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RESUMO

A enteropatia proliferativa, causada pela Lawsonia intracellularis, € uma doenga entérica com
distribuicdo mundial que afeta uma variedade de animais, principalmente os suinos. Apesar
das dificuldades de isolamento da L. intracellularis, alternativas no cultivo e desenvolvimento
de modelos experimentais utilizando culturas puras tornou-se possivel uma melhor
caracterizacdo da patogé€nese desta condi¢ao morbida, pelas interagdes in vivo e in vitro entre
a bactéria e a célula hospedeira. Sabe-se da capacidade da L. intracellularis infectar células
das criptas intestinais mitoticamente ativas e, em seguida, multiplicar e propagar nas células
originadas da divisdo. Apds o sucesso do crescimento e manutencdo in vitro da L.
intracellularis, varios estudos tornaram-se possiveis de serem realizados, entretanto a
continuidade de pesquisas nesta area € requerida a fim de melhor compreender detalhes da
patogénese desta bactéria.
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PATHOGENESIS OF PORCINE PROLIFERATIVE ENTEROPATHY - REVIEW
ABSTRACT

Proliferative enteropathy is a widespread enteric disease caused by Lawsonia intracellularis
that infects a variety of animals, most notably pigs. Despite extreme difficulties in isolating L.
intracellularis, innovations in the cultivation and the development of pure culture challenge
models, have opened doors to better characterization of the pathogenesis of proliferative
enteropathy in vivo and in vitro. The ability of L. intracellularis to infect dividing enterocytes
in the intestinal crypts and then multiply and spread in these cells is well-described. After the
successful growth and maintenance of L. intracellularis in vitro, several advances became
possible but more studies have to be conducted in order to better understand the pathogenesis
of L. intracellularis infections.
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PATOGENESIS DE LA ENTEROPATIA PROLIFERATIVA PORCINA — REVISION
DE LA LITERATURA

RESUMEN

La enteropatia proliferativa, causada por Lawsonia intracellularis, es una enfermedad entérica
con distribuciéon mundial que afecta una grande variedad de animales, especialmente cerdos.

! Mestrando em Patologia Veterindria da Escola de Veterinaria da UFMG — Belo Horizonte — MG - Brasil

2 Doutorando em Patobiologia da University of Minnesota — St. Paul —- MN — Estados Unidos

3 Professor de Patologia Veterindria da Universidade Federal de Vicosa — Vigosa — MG - Brasil

* Professor de Patologia Veterindria da Universidade Federal de Minas Gerais — Belo Horizonte — MG - Brasil

* Autor para correspondéncia: Roberto M. C. Guedes. Email: guedesufmg@gmail.com Endereco: Depto. de Clinica e
Cirurgias Vet. EV-UFMG — Av. Antonio Carlos, 6627 — Belo Horizonte — MG — Brasil. CEP: 30123-970 Tel.: (31) 3409-
2258.

Pereira CER, et al. Patogénese da enteropatia proliferativa suina — Revisdo de literatura. Vet. e Zootec2013; 20
(Edi¢ao Comemorativa): 93-99.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 94

A pesar de las dificultades de aislamiento y cultivo de L. intracellularis, las alternativas en el
cultivo y el desarrollo de modelos experimentales utilizando cultivos puros tornaron posible
una mejor caracterizaciéon de la patogénesis de esta condicion moérbida a través de
interacciones in vivo e in vitro entre bacterias y células huéspedes. Es bien conocida la
capacidad de L. intracellularis para infectar células de las criptas intestinales con actividad
mitdtica, seguida por su multiplicacién y propagacién en las células resultantes de esta
divisiéon. El cultivo y mantenimiento exitosos in vitro de L. intracellularis posibilitd la
realizacién de diversos estudios. Sin embargo, para comprender mejor los detalles de la
patogénesis de esta bacteria es necesario continuar con la investigacion en esta drea.
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INTRODUCAO

A Lawsonia intracellularis ¢ uma bactéria gram negativa, intracelular obrigatdria,
microaerdfila, mével e causadora da enteropatia proliferativa suina (EPS) (1).

De acordo com McOrist e Gebhart (2) a EPS tem duas formas mais freqiientes de
apresentacdo: a forma cronica conhecida como adenomatose intestinal suina observada mais
comumente em animais de crescimento entre 6 ¢ 20 semanas de idade e caracterizada por
anorexia, diarreia e redu¢do do ganho de peso. A forma aguda, também conhecida como
enteropatia proliferativa hemorrdgica, acomete animais mais velhos de 4 a 12 meses e €
caracterizada por fezes enegrecidas (melena) e morte subita. Existe ainda a forma subclinica
em que ndo se observam sinais clinicos, mas tem grande importancia epidemioldgica pela
possibilidade de ocorrer a disseminacao silenciosa do agente.

Macroscopicamente, as lesdes caracteristicas da enteropatia proliferativa sdo
usualmente encontradas no ileo embora, com menor frequéncia, possam ser encontradas no
ceco, colén e jejuno. Na forma aguda as lesdes sdo caracterizadas por edema e hiperemia do
mesentério e espessamento da parede intestinal. A mucosa se apresenta com pregas evidentes
e conteido hemorragico pode ser observado no limen intestinal (3). J4 a forma cronica,
consiste em edema de mesentério, aspecto cerebroide da serosa intestinal, espessamento da
mucosa intestinal e presenca de membrana necrética aderida a mucosa.

Em linhas gerais o aspecto histolégico de ambas as formas tem as mesmas
caracteristicas. Pode ocorrer proliferagao dos enterdcitos das criptas no intestino delgado e, as
vezes, presenca da bactéria no dpice dos enterdcitos quando se utiliza técnicas especiais de
coloragdo como a prata. As vilosidades se apresentam atrofiadas com reduzido nimero de
células caliciformes e a presenca de células inflamatdérias ndo € observada com frequéncia.
Uma distingdo que caracteriza a forma aguda € a observacdo de acentuada hiperemia da
mucosa e acimulo de sangue no limen intestinal (2).

A diarreia observada em animais de recria e terminacdo pela sua baixa especificidade
necessita da coleta de amostras para exames complementares. Fragmentos intestinais fixados
em formol para coloracdo de rotina (H&E), coloracdes especiais (impregnacdo pela prata) e
imuno-histoquimica (3-5) permitem chegar ao diagnéstico definitivo. Alternativamente,
podem ser usadas outras técnicas diagnosticas ante mortem, para isSo torna-se necessario
amostras de fezes ou soro, a serem avaliados pela PCR e IPMA (do inglés, Immunoperoxidase
monolayer assay), respectivamente (6, 7). Tratam-se de testes altamente especificos para,
respectivamente, deteccdo de regides especificas presente no genoma da bactéria e de
anticorpos IgG contra L. intracellularis.

A enteropatia proliferativa € melhor descrita e caracterizada nos suinos embora possa
afetar inimeras espécies tais como camundongos, hamster, coelhos, caes, cavalos, macacos
entre outros (8, 9). A infec¢do ocorre por via fecal-oral com animais acometidos eliminando
grandes quantidades de L. intracellularis chegando a ordem de 10° por grama de fezes e por
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longo periodo (10). Pequena quantidade da bactéria é capaz de induzir a infeccdo
contribuindo assim para alta prevaléncia da enfermidade em rebanhos suinos em todo o
mundo.

Apesar do grande nimero de pesquisas sobre a patogénese da enteropatia proliferativa,
ainda, existem alguns processos pouco conhecidos sobre a capacidade de infec¢do da L.
intracellularis e sua interacdo com as células do hospedeiro.

REVISAO DE LITERATURA

Ap0ds o sucesso no cultivo e propagacgdo da L. intracellularis in vitro (11), recentemente
foram desenvolvidos métodos alternativos (12), que tornaram possivel o estudo dos
mecanismos envolvidos na penetracio do agente em células eucariotas, bem como,
acompanhar a evolucdo do processo e dimensionar a multiplicacdo dessas bactérias. Exame de
cultura de células infectadas pela L. intracellularis tem mostrado a capacidade da bactéria de
ser internalizada rapidamente, podendo ser observada, intracelularmente, na primeira hora
apos a infeccdo em células susceptiveis. Para isso, a bactéria interage intimamente com a
membrana da célula hospedeira e € internalizada no interior de vactolos citoplasmaticos (13).
Trés horas apds a inoculagdo podem ser observadas bactérias, ainda no interior de vacuolos,
iniciando sua propagacdo no citoplasma das células. Do segundo ao sexto dia apds a
incubacdo € possivel observar bactérias livres no citoplasma multiplicando-se por fissdo
binaria. (11, 13).

Apesar de ainda ndo terem sido identificadas, a penetracdo da bactéria parece exigir
interacdes especificas com a célula hospedeira (14). Recentemente, Vannucci et al. (15), ao
realizar um estudo experimental utilizando cepas de L. intracellularis provenientes de potro e
suino observaram a espécie-especificidade desses diferentes isolados.

A sequéncia do genoma da L. intracellularis indica que, esta bactéria, pode possuir um
sistema de secrecao do tipo IIl, comumente encontrado em bactérias patogénicas gram-
negativas, que poderia auxiliar a bactéria durante a invasdo celular e a evasdo do sistema
imune do hospedeiro, liberando fatores proteicos diretamente no citoplasma das células
eucariotas. Este mecanismo pode ser um importante fator de patogenicidade da bactéria (16).
Lawson et al. (17), ao estudarem in vitro diversas varidveis que poderiam influenciar a
internalizacdo e propagacdo da bactéria, observaram inibi¢do da propagacdo da L.
intracellularis, quando utilizaram cicloheximida e colquicina, substancias que atuam inibindo
a divisdo celular. Tal fato indica que a proliferacdo da bactéria depende intimamente do perfil
metabdlico das células hospedeiras e que as mesmas sejam mitoticamente ativas. As
atividades citolitica e hemolitica foram demonstradas em estudos in vitro e in vivo, as quais,
possivelmente, estejam associadas ao processo de penetragdo da bactéria nas células
eucariotas (18, 19).

A reproducgdo experimental da enteropatia proliferativa utilizando culturas puras de L.
intracellularis ou por meio de homogeneizado de mucosa de suinos com a enfermidade
demonstraram ter eficdcia similar no aparecimento e intensidade de sinais clinicos e lesdes
caracteristicos da doenca (20). As lesOes macro e microscopicas se iniciam na segunda
semana apods a infec¢ado, estudos experimentais demonstraram que o pico da doenga € entre
trés e quatro semanas apds a inoculacdo e a excre¢do das bactérias € detectada por quatro
semanas, podendo chegar a até 10 semanas (21, 22). Estudos recentes demonstraram, por
meio de avaliagdo experimental, a interagc@o entre a bactéria e os enterdcitos aproximadamente
12 horas apds a inoculagdo por via oral (23). Deve ser registrado, no entanto, que esse periodo
pode ser abreviado utilizando, in vivo, modelos experimentais com ligaduras de fragmentos de
intestino e fazendo a inoculacdo direta nos fragmentos, resultando em interacdo em torno de
trés horas apds a inoculagdo (24).
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De forma semelhante aos eventos in vitro, dois a seis dias ap6s a inoculag@o é possivel
observar a multiplicacdo das bactérias no citoplasma que, posteriormente, irdo determinar o
rompimento da membrana citoplasmatica das células e liberagao dos micro-organismos para o
meio extracelular, ocasido em que estardo aptas a infectar novas células (8). Boutrup et al.
(23) usando a técnica de hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH), observaram a presencga
da L. intracellularis vidveis na lamina prépria e no interior de células mononucleares. Esta
técnica consiste na utilizagao de uma sonda de oligonucleotideos conjugada a um fluorocromo
que tem como alvo o gene 16s do rRNA. A utilizacao deste alvo justifica-se pelo fato de todas
as células necessitarem de ribossomos para a tradugdo, portanto, podem estar presentes em
grandes quantidades em todas as células metabolicamente ativas (25). Por conseguinte, essa
pode ser uma via alternativa na disseminagao da infecc@o entre enterdcitos.

A enteropatia proliferativa se inicia com a proliferacdo de enterdcitos imaturos do
intestino delgado e, por vezes, no intestino grosso quando hd a migragao aboral da bactéria
facilitada pelo fluxo do muco (26). Em muitos casos sdo observadas reacoes inflamatdrias de
baixa intensidade (21). No entanto, a inflamag¢do ndo € uma caracteristica priméria da
infec¢do. Em estudo experimental utilizando hamsters, Johnson e Jacob (27) observaram que
enterdcitos imaturos do ileo, proliferam e chegam aos topos das vilosidades em até 14 dias
apos a infeccdo. A hiperplasia de enterdcitos, associados a presenga da L. intracellularis em
hamsters, pdde ser observada por mais de 40 dias ap6s o desafio utilizando homogeneizado de
mucosa acometida por enteropatia proliferativa (28, 29). Em raros casos de enteropatia
proliferativa, L. intracellularis pode ser observada em linfonodos mesentéricos e tonsilas,
porém, aparentemente, ndo ha proliferacdo bacteriana nestes locais, sugerindo que a
ocorréncia € resultante da inativagdo e degradacao do micro-organismo por macréfagos (30).
Ao contrario dos estudos in vivo, a proliferacdo celular ndo pode ser reproduzida in vitro.
Alteragdes no indice de células em apoptose, com resultados contraditérios, ja foram
sugeridos em estudos anteriores (21, 31, 32), necessitando de futuros estudos para avaliar, de
forma mais precisa, a proliferacdo celular e o papel da apoptose de enterdcitos durante a
infeccao pela L. intracellularis.

Vannuci et al. (33) em um estudo in vivo utilizando hamsters como hospedeiro e
homogeneizado de mucosa de suinos diagnosticados com EPS como in6culo para avaliagdao
da patofisiologia da diarreia por L. intracellularis observaram uma reducdo significativa na
absorcdo de glicose e dos eletrdlitos avaliados (K* e CI'). Fatos que evidenciam ser a diarreia
malabsortiva o principal processo envolvido na fisiopatologia da diarreia causada pela EPS, o
que explica a perda de desempenho dos suinos acometidos pela L. intracellularis.

Para manutenc¢do e propagacdo da cultura pura de L. intracellularis in vitro sao
necessdrias passagens semanais em cultivo de células, que ao atingirem 100% de confluéncia,
torna-se necessdrio a transferéncia da cultura da bactéria para novo frasco de cultivo com
baixa confluéncia. Tal procedimento pode ser um fator a diminuir a patogenicidade da
bactéria por adaptacdo as condicdes in vitro causadas principalmente por mutagdes genéticas
ou mudangas na regulacdo da expressdo génica (34). Estudo in vivo demonstrou diferencas
significativas entre a quantidade de bactérias eliminadas pelas fezes, intensidade da resposta
imune, dos sinais clinicos e de lesdes quando comparado a inoculagdo de cultura pura com 10,
20 e 40 passagens. Cumpre destacar que, com 10 e 20 passagens in vitro houve a reproducao
da EPS, o que ndo foi observado nos suinos inoculados com cultura pura de L. intracellularis
ap6s 40 passagens in vitro (35). Complementando, em outro estudo, Vannucci, Foster e
Gebhart (36) compararam a capacidade de transcricdo de homdlogos patogénicos (10
passagens) e ndo patogénicos (60 passagens). Observaram diferenga em categorias funcionais
que foram mais pronunciadas na adaptacdo, resposta ao stress, membrana celular, motilidade,
transporte de membrana, biossintese de micro e macromoléculas e divisao celular. Em todas
essas categorias a cepa patogé€nica apresentou maior nimero de genes expressados. Esses
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resultados indicam que os mecanismos envolvidos na patogenicidade da L. intracellularis
parecem ser mais complexos do que previamente especulado

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos diversos estudos recentes a respeito da patogénese da L. intracellularis
terem sido realizados, a continuidade das pesquisas nesta drea € imprescindivel no sentido de
desenvolver novos conhecimentos visando subsidiar o melhor entendimento no que se refere a
internalizacdo e propagacdo da bactéria.
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