutamia,
Ganda* (2005), a hematologia clinica é importante area
de estudo sobre o estado sanitario dos animais. Porém o
hemograma necessita de adequada interpretagdo, bem
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como é necessario analisar a influéncia de varios fato-
res, como condi¢Ges climaticas e ambientais, além das
variaveis intrinsecas ao animal, como sexo, raca, idade,
gestacdo e lactacdo.

Na infecgdo por Corynebacterium pseudotuberculosis,
agente etioldgico da linfadenite caseosa, sdo desenvolvidos
granulomas com estrutura celular complexa, revelando
infiltrados de células epitelioides, macréfagos, neutrofilos
e linfocitos®. Outra consequéncia da infec¢do é o aumen-
to da concentragdo sérica de proteinas de fase aguda, a
exemplo da haptoglobina, principal proteina desse tipo
em ruminantes, que é importante biomarcador precoce
de processos inflamatdrios, infecciosos e de estresse®.

C. pseudotuberculosis possui diversas caracteristicas
de viruléncia, como um biofilme que confere protecdo a
bactéria em ambientes hostis, favorecendo sua sobrevi-
véncia através de mecanismos de escape imunoldgico”®.
Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar, através
de exames clinicos e laboratoriais (hemograma e dosa-
gem sérica de haptoglobina), caprinos infectados e nao
infectados por C. pseudotuberculosis, comparando a
infeccdo experimental por cepa produtora e cepa ndo
produtora de biofilme.

METODOLOGIA

Esse experimento foi autorizado pela Comissdao de
Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias da Sau-
de da Universidade Federal da Bahia (CEUA, ICS), sob o
ndmero 123/2017. Foi realizado em uma estagdo experi-
mental de criagdo de pequenos ruminantes, localizada na
latitude 12°52’16" e longitude 38°45’52", clima tropical
umido e temperatura média de 30°C.

Foram selecionadas duas cepas de C. pseudotuber-
culosis, provenientes de caprinos: uma delas forte pro-
dutora de biofilme, CAPJ4 (76), e outra ndo produtora de
biofilme em condigGes in vitro, CAP3W (21). Os genomas
das duas cepas foram completamente sequenciados e
estdo disponiveis no GenBank, com nimeros de acesso
CP026499 e CP026500, respectivamente. As cepas foram
cultivadas em 200 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI)
por 48 horas, em estufa a 37 °C. Apds o cultivo, as amos-
tras foram centrifugadas por 20 minutos a 6000 rpm,
desprezando-se o sobrenadante e acrescentando-se 10
mL de solugdo salina estéril para ressuspensao do pellet.
Em seguida, foi retirado 1 mL das culturas bacterianas e
ressuspensas duas vezes com solugdo salina, com pos-
terior centrifugagdo por 5 minutos a 5.000 rpm. Depois
de desprezar o sobrenadante, foi adicionado Sybr Safe
(Invitrogen), corante para marcar as células bacterianas,
o qual foi diluido 1:20 e incubado por 20 minutos no
escuro, a temperatura ambiente. Entdo, foi realizada
nova lavagem para remogao do reagente, e o pellet foi
ressuspendido com 1 mL de solugdo salina. Em seguida,
foram retirados 50 pL da suspensdo bacteriana, acrescida
de 450 pL de solugdo salina, em tubos com Beads trucount
(BD Biosciences) para realizar a contagem do indculo por

mensuragao em citometria de fluxo. O estabelecimento
da concentragdo bacteriana seguiu o seguinte calculo:
bactérias totais = n2 eventos bactérias / n? eventos beads
x N2 de beads por uL (constante no lote)°.

Foram utilizados, no experimento, 18 caprinos da
raca Canindé, com idade média de seis meses. Durante
o periodo experimental, os caprinos foram alimentados
com feno de gramineas, além de suplementa¢do mineral
e proteica, e agua ad libitum. Os animais foram divididos
em trés grupos. O grupo 1 (controle, n=6) foi composto
por animais inoculados apenas com solugao salina 0,9%.
No grupo 2 (n=6), foram incluidos caprinos inoculados
com a cepa negativa para producdo de biofilme (21). O
grupo 3 (n=6) foi composto por animais inoculados com a
cepa produtora de biofilme (76). A inoculagdo dos animais
foi realizada com 1 mL de solugdo salina contendo 2 x 10°
UFCde C. pseudotuberculosis. Todas as inoculagdes foram
realizadas por via subcutanea, na regido pré-escapular
direita do animal.

O hemograma foi realizado nos tempos zero (antes
dainoculagdo), 7,14, 28, 45, 60, 90, 120, 150 e 180 dias
apodsainoculacdo, de forma automatizada, utilizando-se 2
mL de sangue por animal. Nesse exame, foram avaliados:
contagem de hemacias, concentracdo de hemoglobina,
hematdcrito, contagem de neutréfilos, linfécitos, mo-
nocitos, eosindfilos basdfilos, e posterior determinacgdo
de indices hematimétricos. A cada coleta de sangue, os
animais foram examinados clinicamente.

A concentracdo de haptoglobina sérica foi estimada
com base em sua capacidade de ligagdo a hemoglobina®.

Foi realizado exame parasitolégico dos animais para
avaliar se ocorreu alguma parasitose gastrointestinal que
pudesse interferir no experimento. Para a realizagdo da
técnica, contagem de ovos por grama de fezes (OPG),
foram utilizadas cerca de 2 gramas de fezes dos capri-
nos, diluidas em solugdo hipersaturada de sal (58mL),
verificando-se a densidade necessaria para a flutuagao
dos ovos. Aguardou-se dois minutos para os ovos flutua-
rem-na camara de McMaster, e, assim, poder dar inicio
a contagem dos ovos do parasito contidos nas areas de-
limitadas da camara, com auxilio do microscépio éptico
(objetiva de 10)*12,

Para a andlise dos dados, foi utilizado o GraphPad
Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc., CA, USA). Preceden-
do qualquer analise estatistica, foi realizado o teste de
Grubb, para detec¢do de outlier por grupo de variaveis
estudadas. Na analise estatistica dos dados, foi utilizado,
inicialmente, o teste de normalidade (Pearson Omnibus)
para avaliar o tipo de distribuicdo dos dados. Em seguida,
para os dados com distribuicdo normal, foram utilizados
testes paramétricos ANOVA. Quando ndo se observou
padrdao de normalidade, foram utilizados testes ndo
paramétricos Tukey. Diferencas foram consideradas
significativas quando p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Todos os animais infectados com C. pseudotuberculosis
apresentaram abscessos nos locais de inoculagdo. Dentre
os resultados aqui alcangados, algumas varidveis chamam
atengdo por representarem comportamento diferente
dentro dos parametros do hemograma. Entretanto, o
acompanhamento clinico dos animais péde explicar esses
resultados. E importante observar que os parametros
hematoldgicos podem variar muito de acordo com o es-
tado de saude do animal e de acordo com variaveis, como
condigdes climaticas e ambientais. Mais especificamente,
estado nutricional, gestagao, lactagdo, manejo, raga, sexo
e idade influenciam no resultado do hemograma®.

Em relagdo ao resultado dos hematdcritos apresen-
tado na Figura 1, observou-se diferenca estatistica pds-
-inoculagdo (PI) no grupo controle, em relagdo ao grupo
infectado com a cepa 21 (ndo produtora de biofilme).
Existe aumento dos hematodcritos em 45, 90, 120 e 150
dias PI. Esses resultados confirmam os achados de Oliveira
et al.** (2012), que analisaram caprinos da mesma racga
(Canindé), e observaram uma média de 32,15 + 5,16. Ao
longo de todo o experimento o hematdcrito dos animais
se manteve abaixo ou pouco acima do limite inferior do
valor de referéncia, o que pode ser provocado por um
processo infeccioso.

Figura 1 — Perfil do hematdcrito observado ao longo de 180 dias em caprinos infectados experimentalmente com C. pseudotu-
berculosis. Grupo controle (n=6), sem infec¢do experimental; Grupo 21 (n=6), infectado com C. pseudotuberculosis ndo produtor
de biofilme; e Grupo 76 (n=4), infectado com C. pseudotuberculosis produtor de biofilme. Letras sobrescritas diferentes indicam
diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle no teste estatistico ANOVA, com p<0,05. Linhas pontilhadas

representam o valor de referéncia.
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Fonte: Jain* (1993)

Na Figura 2, estd apresentado o perfil de leucdcitos
totais, existindo um aumento dos leucdcitos nos grupos
infectados nos tempos 7,14 e 28, em um quadro de in-
fecgdo aguda. Quanto ao aumento de leucdcitos totais,
demonstrado com diferenga estatistica de ambos os
grupos experimentais em relagdo ao grupo controle, é

- CONTROLE
-+ NAO PRODUTORA DE BIOFILME
; -+ PRODUTORA DE BIOFILME

possivel observar o que naturalmente acontece com ca-
prinos infectados por bactérias, pois aumenta a contagem
de neutroéfilos, mondcitos e outras células do sistema
leucocitario. Na infec¢do por C. pseudotuberculosis, foi
observado um aumento significante na maioria desses
parametros®®.

Figura 2 — Perfil de leucdcitos totais observados ao longo de 180 dias em caprinos infectados experimentalmente com C. pseudo-
tuberculosis. Grupo controle (n=6), sem infec¢éo experimental; Grupo 21 (n=6), infectado com C. pseudotuberculosis ndo produtor
de biofilme; e Grupo 76 (n=4), infectado com C. pseudotuberculosis produtor de biofilme. Letras sobrescritas diferentes indicam
diferengas estatisticas significativas em relagdo ao grupo controle, no teste ANOVA, com p<0,05. Linhas pontilhadas representam

o valor de referéncia.
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Fonte: Jain'* (1993)

Foi observada diferenca estatistica para os tempos 7,
14 e 28. Os grupos infectados apresentaram uma neutro-
filia, e foi observada diferenca estatistica em relagdo ao
grupo controle. Esse fato ja é bem descrito na literatura,
pois animais infectados com microrganismos bacterianos

tém um aumento substancial de neutréfilos na infecgao
aguda, por essas serem as primeiras células sanguineas
recrutadas pelo sistema imunoldgico inato para defesa
do hospedeiro®®?’.

Figura 3 — Perfil de neutrdfilos observado ao longo de 180 dias em caprinos infectados experimentalmente com C. pseudotuber-
culosis. Grupo controle (n=6), sem infec¢do experimental; Grupo 21 (n=6), infectado com C. pseudotuberculosis ndo produtor de
biofilme; e Grupo 76 (n=4), infectado com C. pseudotuberculosis produtor de biofilme. Letras sobrescritas diferentes indicam que

houve diferenga estatistica significativa, segundo o teste de ANOVA, com p < 0,05. Entre “b” e “c

representam o valor de referéncia.
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Na contagem de linfécitos, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos, e os valores permanece-
ram dentro do range de normalidade para animais com
infeccdo bacteriana. No tempo 90 dias, observa-se uma
gueda nos linfdcitos dos grupos infectados e uma maior
guantidade de linfdcitos no grupo controle, bem como,
no tempo 120, os linfécitos dos animais infectados dimi-
nuiram um pouco mais, para, em seguida, aumentarem
no tempo 150 dias. Esses valores estdo de acordo com os
encontrados por Oliveira et al.’*(2012), que pesquisaram
caprinos saudaveis da mesma raga que os animais deste
estudo. Também com os valores encontrados por Odhah
et al.¥’ (2017), que utilizaram cabras infectadas e descre-
veram que esses resultados sdo relacionados a patologia
causada pelo C. pseudotuberculosis, ou por resposta do
hospedeiro a esse patdgeno, pois infecgdes agudas bacte-
rianas sdo geralmente associadas a neutrofilia, enquanto

150 180

as infecgOes cronicas podem levar a linfocitose.

Na Figura 4, estdo apresentados os valores encon-
trados para mondcitos. Observou-se maior quantidade
de células nas amostras de sangue dos animais incluidos
nos grupos infectados, com significancia estatistica.
Esse resultado também foi encontrado por Mahmood
et al.® (2015), que desafiaram caprinos com C. pseudo-
tuberculosis e a exotoxina PLD, e observaram alteragGes
significativas para leucdcitos totais, devido ao aumento
de neutrdfilos, eosindfilos, mondcitos e linfdcitos. Ja na
infeccdo cronica, os mondcitos circulantes sdo recruta-
dos para a area da inflamacgéo, transformando-se em
macrofagos teciduais. Esse mecanismo acontece por
ativacdo de células T, que vdo produzir citocinas, tais
como o IFN-gama. Essas citocinas sdao essenciais para
gue os macrofagos possam desempenhar suas fungdes
de ligacdo entre as respostas imune inata e adaptativa®.
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Figura 4 — Perfil de mondcitos observado ao longo de 180 dias em caprinos infectados experimentalmente como C. pseudotuber-
culosis. Grupo controle (n=6), sem infec¢cdo experimental; Grupo 21 (n=6), infectado com C. pseudotuberculosis néo produtor de
biofilme; e Grupo 76 (n=4), infectado com C. pseudotuberculosis produtor de biofilme. Letra sobrescrita diferente indica que houve
diferenca em relagdo ao grupo controle no teste de ANOVA, com p<0,05. Linhas pontilhadas representam o valor de referéncia.
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Fonte: Jain'* (1993)

Observando a Figura 5, podemos verificar que os
eosinodfilos apresentaram uma diferenca estatistica entre
o tempo 7 do grupo infectado com a cepa 21 e o grupo
controle do mesmo tempo. Esse resultado pode ser ex-
plicado através da avaliagdo parasitoldgica realizada em
todos os tempos. Quando se analisou a contagem de ovos
por gramas de fezes (OPG) dos animais do grupo infectado
com a cepa ndo produtora de biofilme, observou-se que
um animal continha ovos de Haemonchus contortus e
do género Eimeria, o que foi correlacionado com maior

guantidade na contagem de eosindfilos para esse animal,
pois os eosindfilos desempenham importante papel
parasiticida’®. Qutra alteragdo observada foi a diarreia
provocada pela introdugdo de alimento concentrado na
dieta desses animais até a sua adaptagdo, o que mostra
que, no tempo zero, todos os animais possuiam uma
guantidade de eosindfilos um pouco acima dos para-
metros. Depois desse periodo de adaptagdo, os valores
foram se estabilizando até niveis normais***2,

Figura 5 — Perfil de eosindfilos observado ao longo de 180 dias em caprinos infectados experimentalmente com C. pseudotuber-
culosis. Grupo controle (n=6), sem infec¢cdo experimental; Grupo 21 (n=6), infectado com C. pseudotuberculosis ndo produtor de
biofilme; e Grupo 76 (n=4), infectado com C. pseudotuberculosis produtor de biofilme. Letras sobrescritas diferentes indicam que
houve diferenga estatistica significativa, segundo o teste de ANOVA, com p < 0.06. Entre “a” e “b” - p<0,05. Linhas pontilhadas

representam o valor de referéncia.
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Fonte: Jain'* (1993)

Na Figura 6, observa-se o perfil de células baséfilas.
Existe um aumento dessas células na infec¢do aguda nos
tempos 7 e 14, porém o maior aumento na contagem
acontece no tempo 90, e ambas apresentam diferenca
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estatistica. Esses resultados ndo sdao concordantes com os
descritos por Ibtisam®® (2008), segundo os quais, durante
infec¢do de C. pseudotuberculosis, ndao foram encontra-
das diferencgas significativas em contagem de basofilos.
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Porém esse resultado estad de acordo com o de Mahmood
et al.®* (2015), que infectaram caprinos com a mesma
bactéria. O aumento significativo de basdéfilos na infecgao
crénica é mediado por resposta imune celular?. Contudo,
nao foi possivel observar diferenca significativa entre os
grupos a partir do decimo quarto dia do experimento.
Em relagdo a cinética da producdo de haptoglobina
durante a resposta de fase aguda, foi observado que
houve uma alta producdo dessa proteina no periodo pés-
-inoculagdo (Figura 7), mostrando diferenca significativa

entre os animais do grupo controle e os animais infecta-
dos com o C. pseudotuberculosis. Esse resultado mostra
que a haptoglobina é um biomarcador para diferenciar
infeccBes agudas e cronicas®. Tal pardmetro é de extrema
importancia para mensurar a fase aguda da doenga, que
pode ser de fundo parasitolégico, bacterioldgico, ou qual-
qguer outra enfermidade. E esses valores também foram
encontrados por Jeber et al.* (2016), que trabalharam
com caprinos Boer inoculados com fosfolipase D derivada
de C. pseudotuberculosis.

Figura 6 — Perfil de basdfilos observado ao longo de 180 dias em caprinos infectados experimentalmente com C. pseudotuberculosis.
Grupo controle (n=6), sem infec¢do experimental; Grupo 21 (n=6), infectado com C. pseudotuberculosis néo produtor de biofilme; e
Grupo 76 (n=4), infectado com C. pseudotuberculosis produtor de biofilme. Letra sobrescrita diferente indica que houve diferenca
em relagdo ao grupo controle de acordo com o teste ANOVA, com p<0,05. Linhas pontilhadas representam o valor de referéncia.
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As proteinas de fase aguda, como a haptoglobina, sdo
moléculas de defesa do mecanismo da imunidade inata,
e, na fase aguda da infec¢do, aumentam em magnitude
maior que 25%, valor que concorda com o do trabalho em
questdo. A haptoglobina atua para restaurar a homeosta-

se no corpo do animal, principalmente desencadeando a
produgdo de citocinas, bem como o aumento de neutrofi-
los e de macréfagos??. Foi observada diferenca estatistica
de ambos os grupos experimentais em relagdo ao grupo
controle, noinicio da infecg¢do, corroborando a literatura.

Figura 7 — Perfil de haptoglobina sérica observado ao longo de 180 dias em caprinos infectados experimentalmente com C.
pseudotuberculosis. Grupo controle (n=6), sem infec¢do experimental; Grupo 21 (n=6), infectado com C. pseudotuberculosis ndo
produtor de biofilme; e Grupo 76 (n=4), infectado com C. pseudotuberculosis produtor de biofilme. Letra sobrescrita diferente
indica que houve diferen¢a em relagdo ao grupo controle no teste de ANOVA, com p<0,05.
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Assim, a haptoglobina pode ser considerada uma
importante candidata para o monitoramento de doencas
subclinicas, como é o caso da linfadenite caseosa, pois
ocorre uma resposta de fase aguda cldssica com alta
producdo hepdtica de haptoglobina, e sua secre¢do na
circulagdo sanguinea, mesmo antes das altera¢Ges no
leucograma e da expressdo de sinais clinicos®?3,

CONCLUSAO

Em relagdo aos dados clinicos dos animais, foi pos-
sivel observar a presencga de lesGes em todos os animais
infectados experimentalmente por C. pseudotuberculosis.
Com os resultados dos exames hematoldgicos e dosa-
gem de haptoglobina, foi possivel observar diferenca
estatistica dos grupos experimentais em relagdo ao
grupo controle no inicio da infecgdo. E ainda foi possivel
observar diferencas significativas entre os grupos a partir
do quadragésimo quinto dia de infecgdo. Assim, essas
dosagens podem auxiliar no diagndstico da infecgdo na
fase aguda.
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