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RESUMO 
CÍNTIA SILVA DOS SANTOS 
 
I
NTERAÇÃO DE 
Corynebacterium diphtheriae
 E 
Corynebacterium ulcerans,
 PORTADORAS OU NÃO 
DE FAGOS 
β,
 COM LINHAGENS CELULARES DE MAMÍFEROS
. 
 
Orientadores: Ana Luiza de Mattos Guaraldi e Maulori Curié Cabral 
 
Resumo de tese de doutorado submetida ao IMPPG/UFRJ, como parte dos requisitos necessários 
para a obtenção do título de Doutor em Ciências (Microbiologia). 
 
A  incidência  e  gravidade  das  infecções  associadas  à  Corynebacterium  diphtheriae  e 
Corynebacterium  ulcerans  tem  aumentado  em  diversos  países.  Esforços  são  mundialmente 
dedicados  à  compreensão  dos  mecanismos  de  virulência  de  corinebactérias,  uma  vez  que,  tais 
infecções  não  foram ainda  erradicadas. Uma vez que  as  interações entre  bactérias e  macrófagos 
determinam o curso da maioria das doenças infecciosas, o estudo de mecanismos moleculares da 
fagocitose  não-opsonizante  pode  subsidiar  o  desenvolvimento  de  novas  estratégias  preventivas. 
Desta forma, os  mecanismos de virulência de  corinebactérias isoladas de infecções em humanos 
tornaram-se tema de grande interesse. Este trabalho teve como objetivo avaliar as interações 
bactérias-macrófagos na ausência de anticorpos opsonizantes e a infuência da produção de toxina 
diftérica e  da  fosfolipase D (pld) sobre este processo. Amostras de C.  diphtheriae e C.  ulcerans 
foram testadas quanto à capacidade de aderência, internalização e viabilidade intracelular em 
macrófagos  U-937,  em  diferentes  intervalos  de  infecção.  Inibidores  de  componentes  do 
citoesqueleto foram usados para investigar os mecanimos de internalização. A ocorrência de morte 
celular e alterações nucleares foram avaliadas pela coloração com azul de Tripan e por microscopia 
de fluorescência com  DAPI.  A fagocitose foi  observada para  todas  as  amostras  testadas  com 
percentuais diferenciados.  A  presença  do  gene  tox pareceu influenciar  a  susceptibilidade das 
amostras às enzimas lisossomais celulares. A amostra tox+ apresentou os percentuais mais altos de 
bactérias  viáveis  associadas  e  internalizadas  embora  a  maioria  das  bactérias  foi  observada 
principalmente  nos  sobrenadantes  dos  cultivos  infectados.  Após  24  horas  de  infecção  foram 
observados baixos percentuais de internalização para todas as amostras. As maiores taxas de 
multiplicação nos sobrenadantes foram observadas para as amostras tox- ATCC 27010, tox+ HC01 
e tox+CDC-KC279. Adicionalmente, a  internalização das amostras tox+ e pld+ produziu efeitos 
citopáticos  a  partir  de  3  horas  de  infecção.  A  citotoxidade  aparentemente  foi  independente  da 
multiplicação  intracelular.  A  viabilidade  intracelular  em  monocamada  de  macrófagos  foi 
completamente inibida pela citocalasina E, genisteína e colchicina apenas para as amostras tox+. A 
ocorrência de fagocitose por macrófagos humanos U937 na ausência de anticorpos específicos e a 
persistência de amostras C. diphtheriae e C. ulcerans parece indicar que macrófagos humanos na 
ausência de anticorpos específicos não são eficientes na eliminação de infecções por estes agentes. 
Por outro lado, os dados sugeriram que amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans exibem estratégias 
para sobrevivência em fagócitos independe da presença do gene tox. Entretanto, a infecção fágica 
promove, além da produção de toxina diftérica, a expressão de produtos biológicos que influenciam 
a resistência aos macrófagos humanos U-937 e o curso da fagocitose não-opsonizante. A expressão 
de  outros  fatores  de  virulência  além  da  toxina  diftérica  pode  favorecer  a  sobrevivência  de 
corinebactérias com conseqüente desenvolvimento de quadros de difteria e/ou doenças bacterianas 
sistêmicas. 
 
Palavras-chave: Difteria, Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium ulcerans, macrófagos, 
interação celular, aderência, viabilidade intracelular. 
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ABSTRACT 
CÍNTIA SILVA DOS SANTOS 
 
Corynebacterium diphtheriae
 AND 
Corynebacterium ulcerans
 INTERACTION
,
 CARRING PHAGE 
β,
 
WITH MAMALIAN CELLS
. 
 
Advisors:
 Ana Luiza de Mattos Guaraldi and Maulori Curié Cabral 
 
Abstract of Thesis presented to IMPPG/UFRJ as a partial fulfillment of the requirements for 
the degree of Doctor of Science (D.Sc.)
 (Microbiology). 
 
The  incidence  and  severity  of  human  infection  associated  with  Corynebacterium 
diphtheriae and Corynebacterium ulcerans appear to be increasing in different countries. Efforts in 
the recognition of virulence mechanisms of corynebacteria should continue as infection caused by 
this pathogen is far from eradicated worldwide. As interactions between bacteria and macrophages 
dictate the outcome of most infectious diseases, analysis of molecular mechanisms of non-opsonic 
phagocytosis should lead to the  development of new approaches for the  prevention of  these 
infections.  In  view  of  this  fact,  virulence  mechanisms  of  corynebacteria  human  isolates  are 
becoming a matter of higher interest. This study was carried to evaluate the human macrophage – 
corynebacteria interaction in the absence of opsonin antibodies and the influence of tox gene and 
phospholipase  D  in  this  process.  C.  diphtheriae  and  C.  ulcerans  strains  were  evaluated  for  the 
ability to adhere, enter and survive within U-937 human macrophage–like cells at different periods 
of incubation. Cytoskeletal inhibitors were used to investigate mechanisms of bacteria uptake by 
macrophages. Host cell death and nuclear alterations were achieved by the Trypan blue dye 
exclusion assay and DAPI fluorescence microscopy, respectively. Non-opsonic phagocytosis of the 
C.  diphtheriae  and C.  ulcerans  strains  by  U-937  human  macrophages  was  observed,  but  with 
different  intensities.  The  presence  of  tox  gene  influenced  the  susceptibility  of  corynebacteria  to 
non-opsonic phagocytosis by human macrophages. Higher percentages of viable bacteria associated 
to  and  internalized  by  U-937  cells  were  demonstrated  for  the  tox+  invasive  strain.  For  the  tox- 
strains, viable  bacteria were  mostly observed  in  supernatants of infected  monolayers. A  few 
numbers of live intracellular bacteria were detected at 24 h for all strains. Bacterial replication was 
evidenced at 24 h in the supernatants of infected human U-937 macrophages with the tox- ATCC 
27010 and tox+ HC01 and CDC-KC279 strain. Nevertheless, non-opsonic phagocytoses of tox+ 
and  pld+  strain  caused  prominent  cytopathogenicity in  macrophages  beginning at  3  h.  Bacterial 
intracellular  replication  seemed  not  required  to  induce  cytopathogenicity  in  U-937-cells. 
Cytochalasin  E,  genistein  and  colchicine  caused  a  complete  inhibition  of  bacterial  intracellular 
viability in U-937-cells for tox+ strains but not for the tox- strain. The current demonstration that 
C. diphtheriae and C. ulcerans phagocytosed by a macrophage-like line U-937 in the absence of 
type specific antibodies survived within host cells seems to indicate that human macrophages in the 
absence  of  opsonins  may  be  not  promptly  effective  in  these  bacteria  killing.  Furthermore,  data 
suggest that C. diphtheriae and C. ulcerans strains exhibit strategies to survive successfully within 
the host’s phagocytic cells, independent of tox gene. Moreover, the tox gene seems to codify the 
expression of biological products  in  addition to  diphtheria toxin that influences the  resistance to 
human macrophages and the  outcome  of  non-opsonic phagocytosis. The  expression of virulence 
factors  other  than  diphtheria  toxin  production  may  favor  C.  diphtheriae  to  scape  from  human 
macrophages with consequent development of diphtheria and/or bacterial systemic diseases. 
 
Key  words: Diphtheria,  Corynebacterum  diphtheriae,  Corynebacterium  ulcerans,  macrophages, 
cellular interaction, adhesion, intracellular viability. 
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Introdução 
 
Aspectos clínicos e microbiológicos da difteria 
A difteria é uma doença infecto-contagiosa aguda que, em sua forma clássica, se 
caracteriza  essencialmente  por  febre,  faringite  e  manifestações  toxêmicas.  O  bacilo 
diftérico produz a toxina de natureza protéica que atua em todos os tecidos e, em especial 
no  miocárdio,  sistema  nervoso,  rins  e  supra-renais  (BASEMAN  et  al.,  1970; 
MACAMBIRA, FORMIGA & FORMIGA, 1994; BEAVIS & WEYMOUTH, 1996). 
Os  primeiros  sinais/sintomas  da  doença  são  relativamente  inespecíficos, 
caracterizados, sobretudo por mal-estar geral, febre relativamente baixa, dor de garganta e 
perda do apetite. Com a evolução da doença, observa-se a formação de pseudomembrana 
branco-acinzentada, principalmente nas regiões de tonsila, oro e nasofaringe, donde, nos 
casos  de  maior  gravidade,  pode  estender-se  por  todo  o  trato  respiratório  inferior, 
ocasionando quadro de insuficiência respiratória aguda por obstrução alta (MACAMBIRA, 
FORMIGA & FORMIGA, 1994; SALYERS & WHITT, 1994; HADFIELD et al., 2000; 
KADIROVA,  KARTOGLU  &  STREBEL,  2000).  Constituída  de  eritrócitos,  leucócitos, 
células  epiteliais  necróticas  e  de  bactérias  embebidas  em  rede  de  fibrina,  e  alta 
vascularização  no  tecido  conjuntivo  subjacente  à  pseudomembrana  é  um  sinal 
patognomônico  da  difteria.  Apesar  da  indução  do  quadro  clínico,  o  microrganismo,  até 
recentemente, era caracterizado exclusivamente como não invasor, visto que normalmente 
não era isolado do sangue de indivíduos acometidos pela doença (SALYERS & WHITT, 
1994; BEAVIS & WEYMOUTH, 1996; HIRATA et al., 2002). 
Surtos epidêmicos de difteria têm sido relatados desde o século XVII. Os primeiros 
casos  relatados  nas  Américas  datam  do o  século  XVIII  e  do  início do  século  XIX. 
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Entretanto,  somente  em  1884  Löeffler  conseguiu  cultivar  o  bacilo  da  difteria, 
denominando-o  Corynebacterium  diphtheriae.  Os  microrganismos  Gram-positivos, 
aeróbios e imóveis apresentam morfologia celular heterogênea com formas cocobacilares 
e/ou  alongadas  ligeiramente  encurvadas  que  formam  agrupamentos  em  paliçada  ou 
semelhantes  a  letras  chinesas  (FORMIGA,  1985).  C.  diphtheriae  subsp.  gravis  está 
freqüentemente associada aos casos graves da doença, embora outras subespécies estejam 
envolvidas  em  processos  toxêmicos.  Entretanto,  diferenças  na  virulência  entre  as 
subespécies  ainda  não  foram  claramente  estabelecidas.  Recentemente,  foi  observado 
durante  a  maior  epidemia  ocorrida  no  último  século  atingindo  diversos  países  do  Leste 
europeu um grupo clonal distinto pertencente a C. diphtheriae subsp. gravis que emergiu 
na  região  em  1990  no  início  da  epidemia  (POPOVIC  et  al.,  1994;  CLARIDGE  & 
SPRIGEL, 1995). 
Atualmente,  tem-se  descrito  amostras  de  C.  diphtheriae  subsp.  belfanti  sendo 
comumente isoladas de infecções do trato respiratório inferior (EMOND et al., 2000). No 
Rio  de  Janeiro,  amostra  de C.  diphtheriae  subsp.  belfanti  também  foi  isolada de  lavado 
brônquico  de paciente  idoso comprometido por  uma lesão  neoplásica facial  (blastoma 
maxilar  e  fronto-nasal),  que  desenvolveu  um  quadro  de  insuficiência  respiratória 
progressiva de evolução rápida e fatal (MATTOS-GUARALDI et al., 2001
b
). 
A  pele  pode  ser  um  reservatório  de  potencial  importância  na  manutenção  da 
circulação de C. diphtheriae. O microrganismo pode ser isolado de vários tipos de lesões 
cutâneas, principalmente em áreas tropicais, onde são comuns as picadas de insetos e os 
traumatismos. Admite-se que as infecções cutâneas são mais contagiosas do que as do trato 
respiratório (MACAMBIRA, FORMIGA & FORMIGA, 1994). 
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O  bacilo  diftérico  tem  sido  isolado  de  sítios  anatômicos  incomuns  incluindo 
conjuntiva, esperma,  úlceras  leishmanióticas  e mais  recentemente de  lesão neoplásica 
cutânea (MACHADO, 1989; FORMIGA & MATTOS-GUARALDI, 1993; MATTOS-
GUARALDI & FORMIGA, 1991a; MATTOS-GUARALDI et al., 2001
b
). 
A  permanência  de  C.  diphtheriae  atoxinogênico  na  população  é  motivo  de 
preocupação  dado  à  capacidade  em  potencial  de  expressão  de  toxina  apresentada  pelas 
amostras após infecção fágica, permitindo o desencadeamento de uma epidemia de difteria 
clássica (PAPPENHEIMER & MURPHY, 1983; GUBLER et al., 1998). 
O bacilo diftérico parece estar incluído entre as espécies relacionadas com quadros 
clínicos graves  e fatais de difteria em pacientes com  câncer, cuja virulência  ainda é 
freqüentemente  subestimada  pelos  profissionais  de  saúde.  Os  autores  enfatizaram  a 
possibilidade  de  o  bacilo  diftérico  estar  relacionado  a  quadros  de  infecção  no  ambiente 
hospitalar, particularmente entre indivíduos imunocomprometidos (PEREIRA, 2001). 
Independentemente de sua capacidade de produção de toxina,  C.  diphtheriae tem 
sido considerado o agente etiológico de infecções invasivas diversas incluindo indivíduos 
previamente  imunizados (BUZZI  &  Sala, 1980;  PATEY  et al.,  1997;  RIEGEL,  1998; 
PATEY & Dellion, 1999). Na última década, ocorreu considerável aumento no número de 
casos  de  infecções  invasivas,  sendo  a  endocardite  a  principal  manifestação  da  infecção 
(BOOTH, et al.,1995; PATEY et al., 1997; GUBLER et al., 1998; FUNKE et al., 1999) e 
responsável por um elevado índice de mortalidade (15-50%) (PATEY et al., 1997). 
No  Rio  de  Janeiro,  o  primeiro  caso  descrito  ocorreu  em  adolescente  que  evoluiu 
para  um  quadro  de  endocardite  mitral  fatal  independente  do  tratamento  com  penicilina 
(MATTOS-GUARALDI  &  FORMIGA,  1991a).  A  colonização  do  epitélio  lesado  de 
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indivíduos assintomáticos parece favorecer a disseminação e penetração do bacilo diftérico 
na corrente sangüínea (PATEY et al., 1997; GUBLER et al., 1998; FUNKE et al., 1999). 
A ocorrência de clones epidêmicos e invasores, culminando em morte de milhares 
de  indivíduos, denota  diversidade  na  patogenicidade  do bacilo  diftérico (RUSSELL  & 
HOLMES,  1985;  MACAMBIRA,  FORMIGA  &  FORMIGA,  1994;  MATTOS-
GUARALDI, FORMIGA & PEREIRA, 2000). 
 
Aspectos epidemiológicos da difteria 
Embora a difteria seja uma enfermidade de amplo interesse em Saúde Pública, seu 
controle  ainda  é  insuficiente  haja  vista  a  ocorrência  de  surtos  e  epidemias  em  diversos 
países  industrializados  em  desenvolvimento,  inclusive  no  Brasil  (GALAZKA,  2000; 
POPOVIC  et  al.,  2000;  MATTOS-GUARALDI  et  al.,  2001a).  Na  última  década,  uma 
epidemia atingiu grandes proporções nos países pertencentes à antiga União Soviética, com 
aproximadamente 150.000  casos  e 5.000  óbitos  (POPOVIC et  al., 2000).  A maioria  dos 
casos  foi  observada  na  população  adulta,  com  elevado  número  de  óbitos  em  indivíduos 
entre  40-49  anos  de  idade  (HARDY,  DITTMAN  &  SUTTER,  1996;  POPOVIC  et  al., 
1996;  RAKHMANOVA  et  al.,  1996;  VITEK  &  WHARTON,  1998).  Na  Finlândia, 
Estônia,  Polônia,  Latvia,  Lituânia  e  Alemanha  também  ocorreram  casos  de  difteria 
relacionados com os clones epidêmicos da Rússia e Ucrânia (DE ZOYSA et al., 1995). 
Outros países que também vivenciaram surtos epidêmicos nas últimas décadas 
foram  China  (1988-89,  103  casos),  Tajaquistão  (1993,  1100  casos),  Algéria,  Índia  e 
Equador (1993-94, centenas de  casos) (POPOVIC et  al., 1995). Na Índia, no período de 
1990  a  1997,  foram  notificados  cerca  de  56.000  casos  com  taxa de mortalidade  de  6%. 
Aproximadamente  80%  dos  casos  ocorreram  em  crianças  entre  1  e  9  anos  de  idade.  A 
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maioria dos casos de difteria (>65%) ocorreu em indivíduos não imunizados (SHARMA et 
al., 2002). Um elevado percentual (32%) de casos fatais de difteria ocorreu em  crianças 
menores de 10 anos de idade não vacinadas ou parcialmente imunizadas em Nova Delhi 
(SINGH et al., 1999). 
As condições de instabilidade socio-econômica, a deficiência dos serviços médico-
hospitalares,  os movimentos migratórios,  os baixos níveis de  imunidade da  população 
(HARDY, DITTMANn & SUTTER, 1996) apresentaram-se entre os diversos fatores que 
certamente contribuíram para a mais recente epidemia no Leste Europeu. Alguns autores 
incluíram dentre estes fatores, a possibilidade das amostras de C. diphtheriae pertencerem 
a  clones  epidêmicos  diferentes  do  empregado  na  produção  da vacina  contra a  difteria 
(NAKAO  et  al.,  1997).  Com  o  aumento  da  morbidade,  ressurgiu  a  preocupação  da 
comunidade científica com o grau de imunização de populações submetidas a esquemas de 
vacinação.  A  redução  da  circulação  de  cepas  toxinogênicas  de  C.  diphtheriae  devido  a 
eficiente cobertura vacinal  na infância  propiciou  cada vez  menos a  exposição  natural ao 
microrganismo. Ao mesmo tempo, a melhoria das condições de higiene auxiliou a redução 
da circulação de cepas responsáveis pela forma cutânea da doença, o que parece favorecer 
o aparecimento de grupos populacionais susceptíveis à doença (BAYAS et al., 2001). 
No Brasil, a doença permanece endêmica, ocorrendo surtos epidêmicos esporádicos 
em diferentes regiões geográficas. O  bacilo diftérico permanece  circulando em  nosso 
ambiente  causando,  além  da  difteria  clássica,  infecções  sistêmicas  e/ou  atípicas 
(MATTOS-GUARALDI  &  FORMIGA,  1991
a
;  FORMIGA  &  Mattos-Guaraldi,  2001; 
MATTOS-GUARALDI  et  al.,  2001
a
;  MATTOS-GUARALDI  et  al.,  2001
b,
).  Apesar  de 
observarmos declínio no número de casos relatados de difteria clássica nas últimas décadas 
na população mundial, a incidência permanece elevada, considerando-se que para doenças 
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sob controle  é estabelecido que deva  ocorrer apenas um  caso por 100 mil habitantes 
(KOOPMAN  &  CAMPBELL,  1975).  A  letalidade  esperada  varia  de  5  a  10%,  podendo 
atingir 20% em certas regiões. Considerando-se que no momento a difteria no Brasil está 
sob  controle  graças  à  imunização  com  toxóide  diftérico  e  que,  com  a  melhoria  das 
condições sócio-econômicas da  população, houve uma redução  importante da  circulação 
de C. diphtheriae, a população adulta atual poderia estar susceptível à doença, uma vez que 
os anticorpos protetores vão declinando com as  décadas de vida e só são mantidos após 
infecções subclínicas ou contato com portadores ou, mais efetivamente, após reforços com 
o  imunizante,  toxóide  diftérico,  a  cada  dez  anos  depois  da  imunização  básica  com  três 
doses da vacina. 
O fato de a difteria permanecer endêmica em nossa região e as condições atuais da 
população  brasileira  guardar  semelhanças  com  as  dos  locais  da  Europa,  onde  o  bacilo 
diftérico vem causando problemas principalmente em adultos, motivaram a pesquisa dos 
níveis  de  imunidade  de  indivíduos  adultos,  incluindo  profissionais  da  saúde,  em  nossa 
região  (FILARDY,  2002).  Aproximadamente  65%  dos  soros  de  indivíduos  sadios 
apresentaram  concentração  de  antitoxina  na  faixa  de  0,1  -  0,9  IU/ml,  indicando  a 
necessidade  de  reforço  imediato  para  a  maioria  da população  estudada,  incluindo  as 
crianças (< 14 anos de idade). Da mesma forma que a população infantil, apenas um terço 
dos  adultos  sadios,  independente do  sexo,  exibiu  níveis  adequados  de  proteção  contra  a 
difteria (> 1,0 IU/ml). Aproximadamente 70% dos soros apresentou níveis inadequados de 
IgG  anti-toxina  diftérica  (0,1  -  0,9  IU/ml),  sugerindo  provável  proteção  por  período 
inferior a um ano pós-vacinação para a maioria dos adultos pertencentes as faixas etárias 
entre  15  e  60  anos  de  idade  (GUPTA,  1994;  KLOUCHE,  LÜHMANN  &  KIRCHNER, 
1995; GUPTA, 1996). 
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Um programa de revacinação de adultos foi estabelecido para grupos considerados 
de  alto  risco.  A  maioria  dos  indivíduos  da  população  geral  não  foi  revacinada  na  idade 
adulta, permanecendo potencialmente susceptível à difteria particularmente nas regiões em 
que  as  crianças  foram  inadequadamente  imunizadas.  A  difteria  também  vem 
comprometendo  indivíduos  adultos  vacinados  em  nossa  comunidade,  a  exemplo  de  um 
caso em mulher de 32 anos de idade após ter participado de uma reunião durante cinco dias 
consecutivos  com  profissionais  europeus,  iniciado  com  um  quadro  de  faringite  com 
presença  de  pseudomembrana.  A  paciente  declarou  ter  sido  submetida  ao  esquema 
completo de  imunização infantil  compreendendo  as  vacinas DTP  na  infância  e doses de 
reforço  das  vacinas  dT  (dupla  para  adultos)  dois  anos  antes  de  apresentar  o  quadro  de 
difteria.  A  amostra  isolada  foi  caracterizada  como  C.  diphtheriae  subsp.  gravis, 
toxinogênica e não fermentadora de sacarose (MATTOS-GUARALDI et al., 2001). 
Em  diversos  esquemas  de  identificação  do  bacilo  diftérico,  a  fermentação  de 
sacarose é considerada uma prova chave, pois, cepas isoladas na América do Norte, Europa 
e Ásia têm sido descritas como não fermentadoras deste açúcar (CLARIDGE & SPIEGEL, 
1995).  Contudo,  a  maioria  das  amostras  (>  80%)  de  alguns  países  da  América  do  Sul, 
incluindo  o  Brasil  e  a  Venezuela,  é  capaz  de  produzir  ácido  a  partir  deste  carboidrato 
(CARDÉNAS et al., 1972; FORMIGA, 1986). Ao contrário das amostras oriundas do trato 
respiratório  superior,  o  biotipo  não  fermentador  de  sacarose  foi  predominantemente 
encontrado  entre  as  cepas  isoladas  de  pele,  incluindo  as  de  úlceras  leishmanióticas 
(MATTOS-GUARALDI & FORMIGA, 1986). A prevalência no isolamento sugere que as 
amostras fermentadoras de sacarose apresentem mecanismos biológicos que favoreçam sua 
sobrevivência  sobre  não  fermentadoras,  sobretudo  em  países  da  América  do  Sul 
(FORMIGA, 1986; MATTOS-GUARALDI & FORMIGA, 1986; MATTOS-GUARALDI, 
et al.; 2000; PEREIRA, 2001). 
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Caracterização molecular de clones epidêmicos 
 
A  caracterização  epidemiológica  das  amostras  de  C.  diphtheriae  tornou-se  de 
interesse  mundial  em  decorrência  dos  surtos  de  difteria  nos  países  desenvolvidos,  o  que 
aparentemente não está relacionado apenas com  o problema da imunização, uma vez  que 
diversos autores documentam o predomínio de diferentes biotipos em determinadas regiões 
(COYLE et al.,1989). 
Além das propriedades bioquímicas, peculiaridades da superfície celular bacteriana 
podem  influenciar  na  morfologia  colonial,  permitindo  a  distribuição  das  amostras  de  C. 
diphtheriae  em  quatro  subespécies,  denominadas  gravis,  intermedius,  mitis  e  belfanti.  O 
bacilo  diftérico  é  capaz  de  reduzir  o  telurito  a  telureto  e  telurito  elementar,  produzindo 
colônias  de  coloração  escura  variando  do  cinza  ao  negro,  respectivamente.  A  espécie  C. 
diphtheriae  compreende  bacilos  Gram-positivos  pleiomórficos,  imóveis,  incapazes  de 
formar esporos e  que tendem a formar  arranjos  em “paliçada” e/ou  “letras chinesas”, 
catalase positiva e capazes de redução do nitrato, além de fermentar carboidratos diversos, 
especialmente a glucose e a maltose. C. diphtheriae subsp. gravis produz colônias largas e 
convexas, raramente β-hemolíticas em meio ágar sangue, além  de fermentar  glicogênio e 
amido. C. diphtheriae subsp. intermedius apresenta-se lipofílico quando cultivado em meio 
contendo soro e/ou Tween 80. C .diphtheriae subsp. mitis apresenta colônias grandes, largas 
e  convexas  em  ágar-sangue.  C.  diphtheriae  subsp.  belfanti  é  uma  rara  sub-variedade  do 
biotipo  mitis,  que  se  diferencia  pela  incapacidade  de  redução  do  nitrato  (COYLE  et  al., 
1989; CLARRIDGE & SPRIGEL, 1995). 
Os  métodos  fenotípicos  tradicionais  frequentemente  não  são  suficientemente 
sensíveis  para  caracterizar  as  amostras  responsáveis  pelo  desenvolvimento  dos  surtos 
epidêmicos  (EFSTRATIOU  &  George,  1996,  POPOVIC  et  al.,  2000).  Atualmente,  a 
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biotipagem clássica de C. diphtheriae nas subespécies gravis, mitis e intermedius tem sido 
considerada  como ferramenta  epidemiológica  de  uso  limitado.  Diferenças  na  virulência 
entre as três subespécies ainda não foram claramente estabelecidas (COYLE et  al., 1989; 
SALYERS & WHITT, 1994; POPOVIC et al., 2000; PIMENTA, 2003; PEREIRA, 2007). 
Ao contrário da maioria dos países, o biotipo fermentador de sacarose foi isolado 
com elevada freqüência relativa no Brasil (75,6%) (MATTOS-GUARALDI & FORMIGA, 
1998
a
)  e  na  Venezuela  (94%)  (CÁRDENAS  ET AL.,  1972). A  maioria  das  amostras 
isoladas de  lesões cutâneas apresentou  incapacidade  de fermentar  sacarose, enquanto  que 
amostras  isoladas  do  trato  respiratório  foram  predominantemente  fermentadoras 
(MATTOS-GUARALDI & FORMIGA, 1991). 
Além  da  América  Latina,  amostras  do  biotipo  fermentador  de  sacarose  também 
foram isoladas em países de diferentes continentes (HALLAS, 1988; SALIH, SULIMAN & 
HASSAN,  1981;  WONG,  LINDQUIST  &  DAUGHERTY,  1996).  Estudos  visando 
esclarecer as causas da prevalência de um biotipo sobre o outro permanecem em andamento 
(Mattos-Guaraldi, FORMIGA & PEREIRA, 2000). 
Tradicionalmente, a diferenciação de C. diphtheriae era realizada pela sorotipagem, 
fagotipagem  e  bacteriocinotipagem,  sistemas  laboratoriais  estes  que  exibem  baixo  poder 
discriminatório e limitada reprodutibilidade (LARSEN et al., 1971; POPOVIC et al., 2000). 
Atualmente,  os  métodos  moleculares  têm  se  tornado  cada  vez  mais  importantes  no 
monitoramento  da  dispersão  dos  clones bacterianos  responsáveis  por surtos  epidêmicos 
(NAKAO & POPOVIC, 1998; VON HUNOLSTEIN et al., 2003; GRIMONT et al., 2004). 
A  técnica  de  SDS-PAGE  provou  ser  uma  ferramenta  epidemiológica  útil  na 
distribuição  e  ocorrência  de  vários  tipos  de  C.  diphtheriae,  uma  vez  que  gera  perfis 
protéicos diversos em  amostras  de diferentes sorotipos  e subespécies.  As amostras  da 
subespécie gravis exibem perfis protéicos similares ou idênticos enquanto as amostras da 




 
 
10
 

subespécie mitis comumente produzem perfis protéicos diferentes (ROBINSON & PENEY, 
1936; LARSEN et al., 1971; HALLAS, 1988). A utilização da análise de proteínas através 
de SDS-PAGE na  tipagem  epidemiológica  de  amostras  de  bacilo  diftérico  permitiram 
demonstrar  que  as  amostras  isoladas  de  casos  de  difteria  em  Copenhagen  e  Dinamarca 
(1985) e de surtos epidêmicos ocorridos em Estocolmo, Suécia (1984 e 1986) apresentaram 
perfis protéicos idênticos  entre si e distintos das amostras isoladas na Alemanha. O surto 
epidêmico ocorrido em Dortmund, Alemanha, foi ocasionado por amostras pertencentes a 
um único perfil  eletroforético. Ocorreu um  caso  de difteria importado da  India durante  o 
surto em Wuppertal, Alemanha (KRECH, CHASTONEY & FALSEN, 1988). Amostras C. 
diphtheriae subsp. mitis e C. diphtheriae subsp. gravis, isoladas na Suíça produziram perfis 
de proteínas  distintos  das  amostras  isoladas  do  surto  epidêmico  na  Inglaterra  (HALLAS, 
1988). 
No Brasil,  as  amostras  de  C.  diphtheriae subsp. mitis  dos biotipos fermentador e 
não-fermentador  de  sacarose  exibiram  padrões  eletroforéticos  variados,  confirmando  a 
endemicidade do bacilo diftérico em nossa comunidade (PEREIRA, 2001). 
Na década de 90, a reemergência da difteria no Leste Europeu estimulou o uso de 
metodologias  mais  avançadas  nas  pesquisas  voltadas  para  o  esclarecimento  de  aspectos 
moleculares da  epidemiologia.  Os  fatores que  ocasionaram uma epidemia  de  tamanha 
proporção,  a  origem  e  virulência  das  cepas  epidêmicas  eram  pontos  que  precisavam  ser 
esclarecidos (POPOVIC et al., 2000). 
Desde  então,  a  tipagem  molecular  de  amostras  de  C.  diphtheriae  tem  sido 
principalmente realizada através das  técnicas  de  ribotipagem e  eletroforese  em campo 
pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis-PFGE) (DE ZOYSA et al., 1995; POPOVIC et 
al., 1996; SULAKVELIDZE et al., 1999). 
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Os métodos moleculares facilitaram a  diferenciação entre amostras bacterianas 
importadas e nativas (POPOVIC et al., 1994; DE ZOYZA et al., 1995). A hibridização do 
DNA genômico revelou cinco perfis ribotípicos entre as amostras da subespécie gravis (G
1 
-  G
5
)  e  dois  perfis  entre  as  amostras  da  subespécie  mitis  (M
1 
-  M
2
)  isoladas  de  casos 
clínicos  e  de  portadores  assintomáticos  na  Rússia,  Finlândia  e  Estônia.  Entretanto, 
ribotipos  G  foram  também  encontrados  em  amostras  da  subsp.  mitis.  O  perfil  ribotípico 
predominante G
1 
foi encontrado em 84% das amostras isoladas dos casos clínicos das áreas 
estudadas (DE ZOYSA et al., 1995). 
Segundo  alguns  autores,  as  técnicas  de  ribotipagem  e  PFGE  apresentaram-se 
igualmente  eficazes  na  tipagem de  amostras  atoxinogênicas de  C. diphtheriae.  Foram 
observados 7 perfis genotípicos entre as amostras de C. diphtheriae subsp. mitis, 5 entre as 
amostras C. diphtheriae subsp. gravis e 3 entre C. diphtheriae subsp. belfanti (RIEGEL et 
al., 1997). 
A  técnica  de  eletroforese  de  isoenzimas  (Multilocus  Isoenzymes  Electrophoresis) 
detecta substituições de aminoácidos capazes de alterar a carga e a conformação estrutural 
de  enzimas  celulares.  Aproximadamente,  76  tipos  eletroforéticos  (ETs)  diferentes  foram 
identificados entre amostras de C. diphtheriae isoladas de portadores e pacientes com 
difteria  durante  o  período  entre  1985  e  1994.  O  período  pré-epidêmico  foi  caracterizado 
pela presença  simultânea  de  diferentes tipos  eletroforéticos (ETs). Durante  a  epidemia,  a 
maioria das amostras pertencentes aos ribotipos G1 ou  G4, pertencia a  um mesmo grupo 
clonal,  denominado complexo ET8.  A taxa  de  isolamento de  amostras pertencentes  ao 
complexo ET8 tem aumentado gradativamente através do tempo (POPOVIC et al., 2000). 
Estudos empregando a técnica RAPD-PCR permitiram a diferenciação de amostras 
de C. diphtheriae isoladas no leste Europeu e a de países vizinhos. Vinte perfis de RAPD 
(RP
1
-  RP
20
)  foram  revelados  entre  as  amostras  de  bacilo  diftérico  (DE  ZOYSA  & 
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EFSTRATIOU,  1999).  A  técnica  RAPD-PCR  mostrou-se  adequada  para  a  diferenciação 
entre amostras de C. diphtheriae subsp. gravis e C. diphtheriae subsp. mitis. As amostras da 
subsp.  mitis  apresentaram  perfis  eletroforéticos  distintos,  enquanto  as  amostras  da  subsp. 
gravis  apresentaram  perfis  eletroforéticos  semelhantes  entre  si  (SULAKVELIDZE  et  al., 
1999). Amostras isoladas na Rússia (1985 e 1994) foram avaliadas pelo RAPD-PCR, sendo 
os  iniciadores  3  e  4  capazes  de  classificar  as  amostras  em  19  e  24  perfis  genotípicos, 
respectivamente.  O  iniciador  4  permitiu  a  diferenciação  de  amostras  pertencentes  a 
ribotipos  distintos. Amostras  dos ribotipos D1  e D4 não  puderam ser  diferenciadas pelos 
iniciadores  3  e  4  (NAKAO  &  POPOVIC,  1998).  Posteriormente,  a  análise  de  amostras 
isoladas  de  pacientes  na  Rússia  (1994-1995),  Kazaquistão  (1996)  e  Géorgia  (1995-1996) 
demonstrou que a maioria apresentou perfil de RAPD típico dos ribotipos epidêmicos D1 e 
D4.  A  técnica  RAPD-PCR  identificou  amostras  pertencentes  ao  grupo  clonal  epidêmico 
(POPOVIC et al., 2000). 
No  Brasil,  a  análise  genotípica  pela  técnica  RAPD-PCR  demonstrou  ampla 
diversidade  genética  entre  as  amostras  estudadas,  retratando  a  multiplicidade  de  grupos 
clonais envolvidos na colonização/infecção em nosso ambiente (PEREIRA, 2001). 
Numerosos fatores parecem ter contribuído para o surgimento da maior epidemia 
de  difteria  ocorrida  na  Era  da  vacinação,  como  fatores  sócio-econômicos,  movimentos 
populacionais e perda da imunidade da população. Porém, ficou claro que as propriedade 
biológicas  do  microrganismo  também  exercem  importante  papel  (NARVSKAYA  et  al., 
2000;  POPOVIC  et  al.,  2000).  O  conhecimento  dos  mecanismos  genéticos  e  biológicos 
básicos,  que  poderiam  afetar  a  adaptabilidade  e  patogenicidade  dos  microrganismos 
apresenta-se como uma das mais promissoras ferramentas na luta contra a difteria. 
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Conversão Fágica à Lisogenia 
FREEMAN (1951) observou que culturas de C. diphtheriae não toxinogênicas 
tornavam-se toxinogênicas, quando infectadas com bacteriófagos do tipo β, demonstrando 
que  a  toxinogenicidade  estaria  associada  à  infecção  fágica.  Quando  há  incorporação  do 
genoma viral ao cromossoma bacteriano a cultura lisogênica passa a se apresentar como 
toxinogênica. 
MAXIMESCU, POP & POTORAC (1968) relataram que profagos contendo o gene 
tox podem ser encontrados também em culturas de C. ulcerans e C. pseudotuberculosis (C. 
ovis)  ambas  envolvidas  com  infecções  zoonóticas.  As  infecções  em  animais  e  seres 
humanos  são  acompanhadas  de  lesões  e  sinais  clínicos  de  toxemia,  demonstrando  a 
competência  desses  tipos  bacterianos,  como  cepas  indicadoras  para  a  produção  tanto  de 
bacteriófagos tox
+
 quanto de toxina. 
Estruturalmente, os bacteriófagos β apresentam-se, à microscopia  eletrônica, com 
cabeça icosaédrica de aproximadamente 52 nm de largura e 56 nm de altura fixada a uma 
cauda  de  10-12  nm  de  largura  por  270  nm  de  comprimento  (MATHEWS,  MILLER  & 
PAPPENHEIMER,  1966;  HOLMES  &  BARKSDALE,  1970).  O  genoma  desses  vírus  é 
formado por uma molécula de DNA linear de dupla fita, com cerca de 34,7 Kb, que pode 
ser  inserido  no  DNA  cromossomial  bacteriano  por  meio  de  terminais  coesivos  (BUCK, 
GROMAN  &  FALKOW,  1978).  No  prófago  o  gene  que  codifica  para  a  toxina,  foi  o 
primeiro a ter sua localização estabelecida e ser seqüenciado (HOLMES & BARKSDALE, 
1969; LAIRD & GROMAN, 1976a). 
O gene tox codifica uma proteína de 535 aminoácidos, com aproximadamente 58 
kDa, que tem atividade tóxica para algumas espécies de animais, incluindo o homem. A 
toxina diftérica resulta da clivagem da proteína não estrutural E, cuja biossíntese é regulada 
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por uma proteína ligante de DNA (DtxR), que atuando sobre a região promotora do gene 
tox, reprime sua expressão. A atividade da DtxR é dependente de ferro porém é inibida por 
concentrações  de  ferro  superiores  a  0,1µg/ml.  A  toxina  diftérica  é  capaz  de  inativar  a 
amino-acil  transferase  impedindo  a  formação  de  cadeias  polipeptídicas  e  tardiamente 
comprometendo  todo  o  metabolismo  celular  (GOOR  &  PAPPENHEIMER,  1967, 
BARKSDALE, 1970). 
O controle da difteria tornou-se uma atividade viável após os trabalhos de Ramon, 
demonstrando que, quando a toxina diftérica é submetida à ação do formol, em condições 
controladas  de  temperatura  e  pH,  transforma-se  num produto  estável,  atóxico  e  com 
propriedades  imunogênicas  similares  às  da  toxina  designado  como  anatoxina.  O  uso  da 
anatoxina,  a  partir  de  1923,  possibilitou  a  imunização  humana  contra  a  difteria 
(BARKSDALE, 1970; BIER, 1975). 
As  culturas  de  bacilo  diftérico  podem  ser  infectadas  por  vários  tipos  de 
bacteriófagos.  FREEMAN  e  MORSE  (1952)  demonstraram  que  cepas  toxinogênicas 
continham  o genoma  viral  incorporado  ao seu  cromossoma  bacteriano  e  sugeriram a 
existência  de  uma  relação  direta  entre  a  presença  do  profago  e  a  toxinogenicidade.  O 
contato  de  cepas  atoxinogênicas  de C.  diphtheriae  com  bacteriófagos  oriundos  de  cepas 
toxinogênicas transforma essas culturas em toxinogênicas, demonstrando que a conversão 
para a toxinogenicidade era fago-induzida e não simplesmente característica da seleção de 
mutantes toxinogênicos pré-existentes (FREEMAN, 1951, GROMAN, 1953; GROMAN, 
1956). GROMAN e EATON (1955) sugeriram que bacteriófago β, sob a forma de profago, 
continha o  gene responsável  pela produção  de toxina.  Evidências posteriores, através do 
uso de sondas genéticas, demonstraram a presença do gene da toxina (tox) no genoma do 
bacteriófago  (BARKSDALE,  GARMISE  &  HORIBATA,  1960;  UCHIDA,  GILL  & 
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PAPPENHEIMER, 1971). Posteriormente, o genoma do bacteriófago β foi mapeado, e o 
fragmento de DNA, que contém o gene da toxina, foi identificado (BUCK & GROMAN, 
1981). Ainda na década de 80, pesquisadores estabeleceram a seqüência de nucleotídeos do 
gene tox dos bacteriófagos β e ϖ, e de vários outros bacteriófagos β-relacionados, oriundos 
de cepas  de  C.  diphtheriae (GREENFIELD et  al., 1983;  Ratti,  RAPPUOLI  &  Giannini, 
1983). 
Em  1970,  HOLMES  e  BARKSDALE  sintetizaram  seus  resultados  sobre  as 
características dos corinebacteriófagos e afirmaram que marcadores tox+ que direcionam a 
síntese de toxinas antigenicamente semelhantes podem ser encontrados no genoma de vírus 
que não parecem ser relacionados ao bacteriófago β. O mais impressionante exemplo é a 
presença  do  marcador  tox+  em  ambos  β  e  δ,  bacteriófagos  que  diferem  quanto  à 
morfologia do vírion e que não têm homologia genômica para que ocorra o fenômeno de 
recombinação entre seus genomas; da mesma forma, demonstrando que não há correlação 
entre  a  presença  do  gene  tox  no  genoma  do  bacteriófago  com  suas  propriedades 
antigênicas,  eficiência  de  infecção  e  espectro  de  sistema  biológico  onde  podem  ser 
produzidos, sugerindo dessa forma que o gene tox codifica uma proteína não estrutural dos 
vírions (LAIRD & GROOMAN,1976
B
). 
A  análise  eletroforética  do  genoma  dos  corinebacteriófagos,  após  serem  tratados 
com endonucleases, mostrou relativa identidade entre os vírus α, β, L, γ, P e π (BUCK et 
al., 1985). Consideradas as características genotípicas desses fagos, parece claro que eles 
são  estreitamente  relacionados (GROMAN,  1984).  A  integração  do genoma  de  alguns 
bacteriófagos tox+,  isolados de  amostras  de C.  ulcerans e  C.  pseudotuberculosis,  ao 
cromossoma bacteriano, acontece em uma mesma seqüência nucleotídica de integração ao 
genoma,  quando  se  utiliza  C.  diphtheriae  como  célula  alvo  (BUCK  et  al.,  1985; 
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CIANCIOTTO  &  GROMAN,  1996).  Considerando  tais  estudos,  esses  bacteriófagos 
devem  ser  considerados  membros  de  uma  só  família,  apesar  de  serem  antigenicamente 
diferentes  e  apresentarem  diferenças  quanto  à  capacidade  de  infecção  de  diferentes 
sistemas biológicos, onde possam ser produzidos. A demonstração de que vários tipos de 
bacteriófagos tox+, pertencentes à família β, podem infectar culturas de C. diphtheriae e 
C. ulcerans sugere que, estes bacteriófagos podem ser responsáveis pela disseminação do 
gene tox entre estas espécies na natureza ou pelo menos por uma transferência bidirecional 
nesse gênero bacteriano (GROMAN, 1984). 
GROMAN  (1956)  demonstrou  que  sobrenadantes  de  cultivos  de  amostras 
atoxinogênicas de C. diphtheriae podiam converter outras cepas, também atoxinogênicas, à 
toxinogenicidade e destas cepas convertidas obterem bacteriófagos. Esse fenômeno só foi 
compreendido posteriormente, quando se demonstrou a existência de seqüências defectivas 
do gene tox, em profagos de C. diphtheriae (GROMAN et al., 1983; PALLEN et al., 1994; 
CIANCIOTTO & GROMAN, 1997), sugerindo assim que, se estas amostras bacterianas, 
carREADoras  destes  profagos, fazendo  parte da  microbiota  de  uma  dada  comunidade, 
poderiam atuar como uma espécie de estopim para a explosão de um surto de difteria, caso 
aconteça recombinação genética entre profagos existentes nestas amostras bacterianas. 
Essa possibilidade é corroborada pelo trabalho de HOLMES & BARKSDALE (1969), que 
demonstra  o  fenômeno  de recombinação  de  genoma  viral  em  células  que  continham 
profagos  e  foram  infectadas  por  outro  tipo  de  bacteriófago,  resultando  na  formação  de 
vírus com genoma recombinado. 
Em  trabalho  recente  de  revisão  bibliográfica  foram  ressaltados  diversos  aspectos 
quanto  às características fenotípicas  e  genotípicas  da toxinogenicidade  de  amostras de 
bacilo diftérico (PIMENTA, 2003) enfatizando a diversidade e importância da ampliação 
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dos estudos  relativos  à fisiopatologia da  difteria e da influência da  imunização na a 
prevenção de novos casos. 
 
Métodos de Detecção da Atividade Biológica da Toxina Diftérica 
A difteria é uma patologia em que a precocidade do diagnóstico é de grande valor, 
por estar seu prognóstico intimamente ligado ao tempo decorrente entre o início do quadro 
clínico  e  a  administração  da  terapêutica  específica. Na  maioria  dos  casos,  o  diagnóstico 
deve ser firmado com base na epidemiologia e achados clínicos, não se podendo aguardar 
os resultados dos exames laboratoriais para o início do tratamento. Para se estabelecer o 
diagnóstico de certeza da difteria é necessário o isolamento do C. diphtheriae através da 
cultura e a demonstração de sua toxicidade (FORMIGA & MATTOS-GUARALDI, 1993, 
MACAMBIRA, FORMIGA & FORMIGA, 1994, EFSTRATIOU et al., 1998). 
Os métodos imunológicos são amplamente utilizados na pesquisa de produção de 
toxina  pelas  amostras  de  bacilo  diftérico.  O  teste  de  Elek  permanece  como  método 
convencional utilizado pela  maioria dos  laboratórios em  todo  o mundo, entretanto,  pode 
fornecer resultados  pouco  confiáveis,  particularmente quando  utilizada  mão  de  obra  não 
qualificada. Os  programas  de  controle  de  qualidade desenvolvidos  em  1982  e  2000,  em 
laboratórios  europeus,  demonstraram  que  em  apenas  69%  e  88%  das  oportunidades, 
respectivamente,  foram  observados  resultados  corretos  nos  testes  de  toxinogenicidade 
(incluindo Elek e PCR) (SNELL et al., 1984; ENGLER, KOZLOV & COPPING, 2001). 
Essas  observações  enfatizaram  a  necessidade  de  desenvolvimento  de  métodos  mais 
sensíveis e de maior facilidade de execução. 
O teste de imunodifusão radial simples (IDR) tem sido utilizado nos laboratórios de 
Saúde  Pública  no  Brasil  desde  a  década  de  80  (FORMIGA,  1986)  uma vez  que  se 
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apresentou  como  um método  simples e  tão  eficaz  quanto  o  método de  Elek,  além  de 
permitir a detecção de amostras fracamente produtoras de toxina (PESSÔA et al., 1981). 
Outros métodos têm sido utilizados na detecção de produção de toxina incluindo os 
testes de hemaglutinação passiva reversa (HOLMES & Perlow, 1975), ELISA (NIELSEN 
et al., 1987; DANELLI et al., 1990; ENGLER & EFSTRATIOU, 2000; EFSTRATIOU et 
al., 2000),  aglutinação  passiva reversa em  látex (TOMA,  SISAVATH &  IWANAGA, 
1997),  imunocromatografia  –  ICS  (ENGLER  et  al.,  2002)  e  modificações  do  Elek 
(OLIVEIRA LIMA, 1970; ENGLER et  al., 1997; REINHARDT,  LEE & POPOVIC, 
1998). 
Recentemente, as técnicas moleculares passaram a ser utilizadas como ferramentas 
adicionais no diagnóstico bacteriológico da difteria em alguns laboratórios de referência de 
países industrializados como a Inglaterra. O método  genotípico baseado na reação de 
polimerização em  cadeia  (PCR)  tem  sido  empregado na  detecção  do gene  da  toxina 
diftérica  e  vem  oferecendo  vantagens  sobre  as  técnicas  de  fenotipagem,  uma  vez  que, 
oferece  resultados  rápidos,  simples,  altamente  sensíveis  e  de  fácil  interpretação.  Os 
resultados  podem estar disponíveis  dentro de 4  horas,  a partir  da  seleção de  colônias 
bacterianas suspeitas. Embora o resultado positivo seja indicativo de toxinogenicidade, este 
não permite a exclusão do diagnóstico fenotípico. O resultado negativo do teste PCR pode 
ser muito útil para a rápida exclusão da toxinogenicidade. Entretanto, a metodologia ainda 
não foi totalmente padronizada, uma vez que têm ocorrido variações nos resultados obtidos 
em  alguns  laboratórios  (PALLEN,  1991;  HAUSER  et  al.,  1993;  PALLEN  et  al.,  1994; 
MIKHAILOVICH et al., 1995; NAKAO & POPOVIC, 1997; EFSTRATIOU et al., 1998). 
No Brasil, métodos genotípicos visando à detecção de genes específicos não foram ainda 
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utilizados na identificação laboratorial de amostras de bacilo diftérico produtoras ou não de 
toxina. 
Devido  à  incapacidade  dos  testes  sorológicos  e  moleculares  em  diferenciar  a 
produção de toxina biologicamente ativa da toxina inativa, a produção da toxina diftérica 
também pode ser detectada através de testes de toxicidade realizados em culturas de 
células  de  linhagem  contínua  (LAIRD  &  GROMAN,  1973;  Miyumara  et  al.,  1974; 
MURPHY, BACHA & TENG, 1978; MACHADO, 1989; EFSTRATIOU et al., 1998) ou 
em  coelhos  ou  cobaios  (HENRIKSEN  &  GRELLAND,  1952;  BASEMAN  et  al.,  1970; 
CARNE & ONON, 1982; NIELSEN et al., 1987; MACHADO, 1989). Apesar de ambos os 
testes serem considerados  os testes padrão-ouro de comprovação da toxinogenicidade de 
amostras  de bacilo  diftérico,  são  de  elevado  custo e difícil  execução, inviabilizando  sua 
utilização na rotina laboratorial. 
A escolha entre os  diversos  testes  de  toxinogenicidade  pelos  laboratórios  de 
microbiologia depende das facilidades e recursos disponíveis, da experiência do pessoal e 
da disponibilidade de um laboratório de referência de difteria no país. É particularmente 
importante que todos os países tenham laboratórios capazes de identificar adequadamente 
o  bacilo  diftérico  toxinogênico.  A  vigilância  epidemiológica  destes  microrganismos 
também  se  faz  necessária,  particularmente,  na  rápida  detecção  de  reemergência  de 
epidemias da doença (EFSTRATIOU et al., 1998). 
 
Estrutura e Mecanismo de Ação da Toxina Diftérica 
A toxina diftérica (TD) é um polipeptídeo de aproximadamente 58 kDa, consistindo 
de 535 aminoácidos (PAPPENHEIMER, 1977; SANDVIG, & OLSNES, 1980; COLLIER, 
2001). A molécula contém quatro resíduos de cisteína e duas pontes dissulfídicas internas. 
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A  redução  das  pontes  dissulfídicas  gera  o  fragmento  A  (TD-A)  livre  (aminoácidos  1  a 
193), o qual corresponde ao domínio catalítico, e o fragmento B (TD-B) (aminoácidos 194 
a 535)  o que corresponde aos  domínios  de  translocação e ligação ao  receptor  da TD.  A 
toxina diftérica exibe três regiões distintas: o domínio C, amino-terminal, responsável pela 
ADP-ribosilação do  fator  de  alongamento  de  cadeia (EF-2),  o  domínio  T,  localizado 
centralmente, responsável pela inserção na membrana em pH ácido, formação de canais e 
translocação do  domínio C  pelas  membranas  endossomais  para liberação  no citosol, e  o 
domínio  R,  carboxi-terminal,  responsável  pela  ligação  da  TD  ao  precursor  do  fator  de 
crescimento  epidérmico  ligante  de  heparina  (HB-EGF)  que  funciona  como  um  receptor 
para TD nas células  susceptíveis  (PAPPENHEIMER,  1977; GREENFIELD et  al., 1983; 
ZUCKER,  MURPHY &  PAPPENHEIMER, 1984;  OLSON, 1993;  ROLF  & EIDELS, 
1993; COLLIER, 2001). 
A toxina diftérica é uma pró-enzima que deve ser processada para apresentar sua 
atividade latente  de NAD:EF-2 ADPR transferase. O  efeito de intoxicação  de células 
eucarióticas susceptíveis é uma conseqüência direta da ribosilação do ADP e inativação do 
EF-2,  no  citoplasma,  catalizado  por  TD-A.  A  toxina  diftérica  atua  cataliticamente 
transferindo um monômero de ribose adenosina difosfatado (ADPR) do NAD para o EF-2, 
assim inibindo o alongamento de cadeias polipeptídicas durante a síntese protéica celular 
de  células  eucarióticas.  Uma  única  molécula  de  TD-A,  introduzida  diretamente  no 
citoplasma, é suficiente para matar a célula eucariótica (YAMAIZUMI et al., 1978). 
O sítio aceptor para a ADP-ribosilação pelo TD-A, chamado “diphthamide”, é um 
resíduo  de  histidina  modificado  pós-transducionalmente,  2-[3-carboxiamido-3-
(trimetilamônio) propil] histidina, localizado na região conservada do EF-2 de eucariotos e 
arquéas (VAN  NESS,  HOWARD  &  BODLEY, 1980; BODLEY,  DUNLOP &  VAN 
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NESS, 1984). A presença do resíduo diftamida não é essencial para a viabilidade da célula 
eucariótica.  Células  mutantes  diftamida-negativas  (MOEHRING,  et  al.,  1980;  CHEN, 
BODLEY  &  LIVINGSTON,  1985)  ou  que  tenham  formas  variantes  do  EF-2  que  não 
podem ser ADP-ribosiladas (FOLEY, MOEHRING & MOERING, 1995) são resistentes 
aos  efeitos  tóxicos  da  toxina  diftérica.  Células  altamente  susceptíveis  têm  grande 
quantidade  de  receptores  de  alta  afinidade  para  TD  (MIDDLEBROOK,  DORLAND  & 
LEPPLA, 1978;  DORLAND, MIDDLEBROOK &  LEPPLA, 1979).  Estudos  posteriores 
levaram à identificação do receptor para TD como um precursor do fator de crescimento 
epidermal  (NAGLICH  et al.,  1992). A  interação de  TD com o  precursor do  fator  de 
crescimento epidermal favorece a endocitose com  formação de vesículas recobertas com 
clatrinas.  Posteriormente,  complexos  TD-receptor  sofrem  degradação  lisossomal  e  as 
moléculas que escapam da ação enzimática tornam-se as principais responsáveis pelo 
processo  de  intoxicação  celular  (MORRIS  et  al.,  1985;  LEMICHEZ  et  al.,  1997). 
Condições acídicas (DRAPER & SIMON, 1980; SANDVIG & OLSNES, 1980), que 
induzem mudança conformacional de TD, permitem sua inserção na membrana e formação 
de  canal  pelo  qual  ocorre  a  translocação  do  fragmento  A  (MOSKAUG,  SANDVIG  & 
OLSNES, 1988). Quando as células que apresentam complexos TD-receptor na membrana 
plasmática são expostas a condições ambientes de pH ácido, o transporte de TD-A através 
da membrana ocorre independente do processo de endocitose (DRAPER & SIMON, 1980; 
SANDVIG  &  OLSNES,  1980).  Intoxicação  de  células  por  TD  pode  ser  prevenida 
interferindo em qualquer dos passos iniciais da via endocítica ou bloqueando a acidificação 
dos endossomas (LEMICHEZ et al., 1997; LORD & ROBERTS, 1998). Células mutantes 
que são deficientes na habilidade em acidificar endossomas são resistentes à intoxicação 
por  TD  (MERION  et  al.,  1983).  A  inibição  da  síntese  protéica  parece  não  ser  a  única 
atividade biológica da toxina diftérica (CHANG et al., 1989
a
). A toxina possui atividade de 
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clivagem  internucleossomal  de  DNA  atribuída  à  subunidade  A  (CHANG  et  al.,  1989
b
; 
NAKAMURA & WISNIESKI, 1990). O processo de degradação cromossomial precede a 
citólise  e  não  parece  ser  uma  simples  conseqüência  da  inibição  da  síntese  protéica. 
Entretanto,  a  proposição  de  uma  segunda  via  de  morte  celular  é  ainda  discutível  e 
permanece  por  ser  definida  (GROMAN  &  DEAN,  1973;  BODLEY,  1990;  JOHNSON, 
1990; WILSON et al., 1990; LESSNICK et al., 1990; SING et al., 2003) 
A TD é uma toxina bacteriana extremamente potente, com uma dose letal mínima 
de  50-100  ng/kg  de  peso  corporal  (PAPPENHEIMER,  1977;  PAPPENHEIMER  & 
MURPHY,  1983;  MEKADA,  OKADA  &  UCHIDA,  1988,  GUPTA  et  al.,  1997). 
Anticorpos  humanos,  majoritariamente  IgG1,  obtidos  por  imunização  com  toxóide 
diftérico, reagem  contra ambas as subunidades A e B; entretanto,  maiores títulos são 
encontrados  contra  a  subunidade  B  (PERERA  &  CORBEL,  1990).  Anticorpos 
monoclonais para ambas as subunidades podem neutralizar a toxina diftérica (ZUCKER, 
MURPHY & PAPPENHEIMER, 1984; ZUCKER & MURPHY, 1984; ROLF & EIDELS, 
1993). 
A produção de TD por cepas toxinogênicas de C. diphtheriae é diretamente afetada 
pela composição do meio de cultura e pelas condições de cultivo. A transcrição do gene tox 
é negativamente regulada por íons ferro e uma proteína repressora, DtxR, que atua sobre a 
região promotora do gene da TD. Esta proteína ligante de DNA, ferro dependente, regula 
outros genes do C. diphtheriae envolvidos na produção de sideróforo e heme-oxigenases 
(SCHMITT,  1997;  SCHMITT,  TALLEY  &  HOLMES,  1997).  DtxR  consiste  de  226 
aminoácidos, com 25,3 kDa, e  tem sua produção de  forma constitutiva em condições de 
baixa ou alta concentração de ferro no meio de cultura (SCHMITT & HOLMES, 1991). 
Apesar de sua função biológica ser similar ao regulador de captação de ferro, em E. coli e 
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outras bactérias Gram-negativas, denominada Fur, a proteína Fur não regula a transcrição 
do gene tox e, DtxR não regula promotores Fur-dependentes (HANDKE, 1981). 
A molécula de DtxR é constituída de três domínios, o primeiro, correspondente aos 
aminoácidos 1 a  73, localizado na  porção amino-terminal,  que contém  uma estrutura 
hélice-volta-hélice (helix-turn-helix motif) responsável pela ligação ao DNA. O  segundo 
domínio,  correspondendo  aos  aminoácidos  74  a  144,  contém  os  sítios  de  interação 
proteína-proteína, que estabilizam a forma dimérica íon-ativada do repressor, e ligação ao 
cátion. O terceiro domínio, contendo os aminoácidos 145 a 226, exibe grande flexibilidade 
em contraposição aos outros dois domínios e ainda não teve sua função elucidada (DING 
et al., 1996). 
A  ligação  do  DtxR  ao  promotor/operador  do  gene  tox  requer  cátions  divalentes 
(Cd
2+
, Co
2+
, Fe
2+
, Mn
2+
, Ni
2+
 ou Zn
2+
) (SCHMITT, TWIDDY & HOLMES, 1992;  TAO, 
BOYD & MURPHY, 1992;  TAO & MURPHY, 1992;  SCHMITT & HOLMES, 1993). 
Esta ligação induz a uma mudança na estrutura terciária e quaternária do DtxR que resulta 
na estabilização da forma dimérica do repressor (TAO, ZENG & MURPHY, 1995). Assim, 
dois dímeros de DtxR se ligam a faces opostas do DNA no operador tox, em sítios 5 pares 
de bases (pb) simetricamente distantes do centro deste operador, cobrindo uma região de 
27 pb de DNA, inibindo a transcrição do gene tox (WHITE et al., 1998). 
 
Caracterização Molecular do Gene tox  
A epidemia no Leste Europeu, ocorrida na década de 90, estimulou a observação da 
diversidade na composição nucleotídica do gene tox. O estudo da heterogeneidade do gene 
tox  se  tornou  importante  em  virtude  da  hipótese  das  mudanças genéticas  ocasionarem  a 
produção de toxina diftérica estruturalmente diferente da utilizada na produção de toxóide 
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diftérico.  Este  fato  ocasionaria  a  proteção  inadequada  dos  indivíduos  infectados  por 
amostras  portadoras  de  gene  tox  mutante.  Adicionalmente,  estas  variações  poderiam  ser 
úteis  como  marcadores  moleculares  para  clones  específicos  de  C.  diphtheriae  que 
circularam ou que evoluíram durante o curso da epidemia (NAKAO et al., 1996; NAKAO 
et al., 1997). 
Alguns autores detectaram que 99% das mutações eram do tipo pontual através de 
análise  de  polimorfismo  conformacional  de  fita  simples  -  SSCP,  seguidas  de 
seqüenciamento  automatizado,  das  seqüências  nucleotídicas  do  gene  tox  de  amostras 
clínicas isoladas durante a epidemia no Leste Europeu (NAKAO et al., 1996; NAKAO et 
al., 1997). 
As análises foram feitas após a amplificação de uma região particular do gene alvo. 
O amplicon de DNA dupla fita foi desnaturado a fita simples e submetido à eletroforese 
em gel de poliacrilamida não desnaturante. A seqüência de DNA fita simples foi capaz de 
migrar  de  acordo  com  seu  tamanho  e  estrutura  secundária  determinada  pela  seqüência 
nucleotídica,  resultando,  deste  modo  em  um  perfil  específico  SSCP.  Objetivando  cobrir 
todo o gene tox, 8 pares de iniciadores foram desenhados para a análise dos perfis SSCP. A 
região codificadora da subunidade A se mostrou altamente conservada, entretanto a região 
codificadora da subunidade B se mostrou variável, principalmente na parte final da região 
codificadora para o domínio de ligação ao receptor, e em duas regiões designadas 6 e 8. 
Apesar de vários perfis SSCP terem sido observados, as mutações pontuais não resultaram 
em  substituições  de  aminoácidos  da  molécula  de  toxina  diftérica (NAKAO et  al.,  1996; 
NAKAO  et  al.,  1997).  Ensaios  adicionais  indicaram  que  95%  das  amostras  isoladas  na 
Rússia  apresentavam  genes tox  estruturalmente  idênticos.  Apesar  da  heterogeneidade  no 
DNA  ter  sido  observada  em  algumas  oportunidades,  a  toxina  diftérica  manteve  sua 
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composição de  aminoácidos conservada.  Estes dados permitiram demonstrar que, para o 
grupo clonal predominantemente isolado durante a epidemia no  Leste Europeu, a vacina 
clássica foi capaz de induzir proteção adequada. Deste modo, a vacinação permanece como 
a  mais  importante  medida  preventiva  contra  a  disseminação  de  difteria  (NAKAO  & 
POPOVIC, 1997). 
 
Componentes  estruturais,  propriedades  adesivas e  mecanismos de  interação  com 
hospedeiro dos bacilos diftéricos 
O  primeiro  passo  para  o  estabelecimento  de  um  processo  infeccioso  é  a 
transposição das barreiras naturais do hospedeiro. Diversas características apresentadas por 
microrganismos patogênicos, tais como a produção de toxinas e enzimas, a capacidade de 
aderir e  invadir células eucarióticas, mecanismos especiais de aquisição  de nutrientes, 
resistência à  fagocitose,  entre outras  associadas  à resposta  do hospedeiro,  possibilitam o 
desenvolvimento da infecção. 
Na  etapa  de  aderência às  superfícies  cutâneo-mucosas, evento  inicial  crítico na 
patogênese  das  infecções,  freqüentemante,  é  a  interação  entre  ligantes  da  superfície 
bacteriana (adesinas fimbriais ou não fimbriais)  e moléculas receptoras específicas da 
superfície da célula hospedeira, muitas vezes refletindo o tropismo por certos tecidos ou 
mesmo espécies (ROSENSHINE et al., 1996; FINLAY & FALKOW, 1997; IRETON & 
COSSART,  1998;  SU  et  al.,  1999;  KLEMM  &  SCHEMBRI,  2000).  Dentre  outras,  tal 
característica  foi  demonstrada  para  patógenos  bacterianos  como  Yersinia  enterocolitica 
(ISBERG & LEONG, 1990), Listeria monocytogenes (MENGAUD et al., 1996), eisseria 
spp. (VIRJI, 1996) e Pseudomonas aeruginosa (DE BENTZMAN et al., 1996). 
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As  interações  hidrofóbicas  também  parecem  contribuir  no  processo  de  aderência 
bacteriana  à  superfície  da  célula  hospedeira  (ROSEMBERG  &  DOYLE,  1990; 
PLOTKOWSKI,  BAJOLET-LAUDINAT  &  PUCHELLE, 1993;  MATTOS-GUARALDI 
& FORMIGA, 1998). 
A habilidade de colonizar superfícies hospedeiras tem sido considerada como um 
importante  mecanismo  de  patogenicidade  para  muitas  espécies  bacterianas,  podendo  até 
mesmo ser um pré-requisito ao estabelecimento e sucesso de alguns processos infecciosos 
(OFEK & DOYLE, 1994). Para agentes como o C. diphtheriae, que tem como sítio 
preferencial de localização as mucosas do trato respiratório e pele do hospedeiro, as quais 
são  permanentemente  submetidas  a  eficientes  mecanismos  fisiológicos  de  defesa,  a 
correlação do binômio aderência-patogenicidade parece até certo ponto clara. Reconhece-
se,  portanto,  que  embora  alguns  mecanismos  tenham  sido  propostos  na  tentativa  de 
elucidar  a  interação  de  microrganismos  corineformes  com  células  do  hospedeiro,  a 
importância concreta que representam em termos de colonização-infectividade permanece 
ainda ignorada. 
Os  mecanismos  determinantes  pelos  quais  a  resposta  imune  atua  nas  infecções 
permanecem  incompreendidos  devido  à  natureza  complexa  e  múltipla  das  interações 
hospedeiro-patógeno,  especialmente  para  infecções  por  patógenos  capazes  de  persistir  e 
multiplicar no compartimento intracelular, onde esta resposta pode funcionar tanto como 
barreira quanto como suporte, dependendo da produção de fatores específicos do patógeno 
e das condições em que os patógenos encontram os seus hopedeiros. Têm sido descritos 
mecanismos de patógenos envolvendo a habilidade de evitar a adesão e/ou a internalização 
por células fagocíticas, escapar das vesículas endocíticas, previnir a fusão dos lisossomos 
aos endossomos e neutralizar a atividade das enzimas lisossomais (DEL POETA, 2004). 
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Em alguns  casos  a colonização  e a  disseminação  bacteriana são facilitadas pela 
adesão  das  bactérias  a  determinados  tipos  celulares  ou  a  sua  matriz.  A  maioria  das 
bactérias  que  infecta  os  seres  eucariontes  precisa  se  ligar  diretamente  às  células  do 
hospedeiro  para  iniciar  o  processo  de  adesão  com  a  finalidade  de  estabelecer  um  sítio 
replicativo  (ISBERG  &  BARNES,  2002).  A  caracterização  de  moléculas  de  superfície 
bacteriana  é  necessária  para  a  compreensão  dos  mecanismos  de  aderência  e  função  das 
adesinas nos processos infecciosos (MANDREL et al., 1994). Estudos têm se voltado para 
a análise das propriedades adesivas do bacilo diftérico através de modelos experimentais 
diversos  (HONDA  &  YANAGAWA,  1974;  YANAGAWA  &  HONDA,  1976; 
DEACOCK, STEWARD & CARNE, 1983, MATTOS-GUARALDI & FORMIGA, 1986; 
KOSTYUKOVA  et  al.,  1992;  MATTOS-GUARALDI  &  FORMIGA,  1992;  MATTOS-
GUARALDI et al., 2001
a,  b
, COLOMBO et al., 2003; BERTUCCINI, BALDASSARI & 
VON HUNOLSTEIN, 2004; HIRATA Jr. et al., 2004;). 
Particularmente para C. diphtheriae, pesquisadores investigaram as propriedades 
adesivas  frente  a  células  de  mucosa  bucal  de  seres  humanos  (BEC)  (DEACOCK, 
STEWARD  &  CARNE,  1983),  hemácias  de  origens  diversas  (c),  e  células  HEp-2 
(HIRATA  Jr  et  al.,  2002;  HIRATA  Jr  et  al.,  2004)  e  características  hidrofóbicas 
(MATTOS-GUARALDI & FORMIGA, 1991b). 
A aderência  do  bacilo  diftérico aos  eritrócitos  humanos  e de carneiro constitui 
modelo  bastante  utilizado,  já  tendo  sido  observado  que  amostras  não  fermentadoras  de 
sacarose, isoladas de pele e do trato respiratório superior eram mais hemaglutinantes do 
que  as  amostras  fermentadoras  de  sacarose  isoladas  dos  mesmos  sítios  (MATTOS-
GUARALDI &  FORMIGA, 1986;  MATTOS-GUARALDI  & FORMIGA, 1992). Os 
dados sugerem uma associação entre o biotipo não fermentador e o sítio de infecção de C. 
diphtheriae (MATTOS-GUARALDI & FORMIGA, 1986). 
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A reação de hemaglutinação tem sido utilizada como modelo experimental para 
demonstrar  a  habilidade  de  C.  diphtheriae  e  de  outras  corinebactérias  de  aderir  a 
membranas de células hospedeiras (HONDA & YANAGAWA, 1974; YANAGAWA & 
HONDA,  1976;  MATTOS-GUARALDI  &  FORMIGA,  1986;  KOSTYUKOVA  et  al., 
1992; MATTOS-GUARALDI & FORMIGA, 1992; MATTOS-GUARALDI et al., 2001
a, 
b
).  O  bacilo  diftérico  foi  o  único  capaz  de  aglutinar,  embora  fracamente,  hemácias  de 
Carneiro não tripsinizadas (YANAGAWA & HONDA, 1976). 
Amostras  toxinogênicas  de  C.  diphtheriae  subsp.  gravis,  isoladas  de  casos 
clínicos, apresentaram maior  atividade hemaglutinante do que as isoladas de portadores 
assintomáticos.  Nos  casos  assintomáticos,  as  amostras  toxinogênicas  de  C.  diphtheriae 
subsp. gravis foram mais hemaglutinantes do que as toxinogênicas C. diphtheriae subsp. 
mitis. A intensidade da atividade hemaglutinante bacteriana foi sugerida como um fator 
responsável pela  formação  do  estado  de  portador (KOSTYUKOVA  &  PEREVERZEV, 
1985; KOSTYUKOVA & KARAS,  1991).  Além disso, foi  verificada  a  relação  entre a 
capacidade de metabolização de sacarose e a atividade hemaglutinante de C. diphtheriae. 
As amostras não fermentadoras de sacarose apresentaram maior atividade hemaglutinante 
do  que  as  amostras  fermentadoras  de  sacarose  (MATTOS-GUARALDI  &  FORMIGA, 
1986; MATTOS-GUARALDI & FORMIGA, 1991b). 
Amostras  pertencentes  ao  biotipo  não  fermentador  de  sacarose  foram 
autoaglutinantes em meio de cultura enquanto as amostras fermentadoras não apresentaram 
esta  propriedade.  Amostras  de C.  diphtheriae  de  ambos  os biotipos,  fermentadores  de 
sacarose  ou  não,  apresentaram  superfície  hidrofóbica  e  foram  capazes  de  aderir  ao 
poliestireno  (MATTOS-GUARALDI  et  al.,  1999).  Estudos  anteriores  de  microscopia 
eletrônica  com  C.  diphtheriae  demonstraram  a  presença  de  quantidade  moderada  de 
material  flocular  de  composição  lipídica  na  superfície  do  microrganismo.  Envoltório 
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lipídico  semelhante  foi  observado  em  amostras  virulentas  de  C.  pseudotuberculosis  (C. 
ovis)  por  pesquisadores  que  também  sugeriram  seu  papel  como  mediador  de  aderência 
nesta  espécie  (JOLLY,  1966;  REYN,  BIRCH-ANDERSEN  &  LAPAGE,  1966;  HARD, 
1969). 
A  presença  de  fímbrias  foi  observada  em  amostras  de  diversas  espécies  de 
corinebactérias, incluindo C. diphtheriae. Ainda não se sabe se o comportamento variado 
do bacilo diftérico na  atividade frente  às hemácias de carneiro está relacionado com 
diferentes graus de fimbriação das amostras, como ocorre com o C. renale (YANAGAWA 
& HONDA, 1976). Não se pode excluir a hipótese da existência de diferentes antígenos 
fimbriais que reagiriam com diferentes receptores na superfície celular (GASPAR & TON-
THAT, 2006). 
Investigações  recentes  demonstraram  que  peptídeos  de  67-72  kDa  (67-72p),  de 
natureza não fimbrial na superfície celular de C. diphtheriae, foram capazes de participar 
no processo de interação com membranas de hemácias humanas (COLOMBO et al., 2001) 
e fibronectina de plasma humano (SOUZA, 2000).  Ensaios de microscopia eletrônica de 
transmissão  de  amostras  hemaglutinantes  de  C.  diphtheriae  subsp.  mitis  não  permitiram 
visualizar  fímbrias  (COLOMBO  et  al.,  2001),  à  semelhança  dos  resultados  observados 
previamente  com  amostras  C.  diphtheriae  subsp.  gravis  (KOSTYUKOVA  & 
PEREVERZEV, 1985). 
Ensaios de microscopia  de fluorescência  revelaram  que a  proteína  67-72p foi 
capaz  de interagir  diretamente com  membranas de  células HEp2.  Extratos purificados 
dessa proteína interagiram com células humanas de forma dose-dependente e a aderência 
foi efetivamente bloqueada com anticorpos IgG anti-67-72p (HIRATA et al., 2004). 
Resíduos  de  carboidratos  freqüentemente  participam  de  interações 
microrganismo-hospedeiro que  ocorrem  com as superfícies cutâneo-mucosas e  com  o 
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sistema imunológico. Muitas interações envolvem a ligação de carboidratos do hospedeiro 
com  proteínas  bacterianas  do  tipo  lectina.  Interações  específicas  entre  proteínas  do 
hospedeiro e carboidratos de superfície bacteriana também são observadas (MANDRELL 
et al. 1994; OFEK & DOYLE, 1994; MOREIRA et al., 2003). A capacidade de aderência 
à superfície lisa do vidro está geralmente relacionada com a presença de polissacarídeos 
extracelulares  em  diversas  espécies  bacterianas  (OFEK  &  DOYLE,  1994).  O  bacilo 
diftérico  foi  capaz  de  aderir  à  superfície  lisa  do  vidro  em  intensidades  variadas  e, 
aparentemente,  os  glicoconjugados  funcionaram  como  hidrofilinas  na  superfície 
microbiana (MATTOS-GUARALDI et al., 1999). 
Carboidratos  terminais  presentes  em  oligossacarídios  da  superfície  bacteriana 
foram  identificados  através  de  interação  com  lectinas  e  tratamento  com  glicosidases 
específicas.  Diferenças  quantitativas  de  -acetil-D-galactosamina  (D-GalNAc),  D-
galactose,  D-manose,  -acetil-D-glucosamina  (D-GlcNAc)  e  ácido  -acetil-neuramínico 
na superfície de  C. diphtheriae foram detectadas entre  os biotipos fermentador e não 
fermentador de sacarose (MATTOS-GUARALDI et al., 1999). 
A natureza multifatorial da adesividade de C. diphtheriae deve ser considerada, 
uma vez que  as  amostras, independente  da expressão  do gene tox, podem  aderir  em 
intensidades  variadas  a  diferentes  substratos.  A  diversidade  apresentada  pelas  amostras 
permitiu questionar a possível participação de plasmídios na expressão das propriedades 
adesivas do bacilo diftérico, entretanto não foi detectada a presença de material genético 
extracromossomial em amostras dos biotipos fermentador e não fermentador de sacarose 
(MATTOS-GUARALDI et al., 2000). 
De um modo geral, considera-se que o processo de aderência bacteriana ocorra em 
etapas.  Uma  etapa  inicial  caracterizada  por  uma  relativa  inespecificidade  físico-química 
das superfícies, tais como a carga e hidrofobicidade, é seguida pelo desencadeamento de 
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interações moleculares específicas que levam à formação de complexos (ROSEMBERG & 
DOYLE, 1990). A análise das características hidrofóbicas de C.  diphtheriae demonstrou 
que as amostras pertencentes ao biotipo não fermentador de sacarose apresentaram-se mais 
hidrofóbicas do que as amostras fermentadoras. A correlação entre a hidrofobicidade e a 
capacidade  de  aderência  ao  vidro  não  foi  observada  para  C.  diphtheriae.  As  amostras 
predominantemente  hidrofílicas  foram  aderentes  ao  vidro  enquanto  amostras 
autoaglutinantes  foram  incapazes  de  exibir  esta  propriedade  (MATTOS-GUARALDI  & 
FORMIGA, 1998; MATTOS-GUARALDI et al., 1999). 
DEACOCK, STEWARD & CARNE (1983) observaram que a toxigenicidade do 
bacilo  diftérico  não  exercia  qualquer  influência  sobre  aderência  do  bacilo  a  células  de 
mucosa bucal humana (BEC). Amostras de C. diphtheriae de origens diversas foram 
capazes  de  interagir  com  células  BEC,  porém  em  intensidades  variadas.  Os  isolados  de 
garganta foram capazes de aderir mais intensamente (>20 bactérias/célula) do que as 
amostras  isoladas  de  pele  (<10  bactérias/célula).  Todas  as  amostras  de  garganta 
apresentaram forte atividade adesiva (93%) ou moderada atividade (7%), enquanto que as 
isoladas de pele foram predominantemente fracas (69%) (DEACOCK, STEWARD & 
CARNE, 1983). 
HIRATA et  al.  (2002)  demonstraram que  C.  diphtheriae  foi  capaz  de  aderir  às 
células  HEp-2  em  graus  variados,  e  que  as  amostras  de  C.  diphtheriae  pertencentes  ao 
biotipo fermentador de sacarose, apresentaram maior capacidade adesiva às células HEp-2 
em contraste ao observado com o biotipo não fermentador. Foram observadas ainda nesse 
estudo, amostras de  C. diphtheriae isoladas  de  doença invasiva,  exibindo  um elevado 
percentual de bactérias (2,59%) capazes de invadir e sobreviver no ambiente intracelular 
de  HEp-2,  através  de  ensaio  de  exclusão  por  gentamicina.  Enquanto  BERTUCCINI, 
BALDASSARRI & VON HUNOLSTEIN (2004) descrevem a dinâmica de internalização 
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e relatam a permanência de amostras não toxigênicas oriundas de pacientes com faringite 
após 48 horas de incubação em cultivos de células de laringe e faringe (HEp-2 e Detroit 
D562). 
A capacidade de invadir e sobreviver no interior da célula hospedeira pode garantir 
a subsistência da bactéria infectante no organismo do hospedeiro, uma vez que, ela estará 
protegida  da  ação  do  complemento  e  de  reações  imunológicas  específicas,  além  da 
proteção contra a ação de  agentes antimicrobianos que não  atinjam o  compartimento 
intracelular (STRAUBE, et al., 2000). A invasão de células que compõem o epitélio pode, 
adicionalmente, possibilitar a migração bacteriana ao espaço subepitelial (BERMUDEZ & 
GOODMAN,  1996;  NIZET  et  al.,  1997;  RING,  WEISER    &  TUOMANEN,  1998; 
BURNS et al., 2001; STINS et al., 2001). 
Para C. diphtheriae, a habilidade de sobreviver no interior das células hospedeiras 
pode ser um dos fatores capazes de favorecer a manutenção do patógeno nas vias aéreas 
superiores,  inferiores  e  hematogênicas  de  modo  a  permitir  a  permanência  do  estado  de 
portador  após  antibioticoterapia,  soroterapia  e  cura  da  difteria  (KADYROVA, 
KARTOGLU & SYTREBEL, 2000). A capacidade de sobrevivência do microrganismo no 
compartimento intracelular também poderia estar relacionada com o desenvolvimento  de 
difteria maligna, que compreende quadros clínicos fatais, apresentando intensa absorção de 
toxina associada à presença de pseudomembrana em toda a extensão do trato respiratório 
(MACAMBIRA  et  al.,  1994,  MATTOS-GUARALDI,  FORMIGA  &  PEREIRA,  2000). 
Recentemente, foi demonstrado que C. diphtheriae  é capaz  de penetrar, sobreviver e 
replicar no  citoplasma além  de  danificar  células  epiteliais  respiratórias  (HEp-2)  (VALE, 
2003; HIRATA Jr et al., 2004; FILARDY, 2005) e células endoteliais (PEREIRA, 2007). 
Para  C.  diphtheriae  os  sacarídeos  de  superfície  pareceram  exercer  papel  na 
aderência dos microrganismos a células do hospedeiro e a superfícies inertes, entretanto os 
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receptores  celulares  capazes  de  reconhecer  os  glicoconjugados  do  bacilo  diftérico  ainda 
não são conhecidos. Deste modo, estudos da composição estrutural de glicoproteínas e/ou 
glicolipídeos  da  superfície  bacteriana  tem  contribuído  significativamente  para 
compreensão das funções biológicas dos carboidratos no processo infeccioso causado pelo 
C. diphtheriae (MATTOS-GUARALDI, HIRATA JR. & PEREIRA, 2001; VALLE, 2003; 
MOREIRA, 2004). 
Diversas  estruturas  de  superfície  têm  sido  implicadas  na  aderência  bacteriana  às 
células  hospedeiras  e  superfícies  sólidas,  tais  como  proteínas  de  membrana  externa  de 
bactérias Gram  negativas, exopolissacarídeos, flagelos  e  fímbrias (OFEK  & DOYLE, 
1994). 
Adesinas e hemaglutininas são expressas em C. diphtheriae predominantemente em 
amostras pertencentes ao biotipo sacarose-negativo. Nas amostras positivas para a sacarose 
predomina a expressão de resíduos de ácido siálico, o qual pode favorecer a implantação e 
manutenção  da  espécie  nas  superfícies  cutâneo-mucosas  (MATTOS-GUARALDI  et  al., 
2000). 
O gênero Corynebacterium pertence ao grupo filogenético do táxon supragenérico 
actinomiceto (mycolata), que inclui os gêneros Mycobacterium, ocardia, Rhodococcus e 
gêneros relacionados (PUECH et al. 2001). O envelope dos microrganismos pertencentes a 
este grupo apresenta  composição particular caracterizada pela  presença  predominante de 
ácidos micólicos ramificados com alta massa molecular (GARTON et al. 2002; NIGOU, 
GILLERON & PUZO, 2003), a parede celular apresenta ainda complexos peptideoglicano-
micolilarabinogalactana (KAUR et  al., 2002), longas cadeias de ácido graxo (C
60-90
) que 
em micobacterias são denominadas ácidos eumicólicos (PUECH et al., 2001) e destaca-se 
também a presença  do glicolipídio  “fator corda” (ester de  trealose 6,6
’ 
– dimicolato) 
(CHAMI et al., 2002) um importante fator de virulência de caráter tóxico capaz de induzir 
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lesões  de  pele  em  coelhos  e  cobaios  (KATO,  1970),  inibir  a  respiração  e  fosforilação 
mitocondrial e induzir a desintegração do retículo endoplasmático de células pulmonares 
de ratos in  vivo (FUKUYAMA, TANI &  KATO, 1971),  atividades estas  observadas em 
amostras de Mycobacterium, Rhodococcus e Corynebacterium, estes componentes também 
atuam  como  importantes  fatores  de  virulência  favorecendo  processos  de  aderência  e 
sobrevivência  do  microrganismo  no  interior  da  célula  hospedeira  (CHATTERJEE  et  al. 
1993;  SUTCLIFFE,  1995;  FLAHERTY,  MINNIKIN  &  SUTCLIFFE,  1996;  DAFEÉ  & 
ETIENNE, 1999; FLAHERTY & SUTCLIFFE, 1999; SUTCLIFFE, 2000; GUÉRARDEL 
et  al.  2002;  GARTON  et  al.,  2002;  GIBSON  et  al.,  2003;  GIBSON,  et  al.,  2004; 
GILLERON et  al., 2005). Alguns estudos relatam a presença de  glicolipídios tóxicos na 
superfície  do  bacilo  diftérico  (LEDERER  &  PUDLES,  1951;  IONEDA,  LENZ  & 
PUDLES, 1963; ETEMADI, GASCHE & SIFERLEN, 1964; IONEDA & SILVA, 1979; 
KATO,  1970),  entretanto  poucos  são  os  estudos  publicados  a  respeito  da  composição  e 
atividades  biológicas  dos  polissacarídeos  e  lipoglicanas  presentes  na  superfície  do 
microrganismo. 
KOKEGUCHI  e  colaboradores  (1987),  em  estudos  realizados  com  a  amostra  C. 
diphtheriae  Park  WILLIAMS  N
o
8,  revelaram  a  presença  de  antígenos  de  superfície, 
extraídos com solução fenol-água 50%, de caráter anfipático. Os autores demonstraram a 
presença de uma molécula predominante composta de manose e arabinose na proporção de 
6:1, além da presença do ácido palmítico (C
16:0
) e do ácido palmitoleico (C
16:1
) (proporção 
de 64,2% e 26,2%, respectivamente). Pesquisas realizadas por Takeuchi & Yokota (1989) 
demonstraram  a  presença  de  arabinose  e  galactose  (AG)  em  materiais  extraídos  da 
superfície de  diversas amostras do gênero  Corynebacterium,  além  destes açúcares  os 
autores também descrevem a presença de manose, raminose e glucose nos glicoconjugados 
purificados. 
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Estudos  recentes  demonstram  que  as  lipoarabinomananas  pró-inflamatórias 
(PILAMs) são moléculas pró-inflamatórias, pois, estimulam a produção de TNF-α e IL-12, 
por outro lado as ManLAMs inibem a produção destas citocinas por macrófagos e células 
dendríticas, sugerindo portanto uma atividade anti-inflamatória para esta classe de LAM. A 
presença  de  PILAMs  pode  estar  relacionada  com  a  incapacidade  de  microrganismos 
sobreviverem  no  interior  dos  macrófagos  uma  vez  que  ocorre  ativação  da  resposta 
inflamatória,  o  mesmo  não  ocorrendo  com  o  as  ManLAMs  confrindo  a  capacidade  de 
sobreviver e multiplicar-se no interior dos macrófagos (GIBSON et al., 2003). 
Os  microrganismos  corineformes  isolados  de  superfícies  cutâneas  demonstraram 
habilidades adesivas a diferentes tipos de células, como as de mucosa oral humana (BEC), 
as  da  linhagem  HEp-2  e  epiteliais  diferenciadas  e  não  diferenciadas.  A  participação  de 
componentes capsulares como  mediadores da aderência do  bacilo às células epiteliais 
apresenta  expressão  limitada  (MATTOS-GUARALDI  et  al.,  2000).  C.  diphtheriae 
apresentou  uma  menor  capacidade de  aderir  às  células  epiteliais  humanas  diferenciadas, 
quando  em  comparação  com  células  epiteliais  humanas  indiferenciadas,  BEC  e  HEp-2 
(ROMERO–STEINER  et  al.,  1990).  Ensaios  de aderência  às  células  de  mucosa  oral 
humana foram desenvolvidos e mostraram a capacidade de interação entre estas células e 
as  cepas  de  bacilo diftérico  isoladas  de  diferentes  sítios. As  amostras  provenientes  da 
orofaringe  aderiram  mais  intensamente  do  que  as  isoladas  de  pele.  (DEACOCK  et  al., 
1983). A maioria das amostras sacarose negativas apresentou forte adesividade às células 
HEp-2,  em  contraste  ao  observado  com  o  biotipo  sacarose  positivo  (HIRATA  Jr  et  al., 
2004). 
Estudos demonstram que C. diphtheriae também é capaz de interagir com células 
endoteliais de veia umbilical  humana  (HUVEC),  entretanto  o  papel  de moléculas  de 
superfície bacteriana na interação do microrganismo com a célula hospedeira e a possível 
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influência  destas  moléculas  na  ativação  de  tais  células  permanece  desconhecido 
(PEREIRA, 2007). 
A  circulação  de  amostras  do  bacilo  diftérico  apresentando  potencial  epidêmico 
e/ou invasor justifica novas análises relativas às interações bacterianas com as células do 
hospedeiro. 
 
Influência  das  interações  não-opsonizantes  de  macrófagos-bactérias  no 
desenvolvimento de processos infecciosos 
 
A  fagocitose  é  um  importante  processo  mediado  por  receptores  que  leva  à 
internalização de partículas por células fagocíticas, como macrófagos, células dendríticas e 
neutrófilos, que são capazes de expressar uma série de receptores destinados a reconhecer, 
ligar  e  produzir  a  internalização  de  patógenos  bem  como  debris  celulares  e  células 
apoptóticas que são degradadas levando à formação de fagolisossomos maduros. Devido a 
sua  habilidade  fagocítica  os  tipos  celulares  citados  representam  uma  primeira  linha  de 
defesa contra microrganismos por remoção e destruição (MANSOUR & LEVITZ, 2002; 
ROEDER, et al., 2004). 
Monócitos e macrófagos são os principais componentes celulares da resposta 
imune inata com habilidade de produzir citocinas (como fator de necrose tumoral α, TNF-
α),  em resposta  à exposição  a bactérias e fragmentos bacterianos,  como LPS.  Assim, 
monócitos e macrófagos são essenciais para a primeira linha de defesa nos sítios de contato 
entre o interior e o exterior, como mucosas dos pulmões ou do trato gastrointestinal. 
Macrófagos  pulmonares  formam  uma  família  heterogênea  de  células  com 
atividade de processamento de antígenos e imunomodulatória sendo importantes em ambas 
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repostas, inata e adquirida, no trato respiratório e desempenhando papel chave na defesa 
dos pulmões contra viroses, bactérias e fungos. Interações de patógenos com macrófagos 
pulmonares  são  fortemente  influenciadas  por  componentes  imunes  solúveis  incluindo 
citocinas,  complemento,  colectinas  e  imunoglobulinas  (KENNETH  et  al.,  2002; 
MOREIRA, 2006). 
A  atividade  dos  macrófagos  pode  ser  modulada  por  citocinas,  exposição  e 
desenvolvimento de infecções agudas e crônicas (incluindo infecção por HIV), terapia com 
drogas e transferência de genes. A liberação de interferon gama (IFN-γ) é considerada um 
estímulo  essencial  que  permite  que  macrófagos  adquiram  atividade  contra  patógenos 
intracelulares em resposta a um segundo sinal como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
α). Contudo, a proteção contra importantes patógenos pode ocorrer na ausência de IFN-γ 
através de mecanismos dependentes de TNF-α (GORDON & READ, 2002). 
A produção de óxido nítrico e outros intermediários reativos por células ativadas 
(macrófagos) por citocinas é um componente fundamental para a atividade microbicida e 
anti-neoplásica. IL-12 e IL-23 conribuem para a atividade antimicrobiana por indução do 
aumento de  IFN-γ, que  desempenha  um importante papel na  formação e  manutenção de 
granulomas, uma vez que induz a expressão de MHC  II, TNF-α e a síntese de produtos 
intermediários de nitrogênio e oxigênio reativo por macrófagos. VALE destacar ainda que, 
na presença de IFN-γ e TNF-α foi capaz de aumentar a liberação de NO
2
-
 em macrófagos 
murinos e que em macrófagos ativados com tioglicolato o TNF-α sozinho foi  ineficiente 
na indução  da  liberação  de  NO
2
-
, mas  aumentou a liberação em presença de  IFN-γ.  Em 
camundongos  incapazes  de  responder  a  INF-γ  o  TNF-α  não  se  observou  a  liberação  de 
NO
2
-
 (FLESCH & KAUFMANN, 1990; KAMIJO et al., 1993; VERRECK et al., 2004). 
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IFN-γ e TNF-α foram identificados como importantes citocinas no nível efetor de 
resistência a micobactérias. Após a vacinação, animais (camundongos e cobaias) cujo gene 
codificante do receptor de IFN-γ foi inativado, apresentaram menor resistência à infecção 
por micobactérias. O fator de crescimento de colônias de granulócitos e monócitos (CSF-
GM) e a interleucina-4 (IL-4) aumentaram a expressão de MHCII em  grupos de cobaias 
selvagens  e  com  gene  regulador  da  expressão  de  interferon  (IFNR)  modificado,  mas  a 
intensidade  foi  maior  no  grupo  wt  na  presença  de  concentrações  normais  de  IFNγ 
(KAMIJO et al., 1993; JEEVAN, et al. 2006). Durante o processo de fagocitose, o TNF-α 
é transportado da membrana do Golgi para a vesícula de reciclagem de membrana, onde a 
proteína de membrana 3 promove sua passagem para a superfície celular junto ao sítio de 
formação da vesícula endocítica. A fusão da vesícula de reciclagem de membrana no sítio 
de formação do pedestal de endocitose permite a rápida liberação de TNF-α e expansão da 
membrana  para  o  engolfamento  da  partícula  favorecendo  a  resolução  do  processo 
infeccioso (MURRAY et al., 2005). 
Durante  o  processo  de  apoptose,  macrófagos  secretam  IL-1  (evento  pró-
inflamatório)  desencaDEANdo  inflamação  aguda  que  pode  culminar  com  eliminação  da 
infecção (HILBI, ZYCHLINSKY & SANSONETTI, 1997) este processo é controlado pelo 
fator  de  crescimento  tumoral  (TGF-β)  que  modula  resposta  inflamatória  através  da 
regulação da quimiotaxia, ativação e expansão de fagócitos (células natural-killer, células 
dendríticas macrófagos,  mastócitos  e  granulócitos) e  linfócitos.  A  atividade  de  TGF-β  é 
ifluenciada pelo estado de diferenciação celular e pela presença de citocinas inflamatórias e 
moléculas co-estimulatórias. Aparentemente o TGF-β inibe o desenvolvimento de doenças 
imunomediadas sem comprometer a resposta a patógenos (LI et al., 2006). 
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Estudos  de  interação  bacteriana  utilizando  como  modelo  as  células  monocíticas  de 
linhagem U-937 
Uma vez que células U937 expressam as mesmas características de monócitos e 
macrófagos humanos estas se prestam como modelos para estudos de sinalização celular e 
ensaios  imunológicos.  Os  Fc’s  dos  receptores  de  IgG  e  IgE  de  U937  são  modelos 
funcionais e estruturais aplicáveis para monócitos e macrófagos humanos (MELEWICZ et 
al., 1982). 
Células da linhagem U937, quando cultivadas em meio condicionado de cultivos 
de  linfócitos  previamente  estimulados  demonstraram  modificações  morfológicas  e 
funcionais de diferenciação, se tornando-se maiores, com maiores números de vilosidades 
e FcR na  superfície,  lisossomas  e  fagossomas,  representando  um  excelente  modelo  para 
estudo de  mecanismos de  fagocitose e  ensaios imunológicos  (LARRICK et al.,  1980; 
HILBI, ZYCHLINSKY & SANSONETTI, 1997) 
A  linhagem  promonocítica  U937  tem  sido  descrita  como  um  tipo  celular  que, 
quando induzido à diferenciação, apresenta propriedades biológicas de macrófagos sendo 
indicada como modelo para ensaios biológicos diversos, inclusive para os estudos  de 
sinalização  celular  como  os  induzidos  por  fatores  imunorregulatórios  como  interferon  e 
fator de inibição de macrófagos (NAGATA, DIAMOND & BLOOM, 1983; WILKINS & 
WARRINGTON, 1984; ASCENSAO & MICKMAN, 1984). O acetato de forbol miristato 
(PMA)  induz  modificações  em  U937  que  refletem  a  diferenciação  celular.  O  PMA 
aumenta  a  expressão  de  citocromo  b  e  ânions  superóxidos  O
2
-
,  o  que  pode  levar  a  um 
aumento  de  até  20  vezes  na  liberação  de  O
2
-
  em  comparação  a  fagócitos  não  tratados 
(monócitos e neutrófilos) (BALSINDE & MOLLINEDO, 1988). 
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Citoesqueleto e interação bactéria-célula 
Diversos mecanismos são utilizados por  patógenos bacterianos para  invadir ou 
induzir a internalização por células eucarióticas, geralmente através da exploração de 
funções comuns das células hospedeiras, incluindo rearranjos do citoesqueleto, transdução 
de sinais e tráfego vacuolar (IRETON & COSSART, 1998; STRAUBE et al., 2000). 
Microfilamentos  de  actina  são  necessários  para  internalização  de  Shigella, 
Salmonella e Yersínia em células mamárias, enquanto E. coLI enteropatogênica e eisseria 
gonorrhoeae  requerem microtúbulos  para  sua  entrada  em  células  epiteliais. A  rede  de 
actina parece ser essencial à internalização de bactérias por células eucarióticas, uma vez 
que o tratamento destas células com agentes que alteram a organização da actina, como as 
citocalasinas,  resulta,  de  maneira  geral,  em  uma  diminuição  na  capacidade  de 
internalização  bacteriana  por  estas  células  (MURAI  et  al.,  1993;  ROSENSHINE, 
RUSCHKOWSKI & FINLAY, 1994; ROSENSHINE, 1998; WELLS et al., 1998), embora 
já tenha sido documentado o aumento na internalização bacteriana por células em cultura 
previamente tratadas com citocalasina D (WELLS et al., 1998). 
Diversos microrganismos patogênicos desenvolveram estratégias que os capacitaram 
a  utilizar  o  rearranjo  da  rede  de  actina  a  seu  favor,  seja  na  indução  ou  inibição  da 
fagocitose, movimentação intracelular, entre outros  (ROSENSHINE, 1998;  STRAUBE et 
al., 2000;  GOLDBERG, 2001).  Alguns microrganismos  intracelulares  facultativos, tais 
como L. monocytogenes e Shigella spp. e microrganismos intracelulares obrigatórios, como 
Ricktesia  spp  movimentam-se  no  interior  de  células  eucarióticas  e  entre  células  vizinhas 
através  do  recrutamento  de  actina  e  outras  proteínas  do  citoesqueleto,  iniciando  um 
processo de polimerização de microfilamentos que culmina com a formação de uma cauda 
de actina, sendo este movimento também inibido pela ação de citocalasinas (DRAMSI & 
COSSART,  1998;  GOLDBERG,  2001).  Estudos  recentes  indicam  que  Burkhoderia 
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pseudomallei e  Mycobacterium  marinum também exibem mobilidade intracelular baseada 
na actina. Outros patógenos como a Escherichia  coli  enteropatogênica (EPEC) utilizam a 
polimerização da  actina  na  membrana plasmática para formar pedestais na superfície  das 
células infectadas (GOLDBERG, 2001; GOUIN, WELCH & COSSART, 2005). 
Os  microtúbulos parecem ter,  entre  outras funções,  participação  na  distribuição 
polarizada  de  proteínas  para  a  superfície  celular,  assim  como  em  vias  de  reciclagem  de 
componentes da membrana (APODACA, 2001). Embora pareça não haver influência sobre 
a internalização da maioria das espécies bacterianas estudadas, a invasão de algumas 
bactérias,  como  amostras  de  EPEC,  eisseria  gonorrhoeae,  Actinobacillus 
actinomycetancomitans e Campylobacter jejuni parece ser influenciada pela utilização de 
inibidores  dos  microtúbulos  (TANG  et  al.,  1993;  ROSENSHINE,  RUSCHKOWSKI  & 
FINLAY,  1994;  MEYER  et  al.,  1999).  De  forma  análoga  à  movimentação  intra  e 
intercelular de microrganismos utilizando caudas de actina, os microtúbulos têm sido 
associados aos movimentos intra e intercelulares de amostras de A. actinomycetancomitans 
(MEYER et al., 1999). 
A participação de filamentos de actina e microtúbulos no processo de internalização 
de microrganismos por células eucarióticas e a existência de numerosos relatos de agentes 
infecciosos  que  apresentam  estratégias  para  modulação  da  polimerização  de 
microfilamentos  e  microtúbulos  justificam  a  análise  da  participação  destes  componentes 
fenômenos na internalização  e  viabilidade  celular  de  amostras  de  C.  diphtheriae por 
macrófagos humanos U-937. 
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Vias de sinalização celular induzidas por microrganismos 
 
A  capacidade  das  células  hospedeiras  perceberem  e  responderem  a  estímulos 
externos,  com  conseqüente  modulação  da  expressão  gênica,  normalmente  envolve  a 
propagação de um sinal iniciado na membrana plasmática através de vias de sinalização que 
utilizam proteínas quinases e que tem como alvo final fatores de transcrição nuclear. Essas 
vias  de  sinalização  consistem  de  cascatas  de  eventos  bioquímicos  que  incluem  a 
fosforilação  de  uma  variedade  de  quinases  incluindo  a  proteína  tirosina  quinase  (PTK), 
proteína quinase A dependente de AMPc (PKA) e proteína quinase C (PKC) (VIRJI, 1996). 
Diversos  patógenos  bacterianos  utilizam  vias  de  sinalização  da  célula  hospedeira 
para  induzir  a  reorganização  do  citoesqueleto  de  actina  favorecendo  assim  a  invasão  da 
célula  hospedeira  (DRAMSI  &  COSSART,  1998),  no  entanto,  a  natureza  e  a  magnitude 
destas alterações dependem principalmente do patógeno e da célula hospedeira envolvida. 
Estudos têm demonstrado que a fosforilação de resíduos de tirosina pode acarretar 
um aumento na permeabilidade paracelular endotelial (STADDON, HERRENKNECHT & 
RUBIN, 1995; SHI et al., 1998), provavelmente porque a fosforilação de resíduos de 
tirosina  na  célula  hospedeira  resulta  na  ativação  de  pequenas  GTPases  da  família  Rho, 
importantes reguladores da dinâmica do citoesqueleto de actina (HOFFMAMN, NASSAR 
& CERIONE, 2000) e que inibidores da atividade da PTK podem atenuar o aumento desta 
permeabilidade (SHI et al., 1998). 
A  PKC  é  uma  serina/treonina  quinase  envolvida  na  maioria  dos  eventos  de 
sinalização  que  regulam  o  crescimento  celular,  migração,  permeabilidade,  proliferação, 
apoptose  e  uma  variedade  de  respostas  biológicas  a  estímulos  extracelulares 
(SUKUMARAN  &  PRASADARAO,  2002).  A  ativação  de  PKC  por  ésteres  de  phorbol 
resulta na reorganização da actina e vinculina em fibroblastos e macrófagos (SCHLIWA et 
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al.,  1984,  DIAKONOVA,  BOKOCH  &  Swanson,  2002)  permitindo  o  engolfamento  de 
partículas  e  desfaz  complexos  juncionais  em  células  do  epitélio  (BEN-ZE’EV& 
Amsterdam, 1986), rompendo a função de barreira desempenhada pelas células endoteliais 
de  macrovasculatura  (BOGATCHEVA  et  al.,  2003).  Deste  modo,  a  fosforilação  PKC-
dependente  de  proteínas  de  ligação  a  actina  é  crítica  para  a  sinalização  responsável  por 
alterações na morfologia celular (LUM & MALIK, 1996). 
MATSUBARA  &  ZIFF  (1986)  investigando  mecanismos  de  transdução  de  sinais 
das  células endoteliais humanas associadas a  liberação de  superóxido utilizaram cálcio 
ionóforo promovendo fluxo de cálcio intracelular, e phorbol 12 miristato 13 acetato (PMA) 
para mimetizar a habilidade do diacilglicerol em ativar PKC, independente de cálcio. Seus 
resultados indicaram que a produção de superóxido por células endoteliais in vivo depende 
da  ativação  de  PKC  e  da  mobilização de  íons  cálcio.  O  tratamento com  PMA  durante  2 
horas  induziu  a  atividade  microbicida  em  células  endoteliais  humanas  e  macrófagos 
murinos, para diversos patógenos, provavelmente pelo aumento da produção de superóxido 
e peróxido de hidrogênio intra e extracelular. 
A PKA, uma família de complexas serina/troninas quinases, é ativada em resposta 
ao  AMPc,  após a  estimulação  de  uma  variedade  de  receptores  acoplados a  proteína  G 
(FRANCIS & CORBIN, 1994). Um aumento na concentração de AMPc pode tanto induzir 
quanto inibir a apoptose. No entanto, o papel da PKA na indução de apoptose pode variar 
com o tipo celular e  as vias de  sinalização envolvidas (FRANKLIN &  MCCUBREY, 
2000). 
Um  aumento  na  atividade  da  PKA  induzido  por  mediadores  inflamatórios,  como 
trombina,  ésteres  de  phorbol  e  lipopolissacarídeos  (LPS),  tem  como  efeito  final  a 
estabilização  dos  filamentos  de  actina,  favorecendo  assim  a  barreira  desempenhada  por 
células endoteliais (ADKINS et al., 1993; CHETHAM et al., 1997; ESSLER et al., 2000; 
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PATTERSON et  al.,  2000; Liu et  al., 2001; QIAO, HUANG  & LUM, 2003;  Tamma & 
Coico, 2003). 
As vias de transdução de sinais intracelulares das células hospedeiras parecem ser 
amplamente utilizadas por bactérias patogênicas. A infecção de células epiteliais por EPEC 
leva  à  modulação  de  diversos  eventos  de  sinalização  intracelular,  como  a  elevação  na 
concentração  de  cálcio  no  interior  da  célula  infectada  (DE  VINNEY  et  al.,  1999).  Tem 
sido também observado que a  adesão e a invasão  de células em cultura por amostras de 
Helicobacter pylori é dependente da transdução de sinais pelas células infectadas (SU et 
al., 1999), assim como a associação entre a fosforilação de proteínas citoplasmáticas e a 
sobrevivência e multiplicação intracelular de amostras de Legionella pneumophila (SUSA 
& MARRE, 1999). 
Em  células  não  fagocíticas  a  sinalização  envolvendo  fosforilação  específica  de 
resíduos de  tirosina  precede  a invasão  de diversos  patógenos  (COXON  et  al.,  1998). 
Salmonella typhimurium e Shigella flexneri induzem a fosforilação tirosina-específica após 
interação  com  células  epiteliais  (ROSENSHINE  et  al.,  1994;  DEHIO,  PRÉVOST  & 
SANSONETTI,  1995).  Durante  a  invasão  de  EPEC,  ocorre  a  fosforilação  tirosina-
específica  e  inserção  de  proteínas  bacterianas  (~90  KDda)  na  membrana  da  célula 
hospedeira  (KENNY  et  al.,  1997).  Chlamydia  trachomatis  e  Mycoplasma  penetrans 
invadem células HeLa e induzem a fosforilação tirosina-específica de proteínas de 97 KDa 
e  145  KDa,  respectivamente  (BIRKELUND,  JOHNSEN  &  CHRISTIANSEN,  1994; 
ANDREEV et al., 1995). 
Sabe-se que  em  células  fagocíticas  a  ativação  da  PTK  pode  favorecer  a  atividade 
microbicida destas células. No entanto, diversos patógenos, como Yersínia, Leishmania e 
Mycobacterium spp., desenvolveram estratégias que interferem nas vias de sinalização da 
célula hospedeira  tanto  para  inibir  os mecanismos  de defesa  quanto  para  induzir  a morte 
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celular (GUAN  & DIXON, 1990;  NANDAN  et  al.,  2000;  TEIXEIRA  & MANN, 2002). 
Estes  patógenos  têm  em  comum  a  habilidade  de  modular  a  fosforilação  de  resíduos  de 
tirosina  nas  células  hospedeiras,  tanto  secretando  quanto  ativando  PTPases.  Estudos  têm 
demonstrado  que  a  ativação  de  proteínas  PTPases  está  associada  a  morte  celular 
(PERSSON et  al., 1997; BLANCHETTE et al., 1999; PEREZ, HASCHKE & DONATO, 
1999; NANDAN et al., 2000). 
Inibidores das funções do citoesqueleto, como as citocalasinas (TANG et al., 1993; 
ROSENSHINE,  RUSCHKOWSKI  & FINLAY,  1994; SU  et al.,  1999), e  de  proteínas 
tirosina quinase, como a genisteína (TANG et al., 1993; SUSA & MARRE, 1999; SU et al., 
1999; WELLS et  al., 1998), têm  sido amplamente utilizados nos  estudos iniciais  dos 
mecanismos envolvidos na aderência e invasão bacterianas. Estudos realizados com células 
epiteliais  mamárias  bovinas  (MAC-T)  demonstraram  que  estas  foram  capazes  de 
internalizar Streptococcus uberis,  um patógeno da mastite bovina, e que o tratamento das 
células epiteliais com inibidores da polimerização de microfilamentos de actina-F diminuiu 
a internalização  bacteriana (MATTHEWS, ALMEIDA & OLIVER, 1994; ALMEIDA, 
LUTHER & OLIVER, 1999; ALMEIDA, CALVINHO & OLIVER, 2000). 
A genisteína é um inibidor que possui alta especificidade para identificar proteínas 
quinases envolvidas na transdução de sinais e na internalização de S. uberis (ALMEIDA, 
CALVINHO & OLIVER, 2000). A genisteína é um inibidor específico de PTK e age pela 
competição com a ligação de resíduos de tirosina ou inibindo a ligação de ATP a proteína 
quinase (Akiyama et al., 1987; YAISH et al., 1988). O pré-tratamento das células epiteliais 
com genisteína inibiu completamente a internalização das amostras de S.uberis e foi capaz 
de produzir variações significativas na interação com amostras C. diphtheriae (ALMEIDA, 
CALVINHO & OLIVER, 2000, FILARDY, 2005). 
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Amostras de EPEC foram capazes de induzir a formação de pseudópodos em células 
em cultura, a qual ocorreu somente após a fosforilação de uma proteína de membrana da 
célula hospedeira (ROSENSHINE et al., 1994; JOUVE et al., 1997). Adicionalmente, foi 
observado que a adesão e invasão de células em cultura por amostras de H. pylori foram 
dependentes da transdução de sinais pelas células infectadas (SU et al., 1999). A associação 
entre  a  fosforilação  de  proteínas  citoplasmáticas  e  a  sobrevivência  e  multiplicação 
intracelular de amostras de L. pneumophila foi demonstrada (SUSA & MARRE, 1999). 
Sabendo-se que em células eucarióticas, sinais extracelulares são transcritos dentro 
da  célula  através  da  fosforilação  de  proteínas  chave  como  as  PTKs  e  PKCs  (BARRIT, 
1992) e que, em análises prévias, PKC e PTK estavam envolvidas na transdução de sinais 
que engatilham a reorganização de citoesqueleto da célula hospedeira e internalização de 
bactérias  (BURN,  Kupfer  &  SINGer,  1988;  KELLIE,  HORNET  &  ELMER,  1991; 
ROSENSHINE,  DURONIO  &  FINLAY,  1992;  BLISKA,  GALAN  &  FALKOW,  1993; 
ROSENSHINE &  FINLAY, 1993),  torna-se relevante avaliar o papel  de  um inibidor de 
PTK (genisteína) e de um ativador de PKC (PMA) na interação do bacilo diftérico com 
macrófagos humanos. 
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Objetivos 
 
Infecções  causadas  por  C.  diphtheriae  ainda  são  observadas  em  diferentes 
continentes, incluindo países onde ocorreu melhoria das condições sócio-econômicas e a 
vacinação tem sido realizada de maneira satisfatória. Atualmente tem ocorrido um aumento 
significativo no número de casos de difteria e outros quadros de infecções em humanos por 
amostras  de  C.  ulcerans  produtoras  de  toxina  diftérica  em  diversos  países,  inclusive  no 
Brasil (WAGNER et al., 2001, WELLINGHAUSEN et al., 2002, NUREKI et al., 2007). 
Os fatores que contribuem para a perpetuação da endemicidade de C. diphtheriae, 
que ocasionaram uma epidemia de tamanha proporção na última década, relativos a origem 
e virulência das cepas epidêmicas, são pontos que não foram completamente esclarecidos. 
Pouco se  conhece  sobre as  atividades  biológicas  que C.  diphtheriae pode  apresentar em 
decorrência da presença do gene tox, tais como a expressão de adesinas e/ou mecanismos 
de  invasão  bacteriana  de  modo  a  permitir  a  sobrevivência  nos  tecidos  e  a  evasão  dos 
mecanismos de defesa inata e/ou adquirida do hospedeiro. 
Os  fatores  de  virulência  apresentados  por amostras  desprovidas  do  gene  tox 
pertencentes  a  clones  potencialmente  invasores  também  permanecem  escassamente 
investigados.  Adicionalmente,  não  foram  encontrados  na  literatura  disponível  trabalhos 
que  investigassem  os  mecanismos  de  interação  de  amostras  de  corinebactérias 
potencialmente toxinogênicas com células de linhagem monocíticas humanas. Deste modo, 
o presente estudo teve como objetivo geral investigar a interação não-opsonizante de 
amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans, portadoras e não portadoras dos vírus β tox+ com 
macrófagos humanos de linhagem U-937. 
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Neste sentido foram desenvolvidos os seguintes objetivos específicos: 
  Padronização de modelo experimental utilizando macrófagos humanos U-937 para 
interação com as amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans anteriormente citadas;  
  Análise  quantitativa  e  qualitativa  da  aderência  bacteriana  a  células  U937  de 
amostras de C. diphtheriae; 
  Análise da cinética de internalização e viabilidade intracelular através de ensaios de 
exclusão pela gentamicina; 
  Demonstração da atividade de mobilização do citoesqueleto durante o processo de 
interação bacteriana; 
  Análise  da  participação  de  microfilamentos  e  microtúbulos  no  processo  de 
aderência e internalização bacteriana; 
  Análise  da  participação  da  fosforilação  de  enzimas  da  classe  das  tirosina-cinases 
das células hospedeiras nos processos de adesão e invasão bacteriana; 
  Correlação entre a capacidade de interação com macrófagos humanos e as seguintes 
características  fenotípicas  e  genotípicas  dos  microrganismos:  presença  do  gene  tox  e 
produção  de  toxina diftérica;  capacidade de  metabolização  de  sacarose;  capacidade  de 
interação com células epiteliais HEp-2. 
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Materiais e Métodos 
 
1.  Origem e cultivo das amostras bacterianas 
As  origens  das  amostras  estudadas  e  as  respectivas  características  fenotípicas  e 
genotípicas estão apresentadas na Tabela 1. 
Os  microrganismos  encontram-se estocados  na  Bacterioteca  do  Laboratório  de 
Difteria e Corinebactérias de Importância Médica DIMI/FCM, UERJ, mantidas congeladas 
a -20°C na presença de 10% de leite desnatado e 10% de glicerol. 
Os  principais  aspectos  bioquímicos  das  amostras  bacterianas  testadas  foram 
confirmados pelos testes de catalase, produção de porfirina, redução de nitrato, hidrólise da 
uréia,  fermentação  de  açúcares  (glicose,  maltose,  sacarose),  atividade  de 
pirazinacarboxilamidase  e  produção  de  fosfolipase  D  (FORMIGA  1986;  MATTOS-
GUARALDI & FORMIGA, 1998; MURRAY 2003). 
Amostras  de Escherichia coLI  EPEC E2348/69  e  K12 DH5α  foram  utilizadas, 
como controles positivo e negativo, respectivamente, em ensaios de interação celular. 
Para a realização dos ensaios foram realizados subcultivos em Tripticase Soy Broth 
(TSB, Difco) incubados por até 48 horas a 37ºC. 
 
2.  Detecção da produção de toxina e da presença do gene tox 
 
A  produção  de  toxina  diftérica  foi  inicialmente  detectada  pela  técnica  de 
imunodifusão  radial  simples  (IDR)  (FORMIGA  1986;  Guaraldi  &  FORMIGA,  1998; 
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MURRAY  2003),  pelo  teste  de  citotoxicidade  em  células  VERO  (DAMASCO,  2006)  e 
pela pesquisa do gene tox (NAKAO & POPOVIC, 1997, EFSTRATIOU et al., 1998). 
 
2.1. Imunodifusão radial simples (IDR) 
 
As amostras foram submetidas à técnica de imunodifusão radial simples realizada 
em placas de Petri (9 cm de diâmetro) contendo soro de cavalo anti-toxina diftérica (SAD, 
Instituto Pasteur,  França) nas  concentrações  finais  de  1, 2,  4  e  8  UI/ml  adicionadas 
diretamente a 10 ml de meio de Hermann acrescido de 2 ml de aditivo (1% p/v casamino-
ácidos, 1% v/v Tween-80, 1% v/v glicerol) e 0,4 ml de solução 1% p/v telurito de potássio. 
A semeadura das amostras foi feita em inóculos circulares (“spots”), a partir de um cultivo 
de  24-48  h  em  meio  B de  King.  Em  cada  procedimento,  foram inoculadas as  amostras-
padrão atoxinogênica (ATCC  - 27010) e toxinogênica (ATCC - 27012) para controle da 
reação.  Posteriormente  a  etapa  de  incubação  a  37
0
C  por  48  horas,  foi  realizada  a 
investigação  da  presença  de  halos  de  precipitação  em  torno  do  crescimento  bacteriano 
(PESSÔA et al, 1981). 
 
2.2. Imunocromatografia (ICS) 
 
As  fitas  utilizadas  foram  impregnadas  com  anticorpo  monoclonal  (marcado  com 
partículas de ouro  coloidal) contra  o  fragmento  A  da  toxina  diftérica,  capturado por 
anticorpo  policlonal  de  cavalo  anti-toxina,  apresentando  resultados  positivos  para, 
aproximadamente, 0,5 ng/ml de toxina diftérica. As fitas foram gentilmente cedidas pela 
Dra. Kathryn H. ENGLER do Public Health Laboratory Service – Londres, Reino Unido 
(ENGLER et al., 2002). 
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As amostras, submetidas à técnica de ICS, foram inoculadas em 0,5 ml do caldo de 
enriquecimento (meio de Elek suplementado com 16,6% de soro fetal bovino) a fim de se 
obter suspensão correspondente ao tubo n° 1 da escala de McFarland (1 x 10
8
 UFC/ml) e 
incubadas a 37°C por 4  h. Em  cada procedimento, foram inoculadas as amostras-padrão 
atoxinogênica (ATCC - 27010) e toxinogênica (ATCC - 27012) para controle da reação. 
Cada  fita  foi  colocada  no  tubo  de  ensaio  conforme  as  instruções  do  fabricante  (PHLS, 
Colindale, NW, USA) e o resultado foi lido após 15 minutos e, também, após 24 horas de 
incubação. Os resultados destes ensaios estão apresentados na tabela 1. 
 
2.3. Pesquisa da toxicidade em células de linhagem contínua Vero 
 
- Manutenção e preparação das células eucarióticas 
Na pesquisa  de produção  de  toxina diftérica foram investigados  os  efeitos de 
citotoxidade, in vitro, produzidos pelos filtrados das culturas bacterianas (Miyumara et al., 
1974;  MURPHY,  BACHA  &  TENG,  1978;  EFSTRATIOU  et  al.,  1998).  As  células  de 
linhagem contínua de rins de  Macaco Verde  Africano (Vero)  foram gentilmente cedidas 
pela Prof. Márcia Dutra Wigg do Departamento de Virologia, Instituto de Microbiologia 
Prof. Paulo de Góes/UFRJ. 
A manutenção das células Vero foi realizada em meio Mínimo Essencial (MEM - 
Sigma)  suplemenado com  10% de  soro fetal bovino (Gibco BRL, Grand Island, NY, 
USA),  L-glutamina  (0,5%  p/v),  50  µg/ml  de  gentamicina  e  2,5  µg/ml  de  fungizona.  As 
passagens celulares foram feitas pelo tratamento do tapete celular com solução contendo 
0,2% de tripsina e 0,02% de EDTA em salina tampão Dulbeco sem cálcio e magnésio, com 
1% de vermelho de fenol (solução de tripsina-EDTA). O excesso de solução de tripisina-
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EDTA  foi  removido  e  as  células  foram  incubadas  por  5  minutos.  As  células  foram 
ressuspensas em 5 ml de meio de cultura MEM para manutenção do tapete celular. 
- Obtenção e preparação dos filtrados bacterianos 
Amostras de bacilo diftérico foram cultivadas em meio Hermann acrescido de 20% 
de soro fetal bovino, a partir de um inóculo inicial correspondente ao tubo de McFarland n
0
 
1 (aproximadamente 10
8
 UFC/ml) e incubadas a 37
0
C por 48 h. Após a etapa de incubação, 
as culturas bacterianas foram submetidas à filtração, por meio de filtros de poro de 0,22 
µ
m de diâmetro (Millipore, Bedford, MA, USA), para obtenção dos filtrados bacterianos. Os 
filtrados bacterianos foram mantidos à temperatura de 4
0
C e utilizados durante o período 
máximo de uma semana (MACHADO, 1989). 
- Execução do teste 
Filtrados  bacterianos  foram utilizados  a  partir  da  diluição  1:20  em  meio MEM 
suplementado. Alíquotas de 50 
µ
l de filtrados bacterianos diluídos sucessivamente foram 
aplicadas em orifícios de microplacas 96 orifícios de fundo plano para cultura de células 
(Nunc, Dinamarca), em duplicata. Em seguida, a cada orifício foram adicionados 100 
µ
l de 
suspensão contendo 2,5 x 10
5
 células Vero. As microplacas foram, então, incubadas a 37
0
C 
em atmosfera com 5% de CO
2
 durante 4 dias (EFSTRATIOU et al., 1998). Tapetes 
celulares  acrescidos  de  meio  Hermann  diluído  1:20  foram  incluídos  entre  os  controles 
negativos da reação. 
As  alterações  produzidas  no  tapete  celular  decorrentes  da  produção  de  toxina 
diftérica  foram  observadas  a  fresco  em  microscópio  invertido (MACHADO,  1989)  e 
através de ensaios de viabilidade celular (EFSTRATIOU et al., 1998). O efeito citopático 
foi caracterizado por alterações no tapete celular que foram desde a redução do número de 
células,  acompanhada  de  modificações  morfológicas  até  a  completa  destruição  da 
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monocamada  com  poucas  células  arredondadas,  dispersas  no  sobrenadante,  visualizadas 
em aumento de 40 e 100 vezes (MACHADO, 1989). 
A  viabilidade  celular  foi  avaliada  pelo  teste  baseado  na  formação  de  cristais  de 
formazana a partir da redução do brometo de  dimetil-tiazol-difenil tetrazólio (MTT - 
Sigma)  em  função  da  atividade  da  enzima  mitocondrial  desidrogenase.  A formazana 
precipitada  nas células  metabolicamente  ativas,  de  coloração azul,  foi solubilizada  em 
álcool  isopropílico  e  avaliada  a  absorbância  da  solução,  em  comprimento  de  onda 
correspondente a 570 nm (A
570
) (EFSTRATIOU et al., 1998; Costa et al., 1999). 
Alíquotas de  20 
µ
l de  MTT  (5 mg/ml)  foram  adicionadas às culturas celulares e 
incubadas a 37
0
C por  2 h  em atmosfera de  5%  de CO
2
. Ao término do período  de 
incubação, a solução de MTT foi removida e a cada orifício foram acrescentados 250 
µ
l de 
álcool  isopropílico.  Após  homogeneização,  duas  alíquotas  de  100 
µ
l  da  solução  de 
formazana solubilizada foram retiradas de cada orifício e transferidas para uma nova 
microplaca  para  a  leitura  em  espectrofotômetro  tipo  “leitor  de  Elisa”  (modelo  550, 
BioRad). 
As absorbâncias obtidas por ensaios de MTT utilizando sobrenadantes das culturas 
de  bacilo  diftérico  e  toxina  diftérica  purificada  (Sigma),  foram  analisadas 
comparativamente. Para tal, uma curva padrão foi estabelecida a partir de uma solução de 
12,5  ng/ml  de  toxina  diftérica  purificada.  O  título  de  citotoxicidade  da  toxina  diftérica 
purificada e dos filtrados bacterianos foi determinado pela concentração de toxina diftérica 
capaz de matar 50% das células no ensaio (Ec
50
). 
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2.4. Pesquisa do gene tox 
 
A pesquisa da presença do gene tox foi realizada através da técnica de reação de 
polimerização  em  cadeia  (PCR)  previamente  descrita  por  PALLEN  et  al.  (1994)  e 
NAKAO et al. (1996) e adaptada por PIMENTA (2000). O DNA bacteriano foi extraído 
por fervura (10 minutos a 100ºC). Inicialmente, foi realizada uma etapa de desnaturação a 
94ºC por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturação a 94ºC. A  temperatura eleita 
para o anelamento  foi de 55ºC por 1 minuto e foram utilizados 2µl de solução de  DNA 
molde, nas concentrações de 25 pmol para iniciador DT e 4 µmol para os iniciadores Dipth 
totalizando nove pares de iniciadores (Gibco-BRL) compostos de seqüências nucleotídicas 
apresentadas na Tabela 2. Para as etapas de extensão a temperatura escolhida foi de 72ºC 
pelos intervalos de 1,5 e 10 minutos respectivamente. Os produtos de amplificação foram 
revelados através da técnica de eletroforese em gel de agarose (2%) adicionado de brometo 
de etídeo utilizando um potencial de 150V por 1 hora. As bandas foram visualizadas com 
auxílio de transiluminador conforme descrito por PALLEN et al. (1994) e NAKAO et al. 
(1996). 
 
3.  Análise do perfil de proteínas totais 
 
Os extratos protéicos foram obtidos através da incubação com lisozima (10mg/mL 
a 37ºC por 2h), seguida de fervura (100ºC por 5 min) e submetidos à eletroforese em gel de 
poliacrilamida acrescido de dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) conforme descrito por 
LAEMMLI (1970) e adaptados por PEREIRA, (2001). 
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4. Ensaios de interação bacteriana com células de mamíferos 
4.1. Manutenção dos cultivos de células epiteliais humanas – HEp-2 
 
As  células  HEp-2  (ATCC  CCL23),  originadas  de  carcinoma  de  laringe  humana, 
foram  cultivadas  em  meio  essencial  de  Eagle  (MEM,  Sigma)  suplementado  com 
antimicrobianos (50µg mL
-1
 de gentamicina e 2,5µg mL
-1
 de fungizona) e 5% de soro fetal 
bovino. A manutenção das células foi  feita em  garrafas plásticas para  cultura de células 
(Costar), à 37ºC, em ambiente contendo 5% de CO
2
 e a propagação dos cultivos celulares, 
foi realizada a cada 3-5 dias. 
Para expansão  dos  cultivos celulares, os tapetes  celulares foram  lavados  com 5,0 
mL de PBS (Phosphate Buffered Saline) acrescido de 0,025% de glucose (PBS-glucose) e 
tratados com 2,5 mL de uma solução contendo 0,1% de tripsina, 0,01% de EDTA e 1% de 
vermelho  de  fenol  (solução  tripsina-EDTA)  até  que  as  células  adquirissem  forma 
arredondada. Neste  momento, o  excesso de  solução tripsina-EDTA  foi removido e  as 
células foram incubadas por  5 minutos, em atmosfera com 5% de CO
2
, a  37
o
C. Em 
seguida, as células foram ressuspensas em meio completo 10% de soro fetal bovino (SFB) 
e uma pequena alíquota desta suspensão foi diluída em azul de Tripan a 0,4% e observada 
em câmara de Neubauer para a estimativa da concentração de células viáveis. Seguiu-se a 
preparação  de  suspensões  contendo  aproximadamente  2,0  x  10
5 
células/mL,  que  foram 
utilizadas para a propagação dos cultivos (5mL/garrafa) e preparação de microplacas com 
24  orifícios  (500  µL/poço)  para  serem  utilizadas  nos  experimentos  de  interação  celular. 
Para análise da interação através da contagem de bactérias viáveis  (UFC/mL), foram 
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utilizadas monocamadas celulares com 95% de confluência diretamente sobre o fundo dos 
poços das microplacas com 24 orifícios (CHAMBARD et al., 1981). 
4.2. Manutenção dos cultivos de células endoteliais humanas – HUVEC´s 
Cordões  umbilicais  desprezados  após  partos  na  Maternidade  Escola  da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro foram gentilmente cedidos pela Dra Rita Bornia. 
As culturas primárias de células endoteliais de veias de cordões umbilicais humanos foram 
obtidas  pela  técnica  desenvolvida por  JAFFÉ  et  al.(1973),  com algumas  modificações 
(SANTOS  et  al.,  2005).  Cânulas  com  clampes  umbilicais  foram  fixados  nas  duas 
extremidades  das  veias  umbilicais,  permitindo  sua  lavagem  com  40  mL  de  solução 
tamponada fosfatada (PBS) contendo glicose 2% (PBS-glicose) e a posterior introdução de 
8 mL de uma solução de 0,07% colagenase Tipo IV (Sigma) em PBS-glicose, pré-aquecido 
a 37
o
C. Os cordões umbilicais foram, então, incubados em PBS-glicose, por 8 minutos, em 
banho-maria,  sendo  suavemente  massageados  para  auxiliar  a  dissociação  das  células 
endoteliais. Em seguida, as veias umbilicais foram rinçadas com 40 mL de PBS-glicose e 
as células recuperadas em 5 mL de meio 199 (Sigma) contendo 2mM glutamina, 50g/mL 
gentamicina  e  20%  soro  fetal  bovino,  denominado  “meio  completo  20%  SFB”.  As 
suspensões celulares foram centrifugadas a 2000 rpm durante 10 minutos para descarte dos 
sobrenadantes e ressuspensão dos sedimentos em 5 mL de meio completo 20% SFB e as 
células obtidas foram semeadas em garrafas de cultura de células de 25 cm
2
 (Costar Flasks, 
Corning Inc, NY, USA), previamente recobertas por uma película de solução 1% gelatina 
(Sigma) em  água bidestilada e  incubadas  em  atmosfera com  5%  CO
2
 a  37
o
C.  Após 
incubação por 16  a  24  horas,  o meio de cultura foi  substituído por  meio  completo  10% 
SFB, a partir de então,  o meio de cultura foi trocado a cada 48  horas até a obtenção de 
tapetes celulares confluentes. 
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 Para dissociar as células das garrafas, os tapetes celulares foram lavados com 5 mL 
de PBS-glicose e tratados com 3 mL de uma solução contendo 0,1% tripsina e 0,01% de 
EDTA em tampão Dulbeco (PBS-D) sem cálcio e magnésio, com 1% vermelho de fenol 
(solução  tripsina-EDTA)  até  que  as  células  adquirissem  forma  arredondada.  Neste 
momento, o excesso de solução tripsina-EDTA foi removido e as células foram incubadas 
por 5 minutos, em atmosfera com 5% CO
2
 a 37
o
C e, posteriormente, ressuspensas em meio 
completo 10% SFB. As  suspensões contendo de  2,0 a 2,5 x 10
5 
células/mL foram então 
semeadas  em  microplacas  (Costar)  com  24  orifícios  para  serem  utilizadas  nos 
experimentos de interação celular descritos a seguir. 
 
4.3. Manutenção dos cultivos de células monocíticas humanas - U-937 
 
Os  macrófagos  de  linhagem  “human  macrophage-like”  ATCC  U-937 
(SUNDSTROM & NILSSON, 1976) utilizados neste trabalho fazem parte da coleção de 
células do Laboratório de Estruturas de Superfície de Vírus Envelopados e Interferons da 
UFRJ sob a coordenação do Prof. Maulori Curie Cabral. 
Os  cultivos  celulares  foram  mantidos  em  Dulbecco  Modified  Essencial  Médium 
(Sigma) contendo 100UI mL
-1
 de penicilina e 25mcg mL
-1
 de gentamicina e 10% soro fetal 
bovino  inativado  (DMEM  completo  10%  BFS).  As  células  U-937  foram  semeadas  em 
microplacas de cultura de células com 24 orifícios na concentração de 5,0 × 10
5
 células por 
poço em DMEM completo 10% BFS (Bovine Fetal Serum, Gibco) adicionado de 250ng 
mL
-1
 de PMA (Phorbal Myristate
 
Acetate; Sigma) para induzir diferenciação e aderência. 
Após 48h, o meio de cultura contendo células não aderentes foi descartado e as células U-
937  aderidas  foram  incubadas  por  24h  em  DMEM  completo  10%  BFS  sem  PMA 
(Sundstrom & Nilsson, 1976). 
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4.4. Manutenção dos macrófagos murinos de linhagem J-774. 
 
Os macrófagos de linhagem ATCC J-774 utilizados neste trabalho fazem parte da 
coleção  de  células  do  Laboratório  de  Estruturas  de  Superfície  de  Vírus  Envelopados  e 
Interferons da UFRJ sob a coordenação do Prof. Maulori Curie Cabral. 
Os tapetes celulares foram cultivados em DMEM completo 10% BFS. Os cultivos 
foram  expandidos  após  dissolução  das  monocamadas  com  solução  gelada  de  EDTA 
(0,02M em PBS-D). As células foram semeadas em microplacas de cultura de células com 
24 orifícios na concentração de 5,0 × 10
5
 células por poço em DMEM completo 10% BFS 
48 horas antes de cada ensaio para aderência e formação da monocamada confluente. Após 
48  horas,  o  meio  de  cultura  contendo  células  não  aderentes  foi  descartado  e  as 
monocamadas foram infectadas seguindo o protocolo de infecção descrito no item 4.6. 
 
4.5. Preparação do inoculo bacteriano e infecção das monocamadas celulares 
 
As amostras bacterianas foram cultivadas em TSB e incubadas a 37°C por 48 horas, 
em seguida, as células bacterianas foram lavadas três vezes com PBS-D (pH 7,2, 0,01M) e 
ressuspensas em DMEM (Sigma) até alcançar a D.O. 0.2 sob λ= 660nm. 
As  monocamadas  celulares  foram  infectadas  com  500L  das  suspensões 
microbianas preparadas em meio de cultivo celular sem antibióticos (D.O. 0.2 λ=660 nm) 
com o intuito de se atingir a multiplicidade de infecção de 100 bactérias para cada célula 
(MOI = 100:1). As monocamadas infectadas foram incubadas a 37
o
C em atmosfera de 5% 
de CO
2
, em intervalos de tempo de 30 minutos, 1, 2, 3, 4 e 24 horas. 
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4.6. Ensaios de interação bacteriana 
 
Após  os  períodos  de  infecção,  alíquotas  do  meio  de  cultivo  celular  foram 
reservadas  para  a  contagem  de  bactérias  viáveis  livres  no  sobrenadante,  em  seguida,  os 
tapetes foram  lavados  4  vezes  com  500µL de  PBS-D para eliminação das  bactérias  não 
associadas  e  de  resíduos  do  meio  de  cultivo  celular,  os  tapetes  celulares  foram,  então, 
lavados  e  tratados  com  500µL  de  PBS-D  contendo  0,1%  de  Triton  X100  (Biorad 
Laboratories, Richmond, Ca, EUA) por 30 segundos, para que as células fossem lisadas. 
Diluições das alíquotas reservadas e dos lisados celulares foram diluídas e plaqueadas em 
meio sólido Tripticase Soy Agar (TSA, Difco) permitindo a contagem de bactérias viáveis 
associadas ao tapete celular. 
Ao final dos intervalos de infecção, alguns poços foram expostos a 500µL de uma 
solução de gentamicina (150 µg/mL) durante 1 hora, com a finalidade de eliminar bactérias 
extracelulares  aderidas  às  monocamadas  (exclusão  pela  gentamicina)  permitindo  a 
contagem de bactérias internalizadas. As contagens resultaram no número total de bactérias 
associadas ao tapete (intracelulares + extracelulares) e no número de bactérias ocupando 
localização  intracelular.  Os  percentuais  de  aderência  e  viabilidade  intracelular  foram 
calculados  a  partir  das  relações  entre  os  números  de  bactérias  associadas  e/ou 
internalizadas com as contagens de bactérias viáveis no sobrenadante somado ao número 
de células viáveis associadas às monocamadas (HIRATA Jr et al., 2002). 
 
5. Microscopia óptica e padrões de aderência 
 
Para a avaliação da aderência através de microscopia óptica, tapetes subconfluentes 
cultivados sobre lamínulas de vidro, foram infectados com suspensão bacteriana (D.O. 0.2 
λ=660nm) durante 3 e 6 horas, à 37ºC em atmosfera contendo 5% de CO
2
. Em seguida, as 
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lamínulas  foram  lavadas  seis  vezes  com  PBS-D  (Dulbecco  modified  phosphorus  buffer 
saline  solution),  fixadas  com  metanol  (Merck)  e  formol  (Merck)  coradas  com  Giemsa 
(Reagen-Quimibras, RJ, Brasil) filtrado e diluído 1:10 em PBS (phosphorus buffer saline 
solution)  0,01M  (pH  6,5).  Após  esse  período  as  lamínulas  foram  lavadas  em  água 
destilada,  colocadas  para  secar  em  temperatura  ambiente  e  procedeu-se  à  montagem  na 
superfície de lâminas de vidro utilizando resina sintética Entellan (Merck). As preparações 
foram  submetidas  à  microscopia  óptica  de  luz  em  microscópio  Axioplan  II  (Zeiss) 
(Chambard,  Gabrion &  Mauchamp, 1981;  TANG  et al.,  1993; PLOTKOWSKI  et  al., 
1999).  Os  resultados  foram  expressos,  para  células  HEp-2,  através  da  determinação  de 
padrões  de  aderência,  sendo:  o  padrão  localizado  (LA)  caracterizado  por  pequenos 
agregados  bacterianos  dispostos  em  alguns  pontos  da  célula  eucarionte,  o  padrão  difuso 
(DA) por bactérias distribuídas aleatoriamente na superfície celular e o padrão agregativo 
(AA) por grandes agregados de bactérias organizados a semelhança de tijolos empilhados 
(HIRATA Jr et al., 2002; HIRATA Jr et al., 2004). 
 
6. Ensaios  através do método  de coloração de Actina  através  da  Faloidina  marcada 
com FITC 
 
O  teste  FAS  (fluorescent-actin  staining  test)  foi  realizado  como  descrito  por 
KNUTTON  et  al.  (1989)  e  adaptado  por  HIRATA  (2004).  Resumidamente,  após  a 
interação  das  monocamadas  com  as  preparações  bacterianas  as  células  foram  lavadas  3 
vezes com PBS-D e fixadas durante 30 minutos em solução de formaldeído (Merck) a 3% 
em PBS-D. Após o tratamento com solução 0,1% Triton X-100 por 4 minutos, as células 
foram lavadas com PBS-D e a seguir recobertas por 30 minutos com solução (5 µg mL
-1
) 
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de faloidina marcada com isotiocianato de fluoresceína (FITC-faloidin, Sigma) em PBS-D, 
protegida da luz. Após  montagem em  glicerina tamponada (pH 9,6), as  lamínulas  foram 
observadas  sob  microscopia  óptica  de  epi-iluminação  de  raios  ultravioleta,  e  sob 
microscopia óptica de transiluminação por contraste de fase em microscópio Axioplan II 
(Zeiss). Pontos de fluorescência (acúmulo de actina) que apresentaram bactérias aderidas 
na microscopia de contraste de fase foram documentados. 
 
7. Ensaios de inibição  da polimerização de microfilamentos (citocalasina E) e de 
microtúbulos (colchicina) 
 
Testes  de inibição  da  aderência  e  invasão  foram  realizados  seguindo  o  protocolo 
descrito no item 4.6., com inclusão de uma etapa de pré-incubação das monocamadas com 
inibidores de componentes do citoesqueleto eucarionte. As monocamadas celulares foram 
incubadas com 5 µM citocalasina E (Sigma) ou 1,5 µg/mL colchicina (Sigma) durante 30 
minutos, a 37
o
 C em ambiente contendo 5% de CO
2 
(ROSENSHINE, RUSCHKOWSKI & 
FINLAY, 1994; SU et al., 1999; HIRATA., 2002; VALE, 2003). 
 
8.  Ensaios  de  inibição  da  fosforilação  de  enzimas  da  classe  das  tirosina-cinases 
(genisteína) 
 
Com o objetivo de verificar a participação das tirosinas-cinases nos processos de 
aderência e internalização bacteriana por macrófagos humanos, foram realizados ensaios 
de inibição da  aderência  e  invasão  seguindo o protocolo descrito no  item  4.6.,  com 
inclusão de uma etapa de pré-incubação das monocamadas com o inibidor da atividade de 
tirosina-cinases (genisteína). As monocamadas celulares foram incubadas com 100µM de 
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genisteína  (Sigma)  durante  30  minutos,  a  37
o
  C  em  ambiente contendo  5%  de  CO
2 
(ROSENSHINE, RUSCHKOWSKI & FINLAY, 1994; SU et  al., 1999; HIRATA., et al. 
2002; VALE, 2003). 
 
9. Ensaios de citotoxidade para macrófagos U-937 
 
As  alterações  morfológicas  produzidas  nos  tapetes  celulares,  infectados  com 
amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans decorrentes da produção de toxina diftérica, foram 
observadas a fresco em microscópio invertido (MACHADO, 1989) e através de ensaios de 
viabilidade  celular  com  azul  de  Tripan  (solução  0,4%)  (EFSTRATIOU  et  al.,  1998, 
ORDWAY et  al., 2003).  O  efeito citopático foi  caracterizado por  alterações no  tapete 
celular, que vão desde redução na densidade da população celular até a completa destruição 
da  monocamada  (quando  a  maioria  das  células  perde  a  aderência  se  destacando  do 
substrato).  O  corante  azul  de  Tripan  é  capaz  de  se  difundir  alcançando  o  meio 
intracitoplasmático  de  células  cuja  integridade  da  membrana  plasmática  tenha  sido 
comprometida (MACHADO, 1989). 
Para investigação da ocorrência de danos ao material genético celular através da 
observação de alterações na morfologia nuclear foram realizados ensaios de interação com 
posterior  tratamento  com  corante  específico  para  DNA,  conforme  descrito  a  seguir. 
Monocamadas confluentes de macrófagos foram cultivadas na superfície de lamínulas de 
vidro contidas nos poços das microplacas. Após a incubação por 3 horas com 250 L de 
suspensão D.O.0,2 (λ=660nm) dos microrganismos, as células foram reincubadas com 250 
L  de  PBS  (0,01M,  pH  7,2)  contendo  solução  de  4%  paraformaldeído  por  30  minutos. 
Posteriormente, o tapete celular foi corado por 5 minutos com 250 L de solução contendo 
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1,0  mg/mL  de  4´6´-Diamino-2-  Fenil  Indol  (DAPI)  que  é  específico  para  DNA.  A 
morfologia  do  núcleo  celular  foi  observada  usando  microscópio  de  fluorescência  a  uma 
excitação de  350 nm (GHOSH et al., 1998;  WANG et al.,  2001). Os núcleos  foram 
considerados  fenotipicamente  normais  quando  apresentavam  fluorescência  homogênea 
difusa. Núcleos apoptóticos foram identificados através da cromatina condensada reunida 
na  periferia  da  membrana  nuclear  ou  por  total  fragmentação  dos  corpos  nucleares. 
Monocamadas não infectadas foram utilizadas como controle negativo. 
 
10. Análise estatística 
 
Os  ensaios  foram  realizados  em  triplicata  e  repetidos  pelo  menos  três  vezes.  A 
análise da variância (one way ANOVA) pelo teste de Tukey foi utilizada para avaliação 
dos resultados através do programa Graphpad, sendo significativos os valores de P < 0,05. 
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Tabela 1. Origem e características biológicas de todas as amostras de C. diphtheriae e de 
C. ulcerans estudadas. 
 
Presença toxina 
diftérica 
Número da 
Amostra/País 
Subespécie
 

Sítio de 
Isolamento
 

Quadro 
Clínico 
Metabolismo 

de Sacarose
 

Gene
1
 
tox 
IDR
2
 
Células 

Vero
3
 
C. diphtheriae 
ATCC27010/EUA 
 

mitis  Orofaringe
 

Difteria 
-  -  -  - 
ATCC27012/EUA 
 

mitis  Orofaringe
 

Difteria 
-  +  +  + 
HCO1/Brasil  mitis  Sangue  Endocardite 
+  -  +  + 
HCO2/1999/Brasil  mitis  Sangue  Endocardite 
+  -  +  + 
C. ulcerans 
CDC KC 279/EUA
 

-  Pulmão  Pneumonia 
-  +  +  + 
809/2000/Brasil  -  Pulmão  Pneumonia 
-  -  +  - 
ATCC, American Type Cell Culture, EUA; HC, hemocultura; Instituto Nacion
al do Câncer, Rio de Janeiro, 

BR;  CDC,  Center  of  Diseases  Control,  EUA; 
1
,  Técnica  de  PCR  utilizando  iniciadores  preconizados 

por.NAKAO & POPOVIC (1997); 
2
, ensaio de imunodifusão radial;
  3
, ensaio padrão-
 ouro de toxicidade em 

monocamadas de células Vero. 
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Tabela 2. Características dos iniciadores usados nos ensaios de PCR para a amplificação dos genes 
tox a partir de amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans 
 
 
ome  Posição  Seqüência ucleotídica (5’ – 3’) 
Amplicon 
(pb) 
DT 1F  43 – 71 
ATCCACTTTTAGTGCGAGAACCTTCGTCA 
 
DT 1R  362 - 391 
GAAAACTTTTCTTCGTACCACGGGACTAA 
248 
Dipht 1F  (-130) – (-110) 
TTGCTAGTGAAGCTTAGCTAG 
 
Dipht 1R  148 – 169 
GAATGGAATCTACATAACCAGG 
299 
Dipht 2F  118 – 138 
GAAAACTTTTCTTCGTACCAC 
 
Dipht 2R  349 –369 
ATTATCCACTTTTAGTGCGAG 
252 
Dipht 3F  316 – 336 
GTCAAAGTGACGTATCCAGGA 
 
Dipht 3R  565 –586 
CACGGGTTTCAAAATTAATCTC 
271 
Dipht 4F  535 –555 
GAACAGGCGAAAGCGTTAAGC 
 
Dipht 4R  817 – 837 
TGCCGTTTGATGAAATTCTTC 
303 
Dipht 5F  765 – 785 
GAGCGAAAGTCCCAATAAAAC 
 
Dipht 5R  1013 – 1032 
ACCGTCTGCAATGCCCATTA 
268 
Dipht 6F  991 – 1011 
ATACTTCCTGGTATCGGTAGC 
 
Dipht 6R  1267 – 1287 
CGAATCTTCAACAGTGTTCCA 
297 
Dipht 7F  1237 – 1257 
CAATTTCTTCATGACGGGTAT 
 
Dipht 7R  1504 – 1525 
GCACACCATTACCAACATAAAC 
289 
Dipht 8F  1462 – 1472 
GCTATAGACGGTGATGTAACT 
 
Dipht 8R  1731 – 1751 
TCTACCTGTGCATACTATAGC 
290 
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Resultados 
 
Detecção  da  presença  do  gene  tox  em  amostras  de  Corybacterium  diphtheriae  e 
Corynebacterium  ulcerans  de  origens  diversas  através  da  técnica  de  reação  de 
polimerização em cadeia (PCR) 
 
Conforme demonstrado na Figura 1 e na Tabela 3 e 4 foi confirmada a presença do 
gene tox nos ensaios de PCR utilizando-se o par de iniciadores DT que gerou um produto 
de  amplificação  de  248  pb  para  as  amostras  C.  diphtheriae  27012  e  C.  ulcerans  CDC-
KC279 exibindo propriedades biológicas diversas. 
Os  resultados  dos  ensaios  de  PCR  utilizando  diversos  pares  de  iniciadores 
correspondentes  a  diferentes  frações  do  gene  tox  estão  representados  na  Tabela  4  e  na 
Figura  2.  A  presença  do  gene  tox  avaliada  pelo  PCR-Dipht  utilizando  pares  de 
oligonucleotídeos iniciadores Dipht 1 a Dipht 8 (PCR-Dipht) das amostras C. diphtheriae 
ATCC 27012 e ATCC 27010 está representada na Figura 2. 
Conforme  o  esperado,  nenhum  o  produto  de  amplificação  foi  observado  para  a 
amostra tipo C.  diphtheriae ATCC 27010. Apenas as  amostras C. diphtheriae ATCC 
27012 e C.  ulcerans CDC  KC 279, que foram positivas nos ensaios de IDR e PCR-DT, 
apresentaram produtos de amplificação para os oito pares de oligonucleotídeos iniciadores 
Dipht. Por outro lado, para as amostras C. diphtheriae HC01 e HC02 e C.  ulcerans 809, 
apesar de não ter sido observado produto de amplificação para o iniciador DT, foi possível 
detectar produtos de amplificação para os iniciadores Dipht (5 e 6 para C. diphtheriae e 5 e 
7 para C. ulcerans). 
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Padronização do modelo experimental utilizando macrófagos humanos U-937 para as 
espécies em análise 
No preparo de tapetes celulares confluentes, inicialmente foram testadas alíquotas 
de 1000 µL de suspensões contendo diferentes concentrações de células U-937 (2,0 x 10
5
, 
4,0 x 10
5
, 5,0 x 10
5
 e 8,0 x 10
5
 células/mL). A formação de monocamadas confluentes só 
foi  observada  quando  utilizadas  suspensões  celulares  apresentando  5,0  e  8,0  x  10
5
 
células/mL. Para dar prosseguimento aos experimentos passamos a utilizar monocamadas 
preparadas a partir de suspensões celulares correspondentes a 5,0 x 10
5
 células .mL
-1
. 
Os  ensaios  de  indução  de  diferenciação  e  aderência das  células  U-937  foram 
realizados com concentrações de  50, 100,  200, 250,  300 e  350ng mL
-1
 de PMA em 
intervalos de tempo de 1, 2, 3 e 7 dias de incubação. Para a obtenção de monocamadas de 
células viáveis de aspecto homogêneo após a etapa de lavagem ficou estabelecido o uso de 
250ng mL
-1
 de PMA em período de incubação correspondente a 3 dias, conforme descrito 
anteriormente em materiais e métodos, no item 4.6. 
Uma vez que o PMA pode promover depleção da atividade da PKC em macrófagos 
U-937 (referencia), para prevenir tal fenômeno os experimentos de interação bacteriana só 
foram realizados após a incubação por 24h em meio de manutenção na ausência de PMA 
das monocamadas. 
Na etapa  de padronização de multiplicidade de infecção (MOI) foram testadas 
MOI´s de 10:1 e 100:1. A multiplicidade de infecção correspondente a 10:1, previamente 
estabelecida para a realização de ensaios de interação de C. diphtheriae e C. ulcerans com 
células  epiteliais  (HEp-2)  e  endoteliais  (HUVEC)  não  permitiu  a  observação  de 
microrganismos  viáveis  associados  aos  fagócitos.  Deste  modo,  a  multiplicidade  de 
infecção de 100:1  passou a  ser utilizada no  presente estudo  uma vez que permitiu a 
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detecção da viabilidade intracelular para todas as amostras, na maioria dos intervalos de 
tempo investigados. 
A pesquisa de viabilidade das amostras (D.O. 0.2, λ= 660nm) de C. diphtheriae e 
C. ulcerans em DMEM, realizada através de contagens de UFC nos diferentes tempos de 
incubação, correspondentes  aos  intervalos utilizados nos  ensaios  de  interação  celular, 
revelou que todas as amostras foram capazes de permanecer viáveis e multiplicar até 24 
horas de incubação. As curvas de crescimento bacteriano estão apresentadas na Figura 3. 
Quando nos ensaios de viabilidade intracelular foram testadas as concentrações de 
100, 125 e 150 µg mL
-1
 de gentamicina pelo período de incubação de 1 hora, foi observado 
que  as  concentrações  de  gentamicina  até  125µg/mL  foram  incapazes  de  eliminar 
completamente, para todas as amostras, os microrganismos extracelulares viáveis presentes 
nos  sobrenadantes  das  monocamadas  infectadas  durante  os  ensaios de  exclusão. Deste 
modo, a concentração de 150 µg/mL foi eleita para a realização dos ensaios de exclusão, 
uma vez que, foi observada atividade bactericida extracelular, após 1 hora de incubação, 
sem influenciar significativamente a viabilidade bacteriana intracelular. 
 
Análise da  cinética de interação de amostras de  C. diphtheriae e de C. ulcerans com 
macrófagos U-937 
 
O perfil da cinética de interação não-opsonizante de amostras C. diphtheriae e C. 
ulcerans  com  macrófagos  U-937  estão  apresentados  nas  Figuras  4  a  6.  Os  resultados 
observados revelaram que as amostras homólogas C. diphtheriae tox- ATCC 27010 e tox+ 
ATCC  27012  (Figura  4)  apresentam  comportamento  distinto,  enquanto  as  amostras 
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invasoras tox+ HC01 e HC02 apresentaram perfis de aderência e viabilidade intracelular 
similares  (Figura  5)  entre  si.  VALE  ressaltar  que  as  amostras  invasoras  apresentaram 
percentuais  de  aderência  e  viabilidade  intracelular  significativamente  mais  altos  em 
comparação com as amostras tipo. 
As amostras C. ulcerans apresentaram perfis diversos entre si tanto nas cinéticas e 
associação quanto de internalização (Figura 6). 
Não  foi  possível  estabelecer  uma  correlação  entre  os  perfis  de  associação  e 
internalização para as amostras testadas. 
Os resultados das interações expressos em percentuais e valores absolutos são 
mostrados nas Tabelas 5 a 8. 
Em  termos  gerais  a  amostra  toxinogênica  ATCC  27012  apresentou  maior 
percentual de bactérias viáveis associadas às monocamadas de macrófagos U-937 quando 
comparada a sua amostra  homóloga atoxinogênica ATCC 27010  em todos os tempos  de 
infecção analisados. Na análise comparativa das demais amostras frente às amostras ATCC 
27010  e  ATCC  27012,  foi  observado  que  as  amostras  invasoras  apresentavam perfis  de 
cinética de aderência similares ao apresentado pela amostra ATCC 27012 tox+. 
Nas Tabelas 5 e 7 estão apresentados os resultados das cinéticas de associação com 
macrófagos  humanos  de  linhagem  U-937  de  amostras  de  C.  diphtheriae  de  origens 
diversas. Em  todos  os  intervalos de  tempo  testados as  amostras  C.  diphtheriae  tox+ 
apresentaram  valores  de  aderência  percentuais  e  absolutos  significativamente  mais 
elevados quando comparadas à amostra C. diphtheriae tox- ATCC 27010. 
Foram  observadas  bactérias  viáveis  associadas  0,5  h  após  a  infecção  das 
monocamadas para todas as amostras testadas, sendo os valores mais levados de aderência 




 
 
70
 

observados  para  as  amostras  toxinogênicas.  Não  houve  diferença  significativa  entre  os 
valores observados para as amostras de C. diphtheriae toxinogênicas. 
Até 1 hora de incubação a amostra toxinogênica invasora HC02 exibiu os maiores 
valores  percentuais  (13,87%)  e  absolutos  (20,83  x10
4
  células/mL)  de  células  viáveis 
associadas,  revelando  a  sua  maior  afinidade  por  receptores  de  superfície  de  macrófagos 
humanos. 
Os dados indicam que as amostras de C. diphtheriae estudadas apresentaram maior 
capacidade  de  aderência  à  superfície  entre  2  e 4  horas  de  infecção  das  monocamadas 
(p<0,05). Nesse período a amostra toxinogênica invasora HC01 exibiu os maiores valores 
percentuais (32,39%) e absolutos (18,58 x10
4
 células/mL) revelando maior capacidade de 
aderência que as demais amostras de C. diphtheriae. 
Entre  as amostras  C. diphtheriae,  as  oriundas de  sangue/endocardite -  HC01 e 
HC02  -  apresentaram  os  maiores  percentuais  de  associação  (22,36%  e  15,38% 
respectivamente),  alcançando  seus  valores  máximos  após  4  horas  (32,39%  e  22,52%)  e 
permanecendo  com  percentuais  elevados  por  até  24  horas  de  incubação  (14,30%  e 
17,43%). 
Os resultados das cinéticas de interação com macrófagos humanos de linhagem U-
937 das amostras de C.  ulcerans,  apresentados nas Tabelas  6  e  7, demonstraram que as 
amostras C. ulcerans apresentaram comportamento bastante distinto ao longo da cinética, 
embora  a  amostra  padrão  CDC-KC279  tenha  apresentado  percentuais  mais  elevados 
durante a maior parte da cinética, a amostra clínica 809 foi capaz de aderir à superfície dos 
macrófagos com  maior intensidade após  30 minutos e  após 24  horas. Adicionalmente,  a 
amostra clínica C. ulcerans apresentou valores absolutos de associação significativamente 
mais elevados para todos os tempos de interação, com exceção do intervalo de 2 horas. 
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Os resultados dos  ensaios da cinética de  viabilidade intracelular bacteriana  em 
células U-937 estão apresentados nas Tabelas 7 e 8. 
Nos  resultados  das  cinéticas  de  viabilidade  intracelular  de  amostras  de  C. 
diphtheriae portadoras e não de fagos β, com macrófagos humanos de linhagem U-937 a 
amostra toxinogênica ATCC 27012 apresentou maiores valores percentuais e absolutos de 
bactérias  viáveis  internalizadas  às  monocamadas  de  U-937  quando  comparada  a  sua 
amostra homóloga atoxinogênica ATCC 27010 em todos os tempos de infecção analisados 
exceto, após 24 horas, quando houve destruição parcial do tapete celular. 
Os dados obtidos revelam que as amostras C. diphtheriae estudadas apresentaram 
valores  percentuais  e  absolutos  máximos  de  viabilidade  intracelular  após  3  horas  de 
infecção das monocamadas (p<0,05), com exceção da amostra toxinogênica ATCC 27012 
que  apresentou  seu  percentual  máximo  no  período  de  1h  (2,45%),  período  no  qual 
apresentou o maior percentual entre as amostras C. diphtheriae. 
Após 3 horas de infecção das monocamadas, as amostras pertencentes à subespécie 
mitis, oriundas de sangue/endocardite (HC01 e HC02), alcançaram seus valores máximos 
apresentando  os  maiores  percentuais  de  viabilidade  intracelular  (5,42%  e  3,45% 
respectivamente) e permanecendo viáveis por até 24 horas de incubação (0,23% e 0,30%). 
Os perfis das cinéticas de viabilidade intracelular das amostras de C. ulcerans em 
macrófagos humanos de linhagem U-937 apresentados na Figura 6 a 9 revelaram que as 
amostras de C. ulcerans estudadas apresentaram comportamento bastante distinto ao longo 
do tempo. 
Os resultados demonstram que, até 1 hora de infecção das monocamadas, a amostra 
clínica C. ulcerans 809 apresentou maiores valores percentuais e absolutos de viabilidade 
intracelular  que  a  amostra  C.  ulcerans  CDC  KC-279.  Entre  2  e  3  horas  de  infecção,  as 
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amostras não  diferiram  significativamente entre  si, entretanto após 4 horas  a amostra  C. 
ulcerans CDC KC-279  apresentou maiores percentuais e absolutos  permanecendo viável 
até 24 horas. 
 
Não  foi  possível estabelecer  uma  correlação  entre  os  percentuais  de  bactérias 
associadas e a viabilidade intracelular para as amostras C. ulcerans CDC KC-279 e 809. 
Aparentemente todas  as  amostras  testadas  apresentaram-se  capazes  de  sobreviver 
na  presença  de  macrófagos  U-937  após  24  horas  de  infecção  das  monocamadas,  sendo 
observadas associadas  às  monocamadas em  intensidades  variadas. Nesta oportunidade,  a 
amostra  C.  diphtheriae  tox+  invasora  HC02  atoxinogênica  foi  a  que  apresentou  maior 
capacidade de sobrevivência intracelular. 
Entre as amostras C. ulcerans a amostra CDC-KC279 apresentou maior viabilidade 
intracelular após 24 horas de incubação. 
 
Detecção da mobilização do citoesqueleto durante o processo de interação bacteriana 
através do método de impregnação de actina pela faloidina fluorescente (Teste FAS) 
 
Os  resultados  do  teste  FAS,  fundamentado  na  capacidade  da  faloidina 
fluoresceinada  ligar-se  a  filamentos  de  actina,  estão  apresentados  na  Figura  10.  Foi 
documentada a  presença de  acúmulo de actina polimerizada em  regiões  de aderência de 
bactérias a células U937 de todas as amostras testadas, sugerindo capacidade de indução de 
mobilização do citoesqueleto de actina tanto nas amostras invasoras quanto não invasoras 
de C. diphtheriae, incluindo a amostra atoxinogênica ATCC 27010 e as amostras C. 
ulcerans, à semelhança do observado com a amostra controle E. coLI E2348/69. 
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Análise  da  participação  do  citoesqueleto  no processo  de  internalização  bacteriana 
utilizando  inibidores  de  polimerização  de  microfilamentos  (citocalasina  E)  e 
microtúbulos (colchicina) 
 
Os resultados  apresentados na  Tabela 9  e na  Figura  10 demonstraram que  as 
amostras  testadas  apresentaram  comportamento  diverso  frente  às  monocamadas 
previamente  tratadas  com  citocalasina.  As  monocamadas  controle,  tratadas  com 
citocalasina  e  colchicina  não  infectadas,  não  apresentaram  alterações  morfológicas 
sugestivas de comprometimento de sua fisiologia. 
A amostra tox-  ATCC 27010  (mitis/difteria) e  a amostra invasora tox+ HC02 
(mitis/endocardite)  apresentaram  redução  significativa  na  capacidade  adesiva,  às 
monocamdas  previamente  tratadas  com  5µM  citocalasina  E,  em  diferentes  graus  de 
intensidade. Foi observada inibição total da associação para a amostra ATCC tox+ 27012 
(mitis/difteria). Diferentemente, foi observado um aumento significativo do percentual de 
associação para a amostra invasora HC01 (mitis/endocardite). 
Os resultados dos ensaios com citocalasina E demonstraram 100% de inibição da 
viabilidade intracelular para as amostras atoxinogênica ATCC 27010, toxinogênica ATCC 
27012, HC01 e HC02, sugerindo a participação de microfilamentos de actina no processo 
de internalização do bacilo diftérico de origens diversas em células U937. 
Os ensaios de inibição pela colchicina (1,5 µg/mL) revelaram redução significativa 
em diferentes graus na associação bacteriana às monocamadas de U937 para as amostras 
27010, 27012 e HC02. Em contraste, foi observado aumento significativo no número de 
bactérias viáveis associadas ao tapete celular apenas para a amostra HC01. 
O inibidor da polimerização de microtúbulos reduziu eficazmente a internalização 
de  todas  as  amostras  de  C.  diphtheriae,  incluindo  a  amostra  HC01,  demonstrando a 
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participação  de  microtúbulos  no  processo  de  internalização  do  bacilo  diftérico 
toxinogênico, atoxinogênico e invasor em macrófagos humanos. 
 
Análise da participação da fosforilação de enzimas da classe das tirosina-cinases das 
células hospedeiras nos processos de  adesão  e invasão bacteriana através de  ensaios 
de inibição pela genisteína 
 
Os resultados  expressos na Tabela  9 e na Figura  11 indicaram que o tratamento 
com 100 µM de genisteína diminuiu significativamente a associação às monocamadas de 
células U937 de  todas as amostras testadas. As  monocamadas controle,  tratadas com 
citocalasina  e  colchicina  não  infectadas,  não  apresentaram  alterações  morfológicas 
sugestivas de comprometimento de sua fisiologia. 
O tratamento com genisteína produziu inibiu de forma total da internalização das 
amostras  27012  e  HC01  e  severa  redução  (p  < 0,001)  das  amostras  27010  e HC02 
indicando  a  dependência  de  proteínas  com  atividade  tirosina-quinase  no  processo  de 
internalização  das  amostras  C.  diphtheriae  subsp.  mitis  atoxinogênicas,  toxinogênicas  e 
invasoras. 
 
Análise qualitativa do processo de interação bacteriana com macrófagos humanos 
 
A  interação  não-opsonizante  de  amostras  de  origens  diversas  de  C.  diphtheriae 
portadoras  ou  não  de  fagos  β  e  de  amostras  C.  ulcerans  com  macrófagos  humanos  de 
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linhagem  U-937  foi  observada  através  de  microscopia  óptica  (MO),  os  resultados 
encontram-se agrupados na Figura 12 (A-G). 
Na  Figura  12(A-C)  estão  representadas  as  micrografias  de células  humanas  de 
linhagem U-937 ativadas com PMA antes (Figura 12A) e 3 horas após a infecção com a 
amostra tipo de C. diphtheriae tox- ATCC 27010 (Figura 12B) e sua amostra homóloga de 
C.  diphtheriae  ATCC  27012  tox+  (Figura  12C).  Aparentemente,  as  amostras  C. 
diphtheriae, portadoras (ATCC 27012) ou não de fagos β (ATCC 27010), foram capazes 
de  formar  agregados  bacterianos,  associadas  à  superfície  celular  em  pontos  focais. 
Entretanto,  nesta  oportunidade  foi  observado  um  número  bem  maior  de  bactérias 
associadas  aos  macrófagos  U-937  para  a amostra  toxinogênica portadora  de  fagos  β 
(ATCC 27012). Adicionalmente, foi observada formação de vacúolos intracitoplasmáticos 
grandes  e/ou  múltiplos,  bem  como  intensa  condensação  da  cromatina  e  alteração  da 
morfologia nuclear, tanto nas células U-937 infectadas com a amostra C. diphtheriae tox+ 
ATCC 27012, quanto com sua amostra homóloga tox-. 
À semelhança do observado para as amostras C. diphtheriae ATCC 27012 e 27010, 
as amostras HC01 e HC02 apresentaram pontos focais de interação com a superfície dos 
macrófagos (Figura 12D-E), além da formação de vacúolos intracitoplasmáticos grandes, 
condensação  da  cromatina  e  fragmentação  nuclear.  Por  outro  lado,  o  número  de  células 
aparentemente íntegras no tapete celular foi maior em comparação às amostras tipo ATCC 
27010 e ATCC 27012. 
As amostras  C. ulcerans CDC KC-279  e  809 (Figura 12F-G)  exibiram  pontos 
focais de interação com a superfície dos macrófagos e discreta vacuolização. Não foram 
observadas alterações nucleares perceptíveis ao MO. 
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Efeitos citotóxicos  em monocamadas de macrófagos  U937 durante o processo de 
infecção por C. diphtheriae e C. ulcerans 
 
A viabilidade das  monocamadas  celulares  íntegras foi  periodicamente  avaliada 
através de ensaios de viabilidade celular com Azul de Tripan, onde o pigmento é capaz de 
alcançar o meio intracitoplasmático de células  mortas ou com sua permeabilidade de 
membrana  severamente  comprometida, permitindo  a  determinação  dos  percentuais  de 
células inviáveis  e, desta forma,  a quantificação do efeito citotóxico para  macrófagos 
durante o processo de infecção pelas amostras testadas. 
A viabilidade das monocamadas celulares até 2 horas após infecção bacteriana foi 
confirmada para todas as amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans testadas, não havendo 
diferença significativa entre monocamadas infectadas e o controle não infectado. 
Após 3 horas de interação foram observados diferentes percentuais de morte celular 
entre  as  amostras testadas,  sendo  as  amostras C.  diphtheriae  tox+  ATCC  27012 e  C. 
ulcerans 809  e  CDC-KC279  as que  produziram  maior  grau de comprometimento  da 
monocamada celular. Para efeito de complementação, monocamadas de macrófagos foram 
infectadas  com  a  amostra  C.  diphtheriae  tox-  ATCC  27010  e,  simultaneamente, 
adicionadas  de  solução de  toxina  diftérica,  neste  caso  os  percentuais de  morte  celular 
observados  foram  intermediários  entre  os  obtidos  para  as  amostras  típicas,  diferindo 
significativamente de ambas (Figuras 13 e 14 e Tabela 10). 
Foi  observada a  destruição  parcial  das  monocamadas de  células  U-937,  24h  pós-
infecção, apenas para a amostra C. diphtheriae ATCC 27012. 
Uma  vez  que,  as  alterações  morfológicas  detectadas  nas  células  U937  em 
monocamadas  infectadas  com  amostras  C.  diphtheriae  e  C.  ulcerans  sugeriram  a 
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ocorrência de morte celular programada, foram  realizados ensaios utilizando a coloração 
especifica para DNA (DAPI) para pesquisa do aspecto e morfologia nuclear. 
Os  resultados  obtidos  nos  ensaios  utilizando  a  coloração  por  DAPI  estão 
apresentados na Figura 15. 
A  microscopia  óptica  na presença  de  corante  especifico  para  DNA  revelou  a 
ocorrência  de  alterações  morfológicas  nucleares,  em  intensidades  variadas  para  todas  as 
amostras  de  C.  diphtheriae  e  de  C.  ulcerans  testadas.  Foi  observado  aumento  na 
condensação  da cromatina  nuclear (Figura 15A),  vacuolização  nuclear e formação  de 
expansões bolhosas da membrana citoplasmática “blebs” (Figura 15B e C), fragmentação 
nuclear e compartimentalização citoplasmática (Figura 15C e D), condensação máxima da 
cromatina, picnose e deslocamento do núcleo para a periferia celular (Figura 15D e E). 
 
Correlação  entre  capacidade  de  interação  com  macrófagos  e  características 
fenotípicas e genotípicas dos microrganismos 
Capacidade de metabolização de sacarose 
 
Amostras de ambos os biotipos fermentador (HC01 e HC02) e não-fermentador de 
sacarose (27010 e 27012) (Tabela 1) foram capazes de permanecer viáveis na superfície e 
no ambiente intracelular de macrófagos em diferentes intensidades nos intervalos de tempo 
testados. Embora não tenham sido observadas diferenças significativas entre as amostras 
0,5 hora após infecção, as amostras fermentadoras de sacarose HC01 e HC02 apresentaram 
valores percentuais e absolutos de aderência e viabilidade intracelular para a maioria dos 
intervalos  testados  com  destaque  para  o  intervalo  de  24  horas  onde  os  percentuais 
observados  foram  muito  elevados  (14,31  e  17,43%  de  aderência  e  0,23  e  0,30  de 
viabilidade intracelular, respectivamente) em comparação às amostras não fermentadoras 
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ATCC 27010 e ATCC 27012 (0,003 e 0,02% de aderência e 0,003 e 0,001). 
 
Perfil de proteinas totais 
 
Os perfis de proteínas totais obtidos pela técnica de SDS-PAGE estão apresentados 
na Figura  16. As amostras de C.  diphtheriae apresentaram perfis protéicos heterogêneos. 
As amostras homólogas ATCC 27010 atoxinogênica e ATCC 27012 toxinogênica exibiram 
perfis de proteínas idênticos, independente da presença do fago β. 
As amostras  isoladas de  sangue HC01 e HC02 também apresentaram perfis  de 
proteínas  totais  idênticos,  porém  diferentes  dos  exibidos  pelas  amostras  controle  (ATCC 
27010 atoxinogênica e ATCC 27012 toxinogênica). 
As amostras de C. ulcerans estudadas exibiram perfis protéicos distintos entre si e 
das demais amostras estudadas. 
 
Produção de fosfolipase D 
 
Os resultados  da pesquisa de  produção  de fosfolipase  D estão  apresentados na 
Tabela 5. Dentre as amostras testadas apenas as amostras C. ulcerans tox+ CDC-KC279 e 
809 foram capazes de produzir concentrações detectáveis de fosfolipase D. 
Os resultados obtidos nos ensaios de citotoxidade através da coloração com azul de 
Tripan revelaram a ocorrência de efeitos tóxicos nas monocamadas de macrófagos U937 
infectados  com  todas  as  amostras  testadas,  em  intensidades  variadas,  sendo  os  valores 
percentuais  mais  elevados  observados  para  as  amostras  produtoras  de  toxina  diftérica  e 
fosfolipase  D  (Figura  13  e  Tabela  11).  Esses  resultados  sugeriram  que  a  produção  de 
toxina diftérica e fosfolipase D favorecem a ocorrência de efeitos citotóxicos e que estes 
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podem  ser  relacionados  ainda  a  outros  fatores além  da  produção  de  toxina  diftérica  e 
fosfolipase D. 
Diferentemente dos resultados obtidos em ensaios de citotoxidade em células Vero, 
foram detectados efeitos citotóxicos tanto em monocamadas de células HEp-2 quanto de 
macrófagos U937 infectados com as amostras C. ulcerans 809 produtoras de uma toxina 
diftérica  diferenciada,  incapaz  de  produzir  efeito  tóxico  para  células  VERO  e  de 
fosfolipase D. 
 
Análise  qualitativa  e  quantitativa  do  processo  de  interação  bacteriana  com  células 
epiteliais 
 
Os  resultados  da  análise  qualitativa  do  processo  de  interação  de  amostras  C. 
diphtheriae  e  C.  ulcerans  com  monocamadas  de  células  epiteliais  HEp-2  estão 
apresentados na Figura 17. 
A  análise  à  MO  de  monocamadas  de  células  epiteliais  HEp-2  com  as  amostras 
homólogas  C.  diphtheriae tox-  ATCC  27010 e  tox+  27012  apresentou a  formação  de 
agregados bacterianos associados à superfície celular em pontos focais, revelando perfil de 
aderência  localizada  (AL).  Adicionalmente  foram  observados  arranjos  bacterianos  com 
aspecto de filamentos ou pontes intercelulares e de “caping” (Figura 17 A e B). 
As amostras invasoras HC01 e HC02, isoladas de sangue, foram capazes de formar 
agregados bacterianos com células organizadas em pilha de células HEp-2 revelando perfil 
de aderência agregativa (AA) (Figura 17 C). 
À semelhança  das  amostras  de  C.  diphtheriae  tipo  ATCC  27010  e 27012,  as 
amostras  de  C.  ulcerans,  na  presença  de  monocamadas  de  células  epiteliais,  formaram 
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agregados bacterianos associados à superfície celular em pontos focais, revelando perfil de 
aderência localizada (AL) (Figura 17 D). 
Amostras  C.  diphtheriae  foram  capazes  de  aderir  às  monocamadas  de  células 
epiteliais HEp-2 em  diferentes intensidades. As  amostras homólogas C.  diphtheriae  tox- 
ATCC  27010  e  tox+  ATCC  27012  apresentaram  percentuais  de  aderência 
significativamente diferentes em todos os tempos de interação testados. 
Foram  detectadas bactérias  associadas às  monocamadas celulares  0,5 hora  pós-
infecção para todas as amostras. Os percentuais máximos de interação foram observados 
após  3  horas  de  infecção  para  todas  as  amostras  C.  diphtheriae,  não  havendo  diferença 
significativa entre as amostras tox- ATCC 27010 e tox+ ATCC 27012 (Tabela 11). Foram 
observadas bactérias viáveis associadas até 24 horas pós-infecção. 
Os  resultados  dos  ensaios  de  exclusão  pela  gentamicina  demostraram  que  a 
viabilidade intracelular em células HEp-2 ocorreu em diferentes intensidades. 
Foram observadas bactérias intracelulares viáveis 0,5 hora  pós-infecção para a 
amostra toxigênica C.  diphtheriae  ATCC  27012, esta  amostra  apresentou  os  maiores 
percentuais de aderência e viabilidade intracelular até 2 horas pós-infecção. Após 3 horas 
de  infecção  a  amostra  atoxigênica  ATCC  27010  apresentou  maiores  percentuais  de 
internalização quando comparada com a amostra homóloga toxinogênica (Tabela 12). 
As amostras C.diphtheriae testadas foram capazes de permanecer viáveis no meio 
intracelular até 24 horas pós-infecção. 
As  diferenças  nos  percentuais  de  aderência  e  viabilidade  intracelular  entre  a 
amostra  tox-  ATCC  27010  e  sua  homologa  tox+  ATCC27012  observadas  indicam 
importante influência da infecção fágica nestes processos. 
Não foi  possível  estabelecer  uma  correlação  entre aderência e viabilidade  celular 
em células epiteliais humanas (HEp-2). 
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Análise quantitativa do processo de interação bacteriana com células endoteliais 
 
Todas as amostras de C. diphtheriae estudadas, incluindo a amostra atoxinogênica 
ATCC  27010,  foram  capazes  de  interagir  com  células  endoteliais  (HUVECs)  em 
intensidades variadas de acordo com os diferentes tempos de incubação. 
A amostra  atoxinogênica ATCC  27010  apresentou  maior percentual de  aderência 
do que a amostra homóloga toxinogênica ATCC 27012 em todos os tempos de infecção 
analisados, em contraste ao observado para as amostras sangue/endocardite HC01 e HC02. 
Amostras de ambos os biotipos fermentador (HC01 e HC02) e não-fermentador de 
sacarose (27010 e 27012) foram capazes de permanecer viáveis na superfície das células 
endoteliais. Foram  observadas bactérias  viáveis associadas  às HUVECs imediatamente 
após a infecção das monocamadas. 
A  amostra  HC01  (sangue/endocardite)  exibiu  maior  percentual  de  células  viáveis 
associadas às HUVECs  em todos  os tempos de infecção do  que as demais amostras 
estudadas. 
Todas  as  amostras  estudadas  apresentaram  maior  capacidade  de  aderência  a 
superfície  de  HUVECs  e  de  viabilidade  intracelular  3  horas  após  a  infecção  das 
monocamadas  (p<0,05).  Não  foram  observadas  diferenças  estatisticamente  significativas 
entre os percentuais de aderência das amostras ATCC 27010 atoxinogênica e ATCC 27012 
toxinogênica 3 horas após a infecção das monocamadas (p>0,05). A maior capacidade de 
aderência foi observada para amostra HCO1 (Tabela 13). 
Foi detectada a presença de bactérias viáveis nos lisados obtidos de monocamadas 
infectadas após o tratamento por 1 hora com gentamicina, indicando que todas as amostras 
testadas foram capazes de invadir ou induzir sua internalização por células HUVECs. 
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As amostras ATCC 27010 atoxinogênica e HCO1 isolada de sangue, permaneceram 
viáveis na superfície das células endoteliais após 24 horas de incubação. 
Todas  as  amostras,  incluindo  a  amostra  tox-  ATTCC  27010,  do  subtipo  C. 
diphtheriae  subsp.  mitis  permaneceram  viáveis  no  compartimento  intracelular  em 
intensidades variadas. 
Amostras dos  biotipos  fermentador  e não-fermentador de  sacarose  foram  capazes 
de sobreviver  no interior de células endoteliais humanas. Independente da origem, as 
amostras toxinogênicas sacarose-positiva HC01 (sangue) e sacarose-negativa ATCC 27012 
apresentaram  maior  capacidade  de  internalização  (1,79%  e  1,33%,  respectivamente).  A 
amostra atoxinogênica ATCC 27010  (0,92%)  apresentou maior  percentual  de viáveis no 
compartimento intracelular do que a amostra toxinogênica invasora HC02. 
A  amostra HC01  (1,79%) isolada  de sangue  apresentou viabilidade  intracelular 
significativamente maior do que a amostra HC02. 
As  amostras  testadas  pareceram  incapazes  de  multiplicar  no  interior  das  células 
endoteliais,  visto  que  a  concentração  bacteriana  não  foi  crescente  no  decorrer  dos 
experimentos  (dados  não  mostrados).  Contudo,  apenas  a  amostra  C.  diphtheriae  tox- 
ATCC 27010 permaneceu viável  no interior das células  endoteliais após 24 horas de 
infecção. Nesta oportunidade, a amostra ATCC 27010 atoxinogênica foi a que apresentou 
maior  capacidade  de  sobrevivência  intracelular,  diferente  dos  resultados  obtidos  com 
monocamadas infectadas por 3 horas. As amostras toxinogênicas ATCC 27012, HC01, e 
HC02 apresentaram-se incapazes de sobreviver no interior de HUVECs após 24 horas de 
infecção das monocamadas (Tabela 14). 
Não foi  possível  estabelecer  uma  correlação  entre aderência e viabilidade  celular 
em células endoteliais humanas (HUVEC’s). 
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Análise quantitativa do processo de interação bacteriana com macrófagos murinos  
 
Os resultados dos ensaios de interação de amostras tipo C. diphtheriae tox- ATCC 
27010 e tox+ ATCC 27012 e invasoras HC01 e HC02 com monocamadas de macrófagos 
murinos J-774 estão apresentados nas Tabelas 15 a 17 e na Figura 18. 
Todas as amostras de C. diphtheriae estudadas, incluindo a amostra atoxinogênica 
ATCC  27010,  foram  capazes  de  interagir  com  macrófagos  murinos  (J-774)  em 
intensidades variadas de acordo com os diferentes tempos de incubação. 
A  amostra  C.  diphtheriae  tox+  ATCC  27012  apresentou  maiores  percentuais  de 
aderência do que a amostra homóloga tox- ATCC 27010 em todos os tempos de infecção 
analisados, à exceção de 2 horas e 24 horas pós-infecção. 
No intervalo de  2  horas  as  amostras  não diferiram  significativamente  entre  si 
(P>0,05),  enquanto  que,  após  24  horas  de  incubação,  a  amostra  tipo  tox-  ATCC  27010 
apresentou valores percentuais e absolutos de aderência maiores (46,49%). Por outro lado, 
quando  considerados  os  valores  de  viabilidade  intracelular  o  oposto  ocorreu  para  todos 
intervalos pós-infecção à exceção do período de 2 horas, onde mais uma vez as amostras 
não apresentaram diferenças significativas entre seus percentuais. 
Apesar  de  aderir  em  maior  intensidade  a  amostra  tipo  ATCC  27012  apresentou 
menor freqüência de internalização (Figura 18), por outro lado esta amostra revelou maior 
capacidade de sobrevivência apresentando percentuais de viabilidade intracelular mais 
elevados após 24 horas (10,41%) em comparação com sua amostra homóloga tox-. 
A análise dos sobrenadantes das monocamadas infectadas foram recolhidos durante 
os diversos períodos de incubação revelaram que ambas as amostras tipo apresentam 
curvas descendentes do número de bactérias até 3 horas de incubação, a partir de 4 horas 
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de  incubação  houve um  crescimento gradual  no  número  de bactérias  sem, contudo  se 
restabelecer o número inicial. Após 24 horas de infecção a amostra tipo tox+ ATCC 27012 
apresentou uma  queda acentuada  no número  de  bactérias livres  no sobrenadante, esta 
amostra pareceu sobreviver melhor no interior dos fagócitos que no meio extracelular. 
Os percentuais de aderência e viabilidade celular obtidos nos ensaios de interação 
de amostras de C. diphtheriae com os diferentes tipos celulares após 3 horas de infecção 
encontram-se reunidos na Tabela 17. 
Os  valores  percentuais  de  bactérias  associadas  a  monocamadas  de  células  de 
epiteliais  e  endoteliais,  encontrados  nos  ensaios de  interação,  foram  significativamente 
maiores que os observados para macrófagos sugerindo maior afinidade das amostras de C. 
diphtheriae por células epiteliais. 
Os  resultados  obtidos  neste trabalho  foram  analisados  resultando  na  produção  de 
três artigos científicos apresentados em anexo. 
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Tabela 3. Resultados da pesquisa da presença do gene tox através da técnica de PCR utilizando 
pares de oligonucleotídeos iniciadores diversos (DT* e Dipht
1-8
**) em amostras de C. diphtheriae e 
C. ulcerans 
 
 
Amostras 
Oligonucleotídeos iniciadores 
  DT  Dipht1  Dipht2  Dipht3  Dipht4  Dipht5  Dipht6  Dipht7  Dipht8 
 
                 
C. diphtheriae                   
ATCC – 27010 
-  -  -  -  -  -  -  -  - 
ATCC – 27012 
+  +  +  +  +  +  +  +  + 
HC01 
-  -  -  -  -  +
i
  +
 i
  -  - 
HC02 
-  -  -  -  -
 i
  +
 i
  +
 i
  -
 
  - 
 
                 
C. ulcerans 
                 
CDC KC-279 
+  +  +  +  +  +  +  +  + 
809  
-  -  -  -  -  +
 i
  -  +
 i
  - 
                   
ATCC, American Type Cell Culture; HC, hemocultura
*
, Técnica de PCR utilizando iniciadores preconizados por Nakao & 
Popovic (1996);** Técnica de PCR utilizando iniciadores preconizados por Pimenta (2003) adaptado de Nakao & Popovic 
(1996), +, positiva; -, negativa; 
i
, aparecimento de bandas de massa molecular inesperadas.
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Tabela 4. Ensaios de atividade enzimática e toxigenicidade de amostras de origens diversas de C. 
diphtheriae e de C. ulcerans. 
 
 
 
1
,  Técnica  de  PCR  utilizando  iniciadores  Dipht  preconizados  por  Nakao  &  Popovic  (1997); 
2
,  ensaio  de 
imunodifusão  radial;
  3
,  ICS,  fita  de  imunocromatografia; 
4
,  ensaio  padrão-ouro  de  toxicidade  em 
monocamadas de células VERO. * Oligonucleotídios correspondentes ao fragmento A (DT1) e fragmento B 
(Dipht5, Dipht6 e Dipht7) do gene tox; +, positivo; (+), fracamente positivo; -, negativo. 
 
 
Amostras 
Catalase
 
Gelatinase 
DNase 
Pld 
Gen tox
1
 * 
Eleck 
IDR
2
 
ICS
3
 
Citotoxidade 
TD p/células 
VERO
4
 
C. diphtheriae 
                 
ATCC-27010
 

+  -  +  -  -  -  -  -  - 
ATCC-27012
 
 

+ 
-  +  -  +  +  +  + 
+ 
HC01
 

+ 
-  +  -  +  +  +  + 
+ 
HC02
 

+ 
-  +  -  +  +  +  + 
+ 
 

                 
C. ulcerans 
                 
CDC-KC279
 
 

+  -  +  +  +  +  +  +  + 
809
 
 

+  -  +  +  +  +  +  (+)  - 
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Tabela  5.  Números  de  bactérias  viáveis  associadas  a  monocamadas  de  células  U-
937 

ativadas  com  PMA  em  diferentes  tempos  de  incubação  de  amostras  de 
C.  diphtheriae 

diversas. 
 
Amostras  Bactérias Associadas (x 10
4
 células mL
-1
) 
 
0,5h  1h  2h  3h  4h  24h 
C. diphtheriae
           
ATCC 27010  0,001
±0
  0,027
±0,012
  0,167
±0,067
  0,367
±0,040
  0,100
±0,017
  0
±0*
 
ATCC 27012  5,381
±2,834
 

8,929
±3,245
  7,750
±4,159
  3,000
±1,706
  0,233
±0,121
  0,001
±0,005*
 
HC01  8,000
±3,033
 

5,500
±1,049
  7,000
±1,096
  18,583
±3,232
  12,667
±2,944
  0,917
±0,041
 
HC02  12,167
±2,789
 

20,834
±2,317
  1,133
±0,383
  2,200
±0,756
  1,733
±0,163
  2,167
±0,753
 
C. ulcerans
           
CDC-KC279 
0,133
±0,049
 

1,083
±0,289
  5,317
±0,515
  2,500
±0,674
  5,400
±0,820
  1,733
±0,545
 
809 
3,442
±0,264
 

2,875
±0,485
  4,000
±0,405
  9,667
±3,525
  14,667
±3,499
  2,417
±0,515
 
 
O  número  de  bactérias  viáveis  associadas  às  monocamadas  de  macrófagos  U-
937  foram  obtidas 

através da contagem de UFC’s em placa, os valores apresentados são médias resultantes de ensaios 

realizados  em  triplica  e  repetidos,  pelos  menos,  três  vezes.  Os  desvios  padrões  encontram-
se 

sobrescritos. * destruição parcial do tapete celular. 
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Tabela  6.  Números  de  bactérias  viáveis  no  compartimento  intracelular  de  células  U-
937 

ativadas  com  PMA  em  diferentes  tempos  de  incubação  de  amostras  de 
C.  diphtheriae 

diversas. 
 
Amostras  Bactérias Intenalizadas (x 10
4
 células mL
-1
) 
C. diphtheriae 0,5h  1h  2h  3h  4h  24h 
ATCC 27010  0,001
±0
  0,001
±0,00
  0,001
±0,00
  0,001
±0,00
  0,009
±0,002
  0,009
±0,00
 
             
ATCC 27012  0,028
±2,834
 

0,350
±0,001
  0,007
±0,001
  0,778
±0,,01
  0,183
±0,147 
0,001
±0,0
* 
HC01  0,001
±0
  0,003
±0,001
  0,005
±0,001
  6,833
±1,193
  1,33
±0,816
  0,015
±0,005
 
HC02  0,008
±0
  0,01
±0
  0,005
±0
  0,722
±0,109
  0,033
±0,02
  0,003
±0
 
C. ulcerans            
CDC-KC 279  0,001
±0
  0,001
±0
  0,001
±0
  0,003
±0
  0,422
±0,001
  0,001
±0
 
809  0,050
±0,028
 

0,001
±0
  0,007
±0,004
  0,050
±0,013
  0,100
±0,03
  0,001
±0
* 
 
Os  números de  bactérias  viáveis  internalizadas  em  macrófagos  U-
937  foram  obtidos  através das 

contagens de UFC’s em placa, os valores apresentados são médias resultantes de ensai
os realizados 

em triplica e repetidos, pelos menos, três vezes. Os desvios padrões encontram-se sobrescritos. 
* destruição parcial do tapete celular.
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Tabela 7. Percentuais de bactérias viáveis associadas a monocamadas de células epiteliais 
HEp-2 em diferentes tempos de incubação de amostras de C.  diphtheriae  tox- e tox+  de 
origens diversas. 
 
 
Aderência (%) 
Amostras 
0,5h  1h  2h  3h  4h  24h 
ATCC 27010  7,84  13,18  17,38  38,66  79,24  12,65 
ATCC 27012  4,47  6,43  25,98  37,77  27,09  25,03* 
HC01  7,37  14,91  25,88  30,88  37,23  23,07* 
HC02  6,06  8,15  2,76  4,81  65,22  40,08* 
 
Os percentuais  de  bactérias viáveis  associadas às monocamadas de células  epiteliais 
HEp-2  foram  obtidos  através  da  relação  entre  as  contagens  de  UFC’s  em  placa 
referentes  ao  lisado  celular  e  ao  sobrenadante,  os  valores  apresentados  são  médias 
resultantes de ensaios realizados em triplica e repetidos, pelos menos, três vezes. 
* casos onde houve destruição parcial da monocamada celular.
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Tabela  8.  Percentuais  de  bactérias  viáveis  no  compartimento  intracelular  de  células 
epiteliais HEp-2 em vários tempos de incubação de amostras de C. diphtheriae de origens 
diversas. 
 
  Viabilidade intracelular (%) 
Amostras
 
0,5h  1h  2h  3h  4h  24h 
ATCC 27010  0,001  0,001  0,001  0,187  8,114  2,34 
ATCC 27012  0,010  0,004  0,020  0,007  0,010  0,003* 
HC01  0,040  0,010  0,050  0,400  0,030  0,434* 
HC02  0,0005  0,003  0,00045  0,030  0,009  0,655* 
Os percentuais de  viabilidade intracelular em células epiteliais HEp-2 foram obtidos 
através da relação entre as contagens de UFC’s em placa referentes ao lisado celular 
obtido após exclusão pela gentamicina e ao sobrenadante, os valores apresentados são 
médias  resultantes  de  ensaios  realizados  em  triplica  e  repetidos,  pelos  menos,  três 
vezes. 
* casos onde houve destruição parcial da monocamada celular.
 
 




[image: alt] 
 
91
 

 
 
 
 
Tabela 9. Percentuais de bactérias viáveis associadas a células endoteliais HUVEC’s em 
vários tempos de incubação  de amostras  de C. diphtheriae tox  – e tox +  de origens 
diversas. 
 
  Aderência (%) 
Amostras
 
0,5h  1h  2h  3h  24h 
ATCC 27010  7,70  17,77  28,70  30,80  15,90 
ATCC 27012  0,07  1,05  22,40  22,60  0* 
HC01  23,3  34,33  44,4  51,8  32,6 
HC02  0  0  0  35,40  0* 
 
Os percentuais de bactérias viáveis associadas às monocamadas de células endoteliais 
HUVECs  foram  obtidos  através  da  relação  entre  as  contagens  de  UFC’s  em  placa 
referentes  ao  lisado  celular  e  ao  sobrenadante,  os  valores  apresentados  são  médias 
resultantes de ensaios realizados em triplica e repetidos, pelos menos, três vezes. 
* casos onde houve destruição parcial da monocamada celular.
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Tabela  10. Percentuais  de  bactérias  viáveis no  compartimento  intracelular  de células 
endoteliais HUVEC’s em vários tempos de incubação de amostras de C. diphtheriae tox – 
e tox + de origens diversas. 
 
  Viabilidade Intracelular (%) 
Amostras
 
0,5h  1h  2h  3h  24h 
ATCC 27010  0,15  0,34  0,41  0,92  0,45 
ATCC 27012  0,008  0,010  0,37  1,33  0* 
HC01  0,37  0,44  0,90  1,79  0,58* 
HC02  0  0,004  0,01  0,06  0,01* 
Os  percentuais de  viabilidade  intracelular  em  células  endoteliais  HUVECs  foram 
obtidos através da relação entre as contagens de UFC’s em placa referentes ao lisado 
celular  obtido  após  exclusão  pela  gentamicina  e  ao  sobrenadante,  os  valores 
apresentados são médias resultantes de ensaios realizados em triplica e repetidos, pelos 
menos, três vezes. 
* casos onde houve destruição parcial da monocamada celular.
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Tabela  11.
  Percentuais  de  bactérias  viáveis  associadas  a  monocamadas  de  macrófagos 

murinos J-774 de amostras tipo de C. diphtheriae tox-ATCC 27010 e tox+ ATCC 27012
em diferentes intervalos de incubação. 
 
Amostras  Bactérias Associadas (%) 
C. diphtheriae 
0,5h  1h  2h  3h  4h  24h 
ATCC 27010 
3,480
±0,768
  4,725
±0,892
  12,384
±1,487
 

5,244
±1,115
  10,124
±1,207
 

46,491
±1,667
 

ATCC 27012 
6,080
±0,646
  9,463
±1,490
  10,139
±1,392
 

13,710
±1,145
 

13,376
±3,240
 

10,983
±2,041
 

 
Os  percentuais de  bactérias  viáveis  associadas  às  monocamadas  de  macrófagos  murinos  foram 

obtidos através da relação entre as contagens de UFC’s em placa referentes ao lisado celular e ao 

sobrenadante, os valores apresentados são médias resultantes de 
ensaios realizados em triplica e 

repetidos, pelos menos, três vezes. 
* casos onde houve destruição parcial da monocamada celular.
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Tabela  12.
  Percentuais  de  bactérias  viáveis  internalizadas  em  monocamadas  de 

macrófagos murinos J-774 de amostras tipo de C.  diphtheriae  tox-ATCC 27010 e  tox+
ATCC 27012 em diferentes intervalos de incubação. 
 
Amostras  Viabilidade Intracelular (%) 
C. diphtheriae 
0,5h  1h  2h  3h  4h  24h 
ATCC 27010 
3,129
±0,301
  7,431
±0,526
  1,592
±0,196
  1,058
±0,165
  7,542
±1,374
  3,302
±0,246
 
ATCC 27012 
0,005
±0,006
  0,451
±0,004
  2,002
±0,313
  0,629
±0,070
  0,005
±0,001
  10,408
±0,666
 

Os  percentuais  de  viabilidade  intracelular  em  monocamadas  de  macrófagos  murinos  foram 

obtidos  através  da  relação  entre  as  contagens  de  UFC’s  em  placa  referentes  ao  lisado 
celular 

obtido  após  exclusão  pela  gentamicina  e  ao  sobrenadante,  os  valores  apresentados  são  médias 

resultantes de ensaios realizados em triplica e repetidos, pelos menos, três vezes. 
* casos onde houve destruição parcial da monocamada celular.
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Tabela  13.
 
Percentagem de bactérias viáveis associadas e intracelulares em monocamadas 
de células HEp-2, HUVEC’s, U-937 e J774 (3h) de amostras de C. diphtheriae tox- e tox+ 
tipo e invasoras de origens diversas. 
 
Número (%) de Bactérias Viáveis 
 
Amostras
 

Associadas  Intracelulares 
  HEp  HUVEC
 

U937  J774  HEp  HUVEC
 

U937  J774 
27010  38,66  30,80  0,092  5,244  0,190  0,410  0,001  1,058 
27012  37,77  22,40  7,680  13,710  0,007  1,330  2,451  0,629 
HC01  52,38  51,80  5,444  3,122  2,590  1,790  0,094  0,036 
HC02  58,33  35,40  13,870  3,553  0,120  0,060  0,006  0,055 
 
Os percentuais de associação foram obtidos a partir dos  números de bactérias viáveis  dos 
inóculos (bactérias no sobrenadante + bactérias no lisado das monocamadas) após 3 horas de 
incubação.  O  percentual  de  bactérias  internalizadas  foi  calculado  a  partir  do  número  de 
bactérias viáveis  obtido  no  lisado  celular  de  monocamadas infectadas tratadas  1h  com 
gentamicina. Média de, pelo menos, três experimentos. 
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 2%  mostrando o produto amplificado de 248pb, 
utilizando oligonucleotídeo iniciador DT,  em ensaios utilizando amostras de  C.  diphtheriae e C. 
ulcerans. Linha 1: ATCC - 27010; linhas 2, 4 e 6: padrões de peso molecular; linha 3: ATCC – 
27012; linha 5: amostra C. ulcerans CDC-KC 279. 
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Figura 2

. Eletroforese em gel de agarose a 2% de produtos amplificados utilizando 
oligonucleotídeos  iniciadores  Dipht1  a Dipht8,  em  amostras  de  C. diphtheriae. 
Linha 1: Dipht1; linha 2: Dipht2; linha 3: Dipht3; linha 4: Dipht4; linha 5: Dipht5; 
linha 6: Dipht6; linha 7: Dipht7;  linha 8: Dipht 8;  PM: DNA  Ladder. A. Amostra 
ATCC - 27012. B. Amostra 27010. 
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Figura 3.

 Curvas de crescimento de  amostras de  C. diphtheriae  tox-(ATCC27010)  e  tox+ 
ATCC 27012, HC01 e HC02 e de C. ulcerans CDC-KC279 e 809 em meio de cultivo celular 
(DMEM), partindo de inóculo padronizado (D.O. 0.2 λ=660nm). As suspensões bacterianas em 
DMEM foram diluídas e plaqueadas em TSA para obtenção da concentração em UFC’s / ml. 
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Figura  4.  Perfis  de  cinéticas  de  aderência  e  viabilidade  intracelular  de  amostras  padrão  de  C. 
diphtheriae ATCC tox- 27010 e ATCC tox+ 27012 com monocamadas de macrófagos U937. Os 
percentuais de bactérias viáveis associadas  e  internalizadas  em  monocamadas de  macrófagos U-
937 foram obtidas através da contagem de UFC’s em placa, os valores apresentados são médias 
resultantes de ensaios realizados em triplica e repetidos, pelos menos, três vezes. As linhas verticais 
projetadas acima das barras representam os desvios padrões. Valores significativamente diferentes 
considerando-se * p<0,01, ** p<0,05. 
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Figura  5. Perfis de cinéticas de aderência e viabilidade intracelular de amostras invasoras de C. 
diphtheriae  com  monocamadas  de  macrófagos  U937.  Os  percentuais  de  bactérias  viáveis 
associadas e internalizadas em monocamadas de macrófagos U-937 foram obtidas através da 
contagem de UFC’s em placa, os valores apresentados são médias resultantes de ensaios realizados 
em triplica  e  repetidos,  pelos menos,  três  vezes. As  linhas  verticais  projetadas  acima das  barras 
representam os desvios padrões. Valores significativamente diferentes considerando-se  * p<0,01, 
** p<0,05. 
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Figura  6.  Perfis  de  cinéticas  de  aderência  e  viabilidade  intracelular  de  amostras  padrão  de  C. 
ulcerans com monocamadas de macrófagos U937. Os percentuais de bactérias viáveis associadas e 
internalizadas em monocamadas de  macrófagos U-937  foram obtidas através da  contagem  de 
UFC’s em placa, os valores apresentados são médias resultantes de ensaios realizados em triplica e 
repetidos, pelos menos, três vezes. As linhas verticais projetadas acima das barras representam os 
desvios padrões. Valores significativamente diferentes considerando-se * p<0,01, ** p<0,05. 
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Figura 7. Perfis de cinéticas de aderência e viabilidade intracelular, expressas em valores absolutos, e de bactérias viáveis no sobrenadante de amostras padrão de 
C. diphtheriae ATCC tox- 27010 e ATCC tox+ 27012 com monocamadas de macrófagos U937. Valores significativamente diferentes considerando *p<0,05, 
**p<0,01. 
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Figura 8. Perfis de cinéticas de aderência e viabilidade intracelular, expressas em valores absolutos, e de bactérias viáveis no sobrenadante de amostras invasoras 
de C. diphtheriae tox+ HC01 e HC02 com monocamadas de macrófagos U937. Valores significativamente diferentes considerando *p<0,05, **p<0,01. 
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Figura 9. Perfis de cinéticas de aderência e viabilidade intracelular, expressas em valores absolutos, e de bactérias viáveis no sobrenadante de amostras de C. 
ulcerans tox+ CDC-KC279 e 809 com monocamadas de macrófagos U937. Valores significativamente diferentes considerando *p<0,05, **p<0,01. 
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Figura 1

0

.

 Micrografias das monocamadas de macrófagos U937 após 3 horas de interação com 
amostras tipo C. diphtheriae (linha A) ATCC 27010 tox-, (B) ATCC 27012 tox+ e invasoras (C) 
HC01  tox+  e  (D)  HC02  tox+.  Estão  representas  imagens  de  MO,  respectivamente,  com 
coloração por Giemsa, faloidina marcada com FITC e por contraste de fase na primeira, segunda 
e terceira colunas. As setas indicam os pontos de adesão bacteriana. 
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Figura 11.

 Análise da participação do citoesqueleto no processo de aderência e viabilidade 
intracelular, em monocamadas de macrófagos U-937, de amostras C.diphtheriae de origens 
diversas  após  3  horas  de  incubação,  através  do  uso  de  inibidores  específicos.  Todos  os 
resultados apresentados diferiram significativamente dos controles para p<0,01. 
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Figura 13

.

 Microscopia óptica de monocamadas de macrófagos U937 tratadas com Azul de Tripan: 
controle (A) e 3 horas após infecção com amostras C. diphtheriae ATCC 27010 (B), ATCC 27010 
+ toxina diftérica (C) e ATCC 27012 (D). As setas destacam células mortas. 
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Figura 14. Valores percentuais de morte celular em monocamadas de macrófagos humanos U-937 
infectadas  com  amostras  de C.  diphtheriae.  Valores  de  mortalidade  celular  obtidos através  de 
coloração com azul de Tripan (0,4%). 1ª coluna - no controle (monocamadas + DMEM), 2ª coluna 
– monocamadas infectadas com a amostra ATCC 27010 tox-, 3ª coluna – monocamadas infectadas 
com  a  amostra  ATCC  27010  adicionada  de  toxina  diftérica  e  4ª  coluna  –  ATCC  27012  tox+. 
Valores significativamente diferentes em relação ao controle considerando *p<0,01. 
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Figura  1

5

.

  Micrografias  de  monocamadas  de  macrófagos  U-937  infectadas  com  amostras  C. 
diphtheriae e C. ulcerans de origens diversas após marcação com DAPI, específico para DNA. 
Pode-se  observar  aumento  na  condensação  da  cromatina  nuclear  (A),  vacuolização  nuclear  e 
formação de expansões irregulares de membrana citoplasmática “blebs” (B e C), fragmentação 
nuclear  e  compartimentalização  citoplasmática  (C e  D),  condensação  máxima  da  cromatina, 
picnose e deslocamento do núcleo para a periferia celular (D e E) indicadas pelas setas brancas. 
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Figura 16. Perfis de proteínas totais de amostras de C. diphtheriae de origens diversas obtidos através da 
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. 
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Figura 17.

 Perfil de aderência de amostras C. diphtheriae e C. ulcerans a monocamadas de 
células  epiteliais  HEp-2.  As  monocamadas  de  células  epiteliais  (HEp-2)  após  3h  de 
infecção foram fixadas com metanol e coradas pelo método de Giemsa. Micrografias das 
interações com amostras C. diphtheriae (A) ATCC 27010 tox-, (B) ATCC 27012 tox+, (C) 
invasora  HC01  tox+  e  (D)  amostra  C. ulcerans  CDC-KC279.  As setas  indicam  alguns 
pontos de interação bactéria célula. 
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Figura  18.  Perfis  de  cinéticas  de  viabilidade  bacteriana  no  ambiente  extracelular,  expressas  em 
valores  absolutos  de  bactérias  dispersas  no  sobrenadante  de  amostras  padrão  de  C.  diphtheriae 
ATCC  tox-  27010 e  ATCC  tox+ 27012  com  monocamadas  de  macrófagos  murinos  J774.  Os 
valores  apresentados  foram  obtidos  por  plaqueamento  e  contagem  de  UFC´s.  Os  valores 
significativamente distintos estão assinalados com * para p<0,05 e ** para p<0,01. 
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Discussão 
 
 
 
Além  da  difteria  respiratória  clássica  com  presença  de  pseudomembrana,  a 
disseminação sistêmica de C.  diphtheriae tem sido documentada desde 1893, quando foi 
observada  a  presença  do  patógeno  aderido  ao  tecido  renal  de  paciente  com  endocardite 
diftérica (BERKMAN et  al., 1984). Desde a última década tem sido crescente o número 
relatado  de  casos  de  infecções  invasivas  por  C.  diphtheriae,  incluindo  pneumonia, 
bacteremia  e  endocardite  (POILANE  et  al.,  1995;  PATEY  et  al.,  1997;  FUNKE  et  al., 
1999; MATTOS-GUARALDI  et al.,  2001a; BERTUCCINI, BALDASSARRI  &  VON 
HUNOLSTEIN, 2004). 
Para corinebactérias, a habilidade de sobreviver no interior das células hospedeiras 
pode ser um dos fatores capazes de favorecer a manutenção do patógeno nas vias aéreas 
superiores,  inferiores  e  hematogênicas  de  modo  a  permitir  a  permanência  do  estado  de 
portador  após  antibioticoterapia,  soroterapia  e  cura  da  difteria  (KADYROVA, 
KARTOGLU & SYTREBEL, 2000). A capacidade de sobrevivência do microrganismo no 
compartimento intracelular também  pode estar relacionada com  o desenvolvimento da 
difteria maligna, que compreende quadros clínicos fatais, apresentando intensa absorção de 
toxina associada à presença de pseudomembrana em toda a extensão do trato respiratório 
(MACAMBIRA  et  al.,  1994;  HADFIELD  et  al.,  2000;  MATTOS-GUARALDI, 
FORMIGA & PEREIRA, 2000). Recentemente, foi demonstrado que o C.  diphtheriae é 
capaz  de  aderir,  invadir,  sobreviver  e  replicar  no  citoplasma  além  de  danificar  células 
epiteliais respiratórias humanas (BEC,  HEp-2,  D-562) (DEACOCK et  al.,  1983;  VALE, 
2003; HIRATA Jr et al., 2004; BERTUCCINI, VON HOULNESTEIN & BALDASSARI, 
2004; FILARDY, 2005). 
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Em termos gerais, os microrganismos capazes de causar infecções hematogênicas 
apresentam  potencial  para  infectar  superfícies  endoteliais,  conforme  demonstrado 
anteriomente para S. aureus e P. aeruginosa (GOULD et al., 1975; OGAWA et al., 1985). 
Para  alcançar  a  luz  dos  vasos  e/ou  capilares  sanguíneos,  os  microrganismos  necessitam 
atravessar  a  camada  de  células  epiteliais,  membrana  basal  e  células  endoteliais 
(NASCIMENTO,  PATRIARCA  &  HEIMANN,  2003).  A  capacidade  de  aderência  e 
internalização  em  células  endoteliais  pode  representar  uma  importante etapa  durante  o 
rompimento  da  barreira hematogênica  e  disseminação  sistêmica  de  patógenos  diversos 
(Sinha  &  HERRMANN,  2005).  A  ocorrência  de  infecções  sistêmicas  causadas  por  C. 
diphtheriae permitiu sugerir que  o microrganismo seria  capaz não  apenas  de aderir à 
superfície  de  células  do  epitélio  respiratório,  como  também  de  invadir  e  atingir  tecidos 
mais  profundos  (MATTOS-GUARALDI  &  FORMIGA,  1998A;  BERTUCCINI,VON 
HOULNESTEIN & BALDASSARI, 2002; HIRATA Jr et al., 2002). 
A fagocitose de amostras de C.  diphtheriae por macrófagos humanos na ausência 
de  agentes  opsonisantes  foi  sugerida  inicialmente  como  mecanismo  para  interrupção  da 
infecção. 
De forma geral, macrófagos e outros fagócitos são considerados a primeira linha de 
defesa celular que interage no sítio primário de infecção, e em indivíduos não imunizados 
este processo ocorre exclusivamente  na  ausência  de  anticorpos  específicos (ISBERG, 
2001). Entretanto, algumas bactérias sobrevivem no interior de fagócitos, tanto macrófagos 
quanto neutrófilos, os quais servem como uma primeira linha de proteção para as bactérias 
durante os estágios iniciais da infecção, contra a ação de anticorpos, citocinas, antibióticos, 
até a  expressão  dos  fatores  de  virulência  (HILBI,  ZYCHLINSKY &  SANSONETTI, 
1997). 
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De acordo com os dados apresentados na literatura disponível, acreditamos que este 
seja  o  primeiro  estudo  relacionado  com  as  propriedades  adesivas,  invasivas  e  de 
sobrevivência intracelular de amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans de origens diversas 
em macrófagos humanos. 
A invasão tem sido considerada uma importante estratégia de microrganismos para 
se estabelecerem em um ambiente privilegiado em seu hospedeiro. Diversos ensaios têm 
demonstrado  a  existência  de  diferenças  entre  amostras  homólogas  C.  diphtheriae 
toxinogênicas e  atoxinogênicas  na  capacidade de  aderência  e viabilidade intracelular em 
cultivos de células epiteliais respiratórias (HIRATA Jr et  al., 2002; BERTUCCINI,VON 
HOULNESTEIN & BALDASSARI, 2004). De forma similar aos ensaios de aderência e 
internalização realizados com células endoteliais (PEREIRA, 2007), os resultados obtidos 
com macrófagos humanos U-937 demonstraram que, independente de haver opsonização 
por  anticorpos,  amostras  C.  diphtheriae  são  capazes  de  interagir  com  monocamadas 
celulares em diferentes intensidades permanecendo no meio intracelular. 
A  capacidade  de  aderência  e  sobrevivência  no  meio  intracelular  de  macrófagos 
pode favorecer a colonização e a disseminação de infecções a partir do trato respiratório. 
Os fagócitos direcionados ao sítio de infecção podem sofrer invasão e servir de meio de 
transporte  e  disseminação  pela  via  hematogênica  para  diversos  sítios  (HILBI, 
ZYCHLINSKY & SANSONETTI, 1997). 
A alta  taxa de  imunização com  toxóide diftérico parece vir  exercendo pressão 
seletiva em C.  diphtheriae  para expressão de outros fatores de virulência além da toxina 
diftérica (MATTOS-GUARALDI, FORMIGA & PEREIRA, 2000). Diversos autores vêm 
investigando a hipótese dos fatores de virulência recentemente associados à C. diphtheriae 
serem adquiridos  através  de  fragmentos de DNA exógeno originários  de  transposons  ou 
plasmídios,  além  de  bacteriófagos, contendo  genes  simples  de  virulência  ou  verdadeiras 
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ilhas  de  patogenicidade  (MOREIRA,  2005;  ZASADA  et  al.,  2005).  Considerando 
ocorrência  de  surtos  epidêmicos  de  difteria  em  diversos  países  da  Europa  nas  últimas 
décadas e o crescente número de quadros de infecções invasivas identificados, e ainda que, 
na  maioria  das  oportunidades,  estes  quadros  têm  sido  relacionados  com  amostras 
atoxinogênicas  de  C.  diphtheriae  subsp.  mitis  (HOLTHOUSE  et  al.,  1998;  PATEY  & 
DELLION, 1999; BELKO, WESSEL & MALLEY, 2000; ZASADA et al., 2005), foram 
avaliadas  interações  com  as  amostras  tipo  ATCC  27010  C7  (s)  tox-,  sabidamente  não 
infectada pelo fago β e sua amostra homóloga ATCC 27012 tox+
. 
 
Lesões cutâneas pareceram atuar como a principal via de transmissão de doenças 
sistêmicas  causadas  por  amostras  C.  diphtheriae  atoxinogênicos  (PATEY  et  al.,  1997), 
indicando a realização  de ensaios de interação  com monocamadas de células epiteliais e 
endoteliais humanas (HEp-2 e HUVECs). A amostra atoxinogênica ATCC 27010 foi capaz 
de  aderir  às  células  endoteliais,  à  semelhança  do  observado  em  estudos  realizados  com 
amostras atoxinogênicas oriundas de espécimes clínicos e células epiteliais humanas, onde 
amostras  atoxinogênicas  oriundas  de  casos  clínicos  de  difteria  respiratória  e/ou  de 
portadores assintomáticos mostraram-se capazes de sobreviver por até 48 horas no interior 
de células de linhagem epiteliais respiratórias de faringe (Detroit D562) e laringe (HEp-2) 
(HIRATA Jr et al., 2002; BERTUCCINI, BALDASSARRI & VON HUNOLSTEIN, 2004; 
VALLE, 2004). 
Adicionalmente, a amostra atoxinogênica ATCC 27010 exibiu níveis de aderência 
semelhantes  às  amostras  invasoras  HC01  e  HC02.  Interessantemente,  a  amostra  ATCC 
27010, ao contrário  das amostras HC01  e HC02, mostrou-se capaz de sobreviver no 
compartimento intracelular por até 24 horas após a infecção das monocamadas de células 
endoteliais  (HUVECs),  à  semelhança  do  observado  com  estreptococos  do  Grupo  B  e  S. 
aureus, microrganismos comumente associados a quadros de infecções metastáticas e com 




 
 
118
 

destruição valvular  fulminante  (GRECO et  al.,  1995; MENZIES &  KOURTEVA, 1998, 
PEREIRA, 2007). 
A  habilidade  de  internalização  e  sobrevivência  no  compartimento  intracelular  de 
todas  as  amostras  toxinogênicas  C.  diphtheriae  testadas,  incluindo  a  amostra  tox+ 
homóloga ATCC 27012, é significativamente mais expressiva do que a observada para a 
amostra tox- ATCC 27010 até 2 horas pós-infecção. Entretanto, 3 horas após infecção, a 
amostra tox- ATCC 27010 apresentou capacidade de aderência similar à de sua homóloga. 
Cabe  ressaltar  que  após  24  horas  de  infecção  foram  detectadas  bactérias  viáveis  e 
multiplicação bacteriana no compartimento intracelular apenas para a amostra tox-. 
Estudos  anteriores  demonstraram  que  amostras  de  Haemophillus  ducrey  foram 
capazes de  aderir  eficientemente  a macrófagos U937,  entretanto, poucas  bactérias foram 
internalizadas, sugerindo que  H.  ducrey  foi capaz  de evitar  a  fagocitose por macrófagos 
humanos, o que, neste caso, representa um importante mecanismo de escape, pois, a 
maioria das bactérias permanece na superfície celular e apenas um pequeno número sofre 
endocitose.  De  modo  similar  ao  observado  neste  trabalho  para  as  amostras  de  C. 
diphtheriae  e  C.  ulcerans  testadas,  as  bactérias  internalizadas  não  foram  capazes  de 
multiplicar e sobreviver à digestão celular e outras condições intracitoplasmáticas (WOOD 
et al., 2001). 
Assim  como  descrito  para  H.  ducrey,  as  amostras  C.  diphtheriae  e  C.  ulcerans 
testadas apresentaram baixos percentuais de internalização. Em contraste, as amostras de 
corinebactérias foram capazes de permanecer viáveis no interior de macrófagos U-937 por 
longos períodos, podendo utilizar este mecanismo para ultrapassar barreiras endoteliais. 
Macrófagos murinos também foram capazes de se ligar a amostras de Streptococcus 
na ausência de componentes séricos e opsoninas (NAGAO, 2003). 




 
 
119
 

De forma distinta ao  previamente  descrito  para  células  epiteliais  e endoteliais 
humanas, a análise de interação com macrófagos humanos U-937, em diferentes tempos de 
incubação, das amostras homólogas ATCC 27010 tox- e ATCC 27012 tox+, sugeriu uma 
maior  afinidade  da  amostra  toxinogênica  pelos  receptores  de  superfície  de  macrófagos, 
uma vez que esta apresentou maior número de bactérias viáveis aderidas e internalizadas 
nos  períodos  iniciais  de  infecção  do  que  a  amostra homóloga  atoxinogênica.  Apenas  no 
tempo  máximo  de  infecção  (24h)  foi  observado  um  maior  número  de  bactérias  viáveis 
intracelulares para a amostra ATCC 27010 tox- quando comparado com a amostra ATCC 
27012 tox+. Este fenômeno parece se dever à ocorrência de intensa destruição do tapete 
celular pela a amostra ATCC 27012 neste período de tempo. 
De  modo  geral,  as  amostras  C.  diphtheriae  toxinogênicas  apresentaram  maiores 
percentuais  máximos  de  aderência  e  viabilidade  intracelular  a  monocamadas  de 
macrófagos humanos U937, quando  comparadas com a amostra atoxinogênica ATCC 
27010  sugerindo  que  a  infecção  fágica  pode  contribuir  para  o  estabelecimento  e 
disseminação de infecções pelos tecidos adjacentes ou através da via hematogênica. 
Conforme  previamente  descrito  para  células  epiteliais  e  endoteliais  humanas 
(HIRATA  Jr  et  al.,  2002;  PEREIRA,  2007),  as  amostras  C.  diphtheriae  HC01  e  HC02 
fermentadoras de sacarose, isoladas de amostras de sangue de pacientes com endocardite, a 
despeito de  seu perfil protéico, apresentaram diferenças quantitativas e/ou qualitativas 
entre  si  quanto  à  capacidade  de  aderência  e  internalização  em  macrófagos  humanos.  A 
amostra HC01 exibiu maior capacidade de aderência e de sobrevivência intracelular do que 
a  amostra  HC02.  Tais  resultados  aliados  ao  fato  de  que  a  amostra  HC01  foi  isolada  de 
paciente adulto que foi  a óbito independente da antibioticoterapia específica (MATTOS-
GUARADI & FORMIGA, 1998) sugerem que a sobrevivência no meio intracelular pode 
estar  associada  ao  sucesso  da  disseminação  da  infecção  na  presença  de  tratamento 
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específico,  desta  forma  a  internalização  pode  ser  um  mecanismo  determinante  para  as 
diferenças  observadas  clinicamente,  quanto  ao  grau  de  virulência,  entre  as  amostras 
potencialmente invasoras. 
Os resultados obtidos demonstraram que amostras de C. diphtheriae são capazes de 
invadir e persistir em macrófagos U-937, o mesmo foi previamente descrito para células 
epiteliais  (BERTUCCINI,VON  HOULNESTEIN  &  BALDASSARI,  2004;  HIRATA  et 
al.,  2004) e  endoteliais  (PEREIRA,  2007),  sugerindo  que  o  bacilo diftérico, descrito 
inicialmente  como  patógeno  extracelular  e  associado  a  infecções  localizadas,  pode 
apresentar estratégias diversas para sobrevivência no meio intracelular. 
A  aderência  e sobrevivência  no  interior  de fagócitos  especializados  pode  ainda 
contribuir para a expressão de componentes que contribuem para a virulência de amostras 
de C.  diphtheriae em infecções endovasculares independentemente da sua capacidade de 
produzir  a  toxina  diftérica,  favorecendo  o  estabelecimento  de  focos  metastáticos  de 
infecção, o que poderia explicar a natureza agressiva das infecções cardíacas culminando 
na  necessidade  de  substituição  de  válvulas  cardíacas  e, em  muitos casos,  no  óbito  do 
paciente com endocardite a despeito das terapias antimicrobianas (MATTOS-GUARALDI, 
1998; BELKO et al., 2000). 
Não foi possível estabelecer uma correlação entre a produção de toxina diftérica e a 
viabilidade intracelular para  as amostras estudadas com os tipos celulares escolhidos, 
reafirmando o caráter multifatorial dos fenômenos  de aderência e persistência bacteriana 
em monocamadas celulares. 
Patógenos bacterianos  podem replicar e  sobreviver tanto no  meio extra quanto 
intracelular, as diferenças na persistência estão ligadas à produção de fatores de virulência 
específicos e/ou  condições  ambientais  em  que  estes patógenos  se encontram (HILBI, 
ZYCHLINSKY & SANSONETTI, 1997). 
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A capacidade de permanecer viável e/ou de replicar no interior de células epiteliais 
foi  previamente  relatada  para  patógenos  humanos  do  trato  respiratório,  incluindo  S. 
pyogenes  (GRECO  et  al.,  1995),  Burkhoderia  cepacia  (BURNS  et  al.,  1996), 
Mycobacterium tuberculosis (BERMUDEZ & Goodman, 1996) e o C. diphtheriae (VALE, 
2003; BERTUCCINI,VON HOULNESTEIN & BALDASSARI, 2004 ;HIRATA Jr et al., 
2004;  FILARDY,  2005).  Estudos  anteriores  (FILARDY,  2005)  demonstraram  a 
capacidade de persistência de C.  diphtheriae no interior de células epiteliais respiratórias 
HEp-2.  Naquela  oportunidade  os  microrganismos  também  mostraram-se  capazes  de 
multiplicar no  interior de células  epiteliais 24 horas pós-infecção. Células  endoteliais 
(HUVECs) foram incapazes de eliminar completamente a infecção por C. diphtheriae, uma 
vez que a amostra C. diphtheriae ATCC 27010 tox- (subspécie mitis) e 402 (toxinogênica 
subespécie  belfanti),  permaneceu  viável  no  meio  intracelular  24  horas  pós-infecção 
(PEREIRA, 2007). 
Apesar  de  haver  redução  no  número  de  bactérias  viáveis  no  compartimento 
intracelular  após  24  horas  de  incubação  para  a  maioria  das  amostras  foram  observadas 
bactérias viáveis no sobrenadante de monocamadas infectadas após 24 horas de incubação. 
Todas  as  amostras  C.  diphtheriae  e  C.  ulcerans  testadas,  mesmo  aquelas  associadas  à 
ocorrência de destruição do tapete celular, permaneceram viáveis no meio intracelular após 
24  horas  de  incubação  e,  as  amostras  C. ulcerans,  especialmente,  foram  capazes  de 
multiplicar na presença de macrófagos U-937, o que sugere a internalização em fagócitos 
como uma alternativa para persistência e disseminação da infecção. 
Dentre  os  mecanismos  comumente  utilizados  por  bactérias  invasoras,  pode-se 
destacar o de indução de rearranjos do citoesqueleto de células do hospedeiro que auxiliam 
no processo de internalização do patógeno para o citoplasma (ROSENSHINE, DURONIO 
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& FINLAY, 1992;  BLISKA, GALAN &  FALKOW,  1993; ROSENSHINE &  FINLAY, 
1993). 
Durante  a  fagocitose,  a  formação  de  protusões  circulares  (taça  fagocítica  ou 
extensão  ondular)  e  o  engolfamento  de  partículas  extracelulares  ocorrem  de  forma 
dependente da  polimerização  de  actina e  da  conseqüente  reorganização  do  citoesqueleto 
(DIAKONOVA et al., 2002). 
A  internalização  bacteriana  dependente  da  mobilização  de  microfilamentos  de 
actina  tem  sido  descrita  para  diversos  patógenos  humanos  (COOPER,  1987;  BURN, 
KÜPFFER & SINGER, 1988; MURAI et al., 1993; ANDREEV et al., 1995; GRECO et 
al.,  1995;  OELSCHLAEGER  &  Tall,  1997;  BOUDEAU  et  al.,  1999;  SU  et  al.,  1999; 
COWAN et al., 2000; JUNG et al., 2001; TYRREL et al., 2002; MONTEVILLE, YOON 
& KONKEL, 2003). Para alguns patógenos humanos, como Aeromonas hydrophila e 
Shigella flexneri a polimerização de microfilamentos de actina parece estar envolvida no 
processo  de  invasão  em  células  epiteliais.  As  amostras  foram  internalizadas  através  de 
mecanismos  de  micropinocitose  por  células  epiteliais  e  fagocitose  por  macrófagos,  este 
mecanismo  se  caracteriza  pela  formação  de  ondulações  na  membrana  celular, 
polimerização  de  filamentos  de  actina  e  ligação  actina-plastina  (MÉNARD,  DEHIO  & 
SANSONETTI, 1996, LOW et al., 1998; CHU & LU, 2005). 
A mobilização do citoesqueleto detectada inicialmente pelo método de impregnação 
pela  faloidina  (FAS)  para  C.  diphtheriae  e  C.  ulcerans  em  células  U937  ativadas  com 
PMA  mostrou-se  independente  da  produção  de  toxina  bacteriana,  conforme  descrito 
anteriormente para S. aureus (GOSH, 1998). 
Neste  trabalho,  as  amostras  C.  diphtheriae  atoxinogênica  27010  e  toxinogênicas 
27012,  HC01  e  HC02,  apresentaram  redução  significativa  na  capacidade  de  aderência  e 
inibição total da internalização em  monocamadas de macrófagos humanos U937, após 3 
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horas  de  incubação,  na  presença  de  citocalasina  E,  demonstrando  a  importância 
mobilização  de  filamentos  de  actina  para  infecção  invasiva  de  macrófagos  humanos  por 
amostras  C.  diphtheriae.  A  despolimerização  dos  microfilamentos  de  actina  pela 
citocalasina inibiu completamente a internalização das amostras testadas por fagócitos U-
937 conforme descrito previamente para L. pneumophila; entretanto, diferente do ocorrido 
para L. pneumophila o tratamento prévio dos tapetes celulares com citocalasina foi capaz 
de reduzir também a aderência de C. diphtheriae a fagócitos U-937. 
A ocorrência de internalização de amostras de C. diphtheriae por fagócitos U-937 
através de fagocitose dependente de microfilamentos de actina revelou que as amostras C. 
diphtheriae testadas são capazes de se utilizar dos mecanismos celulares como forma de 
evasão da ação antibacteriana de mediadores inflamatórios. 
A  capacidade de  induzir  a polimerização  do citoesqueleto de  actina de  células 
epiteliais (HEp-2) foi previamente observada para amostras toxinogênicas (HIRATA Jr et 
al.,  2004)  e  atoxinogênicas  (BERTUCCINI,  BALDASSARRI  &  VON  HUNOLSTEIN, 
2004) de C. diphtheriae não sendo observados efeitos significativos da citocalasina E sobre 
a aderência  de  duas  amostras  C.  diphtheriae  fermentadoras de sacarose  (241 e  HC01)  a 
células  HEp-2  e  redução  significativa  na  aderência  da  amostra  não  fermentadora  de 
sacarose (CDC E-8392). Enquanto que na presença de monocamadas de células endoteliais 
HUVECs as amostras apresentaram redução significativa em sua capacidade de associação 
havendo  inibição  completa  do  processo  de  internalização  de  todas  as  amostras  testadas. 
Tais resultados demonstraram que o rearranjo do citoesqueleto de actina seria necessário 
para  entrada  de  C.  diphtheriae  em  células  epiteliais  respiratórias  e  endoteliais  humanas 
(HIRATA Jr et al., 2004, FILARDY, 2005, PEREIRA, 2007). 
O  papel  da  invasão  na  virulência  de  microrganismos  cuja  internalização  seja 
dependente  de  microtúbulos  é  incerto  (FINLAY  &  FALKOW,  1997).  Para  algumas 
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espécies  de  bactérias  (Klebsiella  pneumoniae  e  E. coli)  foi revelada  a  participação  de 
microtúbulos no processo de internalização associada à persistência e replicação bacteriana 
intracelular (OELSCHLAEGER & Tall, 1997; BOUDEAU et al., 1999). Adicionalmente, 
a  participação  direta  de  microtúbulos  nos  movimentos  intracelular  e  intercelular  foi 
demonstrada em amostras de A. actinomycetancomitans (MEYER et al., 1999). 
Os  ensaios  de  inibição  da  mobilização  do  citoesqueleto  por  citocalasina  e 
colchicina  demonstraram  o  envolvimento  dos  microfilamentos  e  microtúbulos,  em 
diferentes intensidades, na aderência e internalização por macrófagos humanos U-937, para 
todas as amostras testadas. 
A colchicina foi capaz de reduzir a aderência a monocamadas de macrófagos U937 
das amostras  C. diphtheriae 27010 (atoxinogênica), 27012  (homóloga toxinogênica) e 
HC02 (toxinogênica) e inibir a internalização de todas as amostras C. diphtheriae testadas. 
Apenas  a  amostra  clínica  HC01  não  apresentou  alteração  significativa  na  aderência  em 
presença  da  colchicina.  Os  resultados  obtidos  neste  trabalho  corroboram  que  C. 
diphtheriae  pode  utilizar  vias  alternativas  durante  o  processo  de  internalização  em 
fagócitos  (especializados  ou  não)  para  alcançar  o  meio  intracelular  e  aumentar  sua 
viabilidade durante o processo infeccioso a despeito da ação do sistema imunológico e/ou 
tratamentos antimicrobianos. 
Ensaios realizados com células endoteliais HUVECs revelaram que a colchicina foi 
capaz de inibir significativamente a internalização de todas as amostras de C. diphtheriae 
testadas,  em  contraste  do  demonstrado  anteriormente  em  ensaios  realizados  com  células 
epiteliais  e  amostras  C.  diphtheriae  atoxinogênicas  (BERTUCCINI,  BALDASSARRI  & 
VON  HUNOLSTEIN,  2004),  toxinogênicas,  incluindo  C.  diphtheriae  subsp.  belfanti 
(FILARDY,  2005) e  C.  ulcerans em  células HEp-2 (VALE,  2003),  sugerindo que  C. 
diphtheriae pode utilizar vias alternativas durante o processo de internalização em células 
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endoteliais. Tais resultados demonstraram que amostras com capacidade de invadir células 
endoteliais  através  de  processo  dependente  de  microtúbulos,  apresentavam  bactérias 
viáveis livres no citoplasma (até 24h pós-infecção; amostra ATCC 27010) ou no interior de 
vacúolos frouxos (pelo menos 3h pós-infecção; amostra HC01). 
Patógenos  bacterianos  que  dependem  da  mobilização  do  citoesqueleto  da  célula 
hospedeira  para  serem  internalizados  desenvolveram  mecanismos  para  utilizar  a 
transdução  de sinais da  célula  eucariótica  para explorar  seu  citoesqueleto.  As vias  de 
transdução de sinais, embora tenham suas origens em receptores variados, são muitas vezes 
associadas a rearranjos do  citoesqueleto, envolvendo freqüentemente a fosforilação  de 
certas proteínas  e a  participação de  mensageiros  intracelulares (VIRJI, 1996).  Patógenos 
invasores como Yersinia enterocolitica, S. typhimurium e EPEC promoveram sua própria 
internalização  através  da  ativação  de  proteínas  tirosina  quinase  (PTK)  do  hospedeiro  e 
induziram reorganização do citoesqueleto das células do hospedeiro no sítio de aderência 
bacteriana (GALAN, PACE & HAYMAN, 1992; ROSENSHINE, DURONIO & FINLAY, 
1992; BLISKA, GALAN & FALKOW, 1993; ROSENSHINE et al., 1994). 
Os  resultados  obtidos  neste  trabalho  demonstraram  que  a genisteína foi  capaz  de 
reduzir significativamente a aderência a monocamadas de macrófagos U937 das amostras 
C.  diphtheriae  27010  (atoxinogênica),  27012  (homóloga  toxinogênica)  e  HC02 
(toxinogênica)  e inibir  a  internalização  de  todas  as  amostras  C.  diphtheriae  testadas. 
Apenas  a  amostra  clínica  HC01  não  apresentou  alteração  na  aderência  em  presença  da 
colchicina. Desta forma  foi confirmada a  participação  da sinalização por  fosfotirosina 
cinase no processo de internalização das amostras C.  diphtheriae testadas em células U-
937  ativadas.  Contudo,  a  inibição  da  atividade  da  tirosina-cinase  em  macrófagos  U-937 
pela  genisteína  foi  pouco  eficaz  sobre  a  aderência  da  amostra  C.  diphtheriae  HC01 
sugerindo  a  participação  de  vias  de  sinalização  alternativas  para  mobilização  de 
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microtúbulos para esta amostra. A análise estatística dos dados indicou que o tratamento 
prévio dos  tapetes  celulares com  genisteína não produziu  efeito significativo  sobre  a 
interação entre macrófagos  U-937  e a amostra invasora (HC01),  diferindo do  observado 
anteriormente em estudos com  as células  epiteliais  HEp-2 (HIRATA  Jr et  al., 2002; 
FILARDY, 2005). 
A  despeito  do  perfil  protéico,  comparando  as  amostras  HC01  e  HC02,  podemos 
observar  diferenças  na  resposta  aos  inibidores  de  citoesqueleto,  que  sugerem  diferenças 
nos mecanismos de  interação  de U937  entre amostras  invasoras de  C. diphtheriae.  O 
comportamento da amostra HC02 frente aos inibidores e bastante semelhante ao observado 
pela amostra ATCC 27012. Por outro lado, a amostra HC01, apresentou maior capacidade 
de aderência  aos  macrófagos  U-937  na presença  de inibidores de actina e  microtúbulos. 
Aparentemente  a  amostra  HC01  apresenta  algum  outro  tipo  de  mecanismo  de  interação 
com  os  macrófagos  U-937  além  daqueles  que  envolvem  polimerização  de  actina  e de 
microtúbulos. 
Após o tratamento das monocamadas de macrófagos com citocalasina E, genisteína 
e colchicina foram detectadas poucas bactérias viáveis internalizadas 3 horas pós-infecção, 
para a  amostra  C.  diphtheriae ATCC 27010  tox-.  O  mesmo não ocorreu para  a  amostra 
tox+  ATCC  27012,  embora  as  monocamadas  de  células  U-937  tenham  permanecido 
íntegras 3 horas pós-infecção. Comparando as amostras C. diphtheriae tox- ATCC 27010 e 
sua homóloga tox+ ATCC 27012, podemos observar maior participação da polimerização 
de actina na  aderência  da  amostra  toxinogênica.  Aparentemente  a infecção  pela  amostra 
atoxinogênica desencadeia a sinalização por vias alternativas à fosfotirosina cinase. 
Contrariamente  ao  descrito  para  amostras  enteroagregativas  de  Escherichia  coLI 
(EAEC) na presença de monocamadas de células HEp-2 (NATARO & KAPER, 1998), as 
amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans testadas foram capazes de induzir polimerização 
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de  actina,  em  monocamadas  de  macrófagos  U-937.  Aparentemente  mecanismos 
envolvendo  sinalização  por tirosina-cinase  foram necessários  para  que  a internalização 
ocorresse. Resultados similares foram obtidos anteriormente para amostras C. diphtheriae 
mitis (HIRATA Jr et al., 2002, 2004) em monocamadas de células epiteliais e endoteliais 
(HIRATA et al. 2002; BERTUCCINI, 2004; PEREIRA, 2007). 
Ensaios  de  interação  celular  com  células  epiteliais  e  endoteliais  humanas  na 
presença  do inibidor de  PTK demonstraram que  a genisteína  foi incapaz de  interferir 
significativamente na aderência bacteriana. Por outro lado, a internalização das amostras C. 
diphtheriae  27010,  27012,  HC01  e  HC02  mostrou-se  significativamente  reduzida  na 
presença de  genisteína,  sugerindo  o  envolvimento  de  mecanismos  de  sinalização  celular 
durante o processo de interação (VALE, 2003; PEREIRA, 2007). 
A sinalização pela fosfotirosina cinase está aparentemente envolvida no processo de 
internalização  por  fagócitos  para  todas  as  amostras  de  C.  diphtheriae,  independente  da 
capacidade de produção de toxina. Os resultados obtidos neste trabalho corroboram que C. 
diphtheriae  pode  utilizar  vias  alternativas  durante  o  processo  de  internalização  em 
fagócitos para alcançar o meio intracelular e aumentar sua viabilidade durante a infecção. 
Diferenças na resposta aos inibidores de citoesqueleto, sugerem diferenças nos 
mecanismos  de  interação  de  U937  com  as  amostras  estudadas.  Embora  todos  os 
componentes do citoesqueleto avaliados exerçam atividade simultânea no processo de 
internalização  bacteriana,  as  amostras  parecem  expressar  mecanismos  de  aderência 
distintos entre si. 
Aparentemente amostras C. diphtheriae e C. ulcerans se comportam de forma 
distinta durante o processo de aderência e internalização pela célula hospedeira, lançando 
mão de diferentes mecanismos e fatores para sobrevivência no meio intracelular, ficando 
desta forma protegidas  da ação de  substâncias  envolvidas  no processo  inflamatório e  da 
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atividade  de  antimicrobianos,  tendo  desta  forma  sua  colonização  e  disseminação 
favorecidas. 
Similarmente ao descrito para S. aureus e estreptococos grupo B, a habilidade de C. 
diphtheriae em invadir e sobreviver no meio intracelular de células epiteliais e endoteliais 
pode explicar a propensão destes agentes para causar infecções respiratórias que evoluem 
para  infecções  persistentes  e  com  destruição  endotelial  e  disseminação  endovascular 
(THOMAS, HAMPSON & HUNNINGHAKE, 1988, CORNACCHIONE et al., 1998; 
PEREIRA, 2007). 
Os  resultados  obtidos  sugerem  ainda  que  amostras  C.  diphtheriae  e  C.  ulcerans 
podem  ainda  apresentar  mecanismos  de  evasão  da  fagocitose  não-opsonizante  por 
macrófagos humanos. 
Alguns  microrganismos  multiplicam  e  permanecem  na  superfície  do  hospedeiro, 
enquanto  outros  se  utilizam  da  aderência  como  primeiro  passo  para  internalização 
alcançando  camadas  mais  profundas  dos  tecidos  e outros  sítios  onde  se estabelecem 
amplificando a infecção (MATTOS-GUARALDI e FORMIGA, 1992; ISBERG, 2002). 
Aderência e internalização a células epiteliais respiratórias, endoteliais e fagocíticas 
representam  etapas críticas  para a  ruptura  da  barreira epitelial-sangüínea  e  disseminação 
sistêmica tanto de amostras toxinogênicas quanto atoxinogênicas de C. diphtheriae. Desta 
forma,  monócitos  “parasitados”  podem  transportar  bacilos  diftéricos  através  da  corrente 
sangüínea conforme descrito para outros microrganismos (DREVETS, 1999). 
Muitas  espécies  de  microrganismos  apresentam  mecanismos  múltiplos  e 
alternativos  para aderência  celular  que podem  ser  expressos sob  condições ambientais 
diversas bem como sob efeito da resposta imunológica de seus hospedeiros ou na presença 
de  superfícies  diferenciadas.  A  maioria  dos  ensaios  realizados  com  bactérias  que 
apresentavam  perfil de aderência agregativa  (AA) tem  sido direcionada  para bactérias 
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Gram-negativas, de modo que a natureza e importância de amostras expressando aderência 
agregativa  ainda  não  estão  completamente  estabelecidas  (MATTOS-GUARALDI  and 
FORMIGA, 1992; HARRINGTON & VILLASECA, 2005). 
Estudos  anteriores  demonstraram  diferenças qualitativas  e  quantitativas  entre  as 
amostras de bacilo diftérico na capacidade de interação com hemácias e células epiteliais 
de trato respiratório superior e inferior (BEC, HEp-2, Detroit D562) e substratos diversos, 
incluindo  vidro  e  poliestireno,  além  de  fibronectina  e  lectinas  diversas  (DEACOCK, 
STEWARD & CARNE, 1983; MATTOS-GUARALDI  et al.,.1998;
 
MOREIRA et  al., 
2003; BERTUCCINI, BALDASSARRI & VON HUNOLSTEIN, 2004; HIRATA Jr et al., 
2004). 
Os  ensaios  realizados  com  monocamadas  de  macrófagos  U937  revelaram  que  as 
amostras dos biotipos não fermentador e fermentador de sacarose exibiram diferentes 
padrões de aderência. À  semelhança do observado  nas interações de C.  diphtheriae com 
células  epiteliais  e endoteliais  (HIRATA  Jr  et al.,  2002,  FILARDY,  2005,  PEREIRA, 
2007),  neste  trabalho,  as  amostras  não  fermentadoras  de  sacarose  se  apresentaram 
associadas  formando  pontos  focais  na  superfície  celular,  enquanto  as  amostras 
fermentadoras de sacarose foram capazes de formar agregados bacterianos. 
Os sacarídeos expressos na superfície de amostras C. diphtheriae podem influenciar 
significativamente  na  adsorção  às  células  hospedeiras.  A  presença  de  resíduos  de  ácido 
siálico  e  -acetil-glucosamina  (GlcNAc)  em  amostras  C.  diphtheriae  em  proporções 
distintas  foi  demonstrada  entre  amostras  fermentadoras e  não-fermentadoras  de  sacarose 
(KELM & SCHAUER, 1997, MATTOS-GUARALDI et al., 1999). 
A  expressão  de  ácido  siálico  na  superfície  de  amostras  C.  diphtheriae  pode 
contribuir  para a  evasão  da  fagocitose  não-opsonizante  devido  à  repulsão  física  entre  as 
bactérias e  os  fagócitos. A  presença  de  glicoconjugados ricos  em  ácido  siálico  pode 
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prevenir  ou  reduzir  a  fagocitose.  A  maior  expressão  de  ácido  siálico  nas  amostras 
fermentadoras  parece  estar  ligada  à  menor  capacidade  de  aderência  e  viabilidade 
intracelular nas amostras estudadas (MATTOS-GUARALDI et al., 2000). 
As amostras C. diphtheriae, portadoras (ATCC 27012) ou não de fagos β (ATCC 
27010),  foram  capazes  de  formar  agregados  bacterianos  localizados,  em  ambos  os 
compartimentos  extra  e  intracelular. Entretanto,  nesta oportunidade  foi  observado  um 
número  bem  maior  de  bactérias  associadas  aos  macrófagos  U937  para  a  amostra 
toxinogênica portadora de fagos β (ATCC 27012). 
As amostras invasoras HC01 e HC02, isoladas de sangue, foram capazes de formar 
agregados  bacterianos,  em  ambos  os  compartimentos  extra  e  intracelular  de  macrófagos 
humanos  não  diferindo  entre  si. Estudos  prévios realizados  em nosso  laboratório com 
células  epiteliais  e  endoteliais  humanas  (HIRATA  Jr  et  al.,  2002;  FILARDY,  2005; 
PEREIRA, 2007) demonstraram que as amostras C. diphtheriae invasoras HC01 e HC02 
também foram capazes de formar agregados bacterianos, à semelhança do observado para 
macrófagos humanos. 
Do  mesmo  modo  que  o  bacilo  diftérico  apresentou  diversidade  nas  propriedades 
adesivas  a  células  de  diferentes  linhagens  e  substratos  diversos,  nossos  dados 
demonstraram  diversidade  quanto à  capacidade  de  aderência  e invasão  a macrófagos 
humanos U937. De qualquer forma, as propriedades de interação do bacilo diftérico com 
macrófagos foram independentes das demais atividades, uma vez que as amostras tox- e 
tox+, sacarose-positiva e negativa, produtoras e não produtoras de fosfolipase, foram todas 
capazes de interagir com macrófagos humanos U937. 
Diversas amostras bacterianas, quando internalizadas, além de evitarem a resposta 
imune  do  hospedeiro, encontram  no  meio  intracelular ambiente  rico,  favorável a  sua 
multiplicação,  garantindo  assim  sua  persistência  e  no  caso  de  células  circulantes,  como 
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fagócitos,  uma  forma  de  disseminação  para  novos  sítios.  Frequentemente  os 
microrganismos são internalizados pelas vias principais de mecanismos de endocitose pré-
existentes, mas estes podem lançar mão de mecanismos alternativos  para indução ou 
modificação destes mecanismos (HILBI, ZYCHLINSKY & SANSONETTI, 1997). 
Patógenos bacterianos exibem mecanismos diversos para evasão da resposta imune, 
dentre eles pode-se incluir a fagocitose que pode ser considerada como um obstáculo ou 
como uma oportunidade  à patogênese microbiana. A internalização e invasão podem ser 
encaradas  como  estratégias  de  sobrevivência  especializadas  para  sobrevivência  e 
disseminação  utilizadas  por  diversos  microrganismos  incluindo  amostras  clínicas  de  C. 
diphtheriae e C. ulcerans (MATTOS-GUARALDI et al., 2000). Além de evitar as defesas 
do  hospedeiro,  a  localização  no  meio  intracelular  provê  o  microrganismo  com  um 
ambiente nutricionalmente rico e livre de organismos competidores. 
Ensaios realizados em células epiteliais sugerem possíveis mecanismos envolvidos 
nas estratégias de internalização e invasão dos patógenos estudados, onde a sobrevivência 
durante a internalização e invasão depende do contato íntimo entre o microrganismo e a 
vesícula lisossomal. Muitos patógenos são conhecidos  por serem  internalizados havendo 
formação de compartimentos diferenciados, “vacúolos frouxos”, com condições adequadas 
à sua persistência, designados fagossomos tight-fitting (RITTIG et al. 2001). 
Microrganismos capazes de invadir células de natureza epitelial ou endotelial (ex., 
HEp-2, HUVECs, HeLa e  LL)  usualmente  são  internalizados em  vacúolos apresentando 
membranas  justapostas.  Dentro  de  algumas  horas,  algumas  bactérias  são  capazes  de 
romper os  vacúolos,  enquanto  outras  permanecem compartimentalizadas.  No primeiro 
caso,  as  bactérias  internalizadas  sobrevivem,  multiplicam-se  e,  eventualmente, 
disseminam-se  para  os  tecidos  adjacentes.  No  segundo  caso,  ocorre  a  fusão  dos 
fagossomos com lisossomos e conseqüente degradação e morte bacteriana, a semelhança 
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do que  ocorre com S. pyogenes. Ocasionalmente, pode  não ocorrer fusão fagossomo-
lisossomo  e,  conseqüentemente,  as  bactérias  permanecem viáveis  dentro  de  vesículas 
intracelulares,  a  semelhança  do  observado  com  GBS  (GRECO  et  al.,  1995).  A  análise 
ultraestrutural de HUVECs infectadas por C.  diphtheriae revelou bactérias internalizadas 
íntegras tanto dentro de vacúolos frouxos quanto livres no citoplasma (PEREIRA, 2007), a 
semelhança do  descrito  com  S.  aureus  (MENZIES  & KOURTEVA,  1998).  Previamente 
foi  relatado  para  células HEp-2  (HIRATA  Jr  et  al., 2004)  a  presença de  amostras  C. 
diphtheriae  tanto  no  interior  de  vacúolos  frouxos  quanto  no  interior  de  vacúolos 
justapostos (VALE, 2003). 
A  análise  ultraestrutural  por  microscopia  eletrônica  de  transmissão  (MET) 
confirmou a habilidade de amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans de invadirem células 
epiteliais e endoteliais humanas e revelou bactérias isoladas em vacúolos desta natureza, 
que aparentemente coalescem à medida que novas bactérias são internalizadas formando 
um  grande  vacúolo  onde  se  concentra  a  maioria  dos  microrganismos  intracelulares. 
Evidências indicam que amostras de C. ulcerans podem usar mecanismos similares àqueles 
previamente descritos para Salmonella em células respiratórias humanas (JEPSON et al., 
1995; Garcia del Portillo et al., 2005). Similarmente ao descrito para Salmonella (Garcia 
del Portillo  et  al., 2005), C.  diphtheriae  e C.  ulcerans também utilizam microfilamentos 
celulares  para internalização  por  células HEp-2 (HIRATA et  al., 2004),  o mesmo  foi 
observado nas interações com macrófagos humanos U937 neste trabalho. 
Microrganimos  como  Haemophilus  intfluenzae,  Salmonella  thyphimurium  e 
Shigella flexineri  podem  romper a junções intercelulares  de monocamadas de células 
epiteliais  nasofaríngeas  humanas  em  modelos  experimentais  (STEPHENS  &  FARLEY, 
1991; SEARS, 2000). Resultados similares foram observados nos ensaios de citotoxidade 
realizados com amostras C. diphtheriae e C. ulcerans testadas em monocamadas de células 
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HEp-2 e macrófagos humanos U-937, havendo dissociação e morte celular (HEp-2  e U-
937)  e  destruição  de  microvilosidades  (HEp-2)  em  períodos  prolongados  de  exposição. 
Uma vez rompida a barreira epitelial, as bactérias podem se disseminar pelo hospedeiro, 
muitos organismos permanecem no interior de células fagocíticas sendo transportados até 
os  linfonodos  onde  estabelecem  novo  sítio  de  infecção  e  posteriormente,  ganham  a 
corrente sanguínea sendo  rapidamente disseminados  atingindo diversos órgãos, alguns 
destes microrganismos, inclusive são transportados através da barreira endotelial e hemato-
encefálica no interior de células. 
Conforme  descrito  para  GBS  e  S.  pneumoniae  (BURN,  KÜPFFER  &  SINGER, 
1988; NIZET et al., 1997; RING, WEISER  & TUOMANEN, 1998; STINS, BADGER & 
KIM, 2001) a destruição de fagócitos infectados por amostras C. diphtheriae e C. ulcerans 
poderia, nas etapas iniciais da infecção, comprometer a resposta imune do hospedeiro além 
de favorecer  a disseminação para sítios  diversos  contribuindo  para o  estabelecimento  de 
novos focos de infecção. 
Neste trabalho a análise através de MO revelou intensa vacuolização citoplasmática 
e núcleos  com elevado grau de  condensação da cromatina, alguns  deles com aspecto 
picnótico  após  infecção  para  todas  as  amostras  testadas  sugerindo  a  ocorrência  de  lise 
celular ou fragmentação nuclear em diferentes intensidades. 
Em  ensaios  de  interação  de  C.  diphtheriae  com  células  epiteliais  de  mamíferos 
(HEp-2 e  VERO),  foram  observados perda das vilosidades, vacuolização  citoplasmática, 
extrusão  do núcleo,  lise  e  morte celular,  sugerindo  atividade  citotóxica, possivelmente 
relacionada  com  a  toxina  diftérica  e/ou  outros  produtos  bacterianos  (VALE,  2003; 
DAMASCO, 2006; PEREIRA, 2007). 
A  produção  de  componentes  celulares  estruturais  ou  secretados  pode  inibir  a 
fagocitose  de  bactérias  aderidas  à  superfície  de  fagócitos.  Amostras  de  Haemophilus 
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ducreyi foram  capazes  de  aderir  eficientemente  (28%  de  bactérias associadas)  e  inibir  a 
fagocitose por células U937 ativadas por PMA (WOOD et al., 2001); fenômenos similares 
foram  observados  para  outros  microrganismos  como  Streptococcus  pyogenes,  S. 
pneumoniae,  Yersinia  enterocolitica,  Helicobcter  pylori,  Cryptococcus  neoformans  e 
Klebisiella  pneumoniae.  Alguns  microorganismos  lançam  mão  de  concentrações  sub-
líticas de toxinas para inibir a fagocitose durante a interação celular, como foi demonstrado 
para  Yersinia  sp.  (YopE),  Pseudomonas  aeruginosa  (ExoS),  capazes  de  inibir  a 
polimerização  de  filamentos  de  actina  e  Escherichia  coLI  (alfa-hemolisina)  capaz  de 
comprometer todo o metabolismo celular de fagócitos (CAVALIERI & SNYDER, 1982, 
HORSTMANN et al., 1988; ROSQVIST et al., 1990; FALLMAN et al., 1995; FRITHZ-
LINDSTEN et al., 1997). Esses microrganismos são capazes de inibir também a fagocitose 
de outros alvos presentes durante a interação. 
A lise celular pode ser considerada também como um mecanismo para a liberação 
de  bactérias  do  meio  intracelular.  A  atividade  lítica  pode  envolver  a  ação  de  enzimas  e 
toxinas  específicas.  De  forma  alternativa,  a  intensa  multiplicação  bacteriana  intracelular 
pode produzir estresse da célula hospedeira levando à sua ruptura e liberação de bactérias 
para o meio extracelular, possivelmente, este processo causaria dano tecidual localizado. 
A multiplicação intracelular em  células  U937  pode  ser favorecida pela  expressão 
precoce de proteínas de estresse conforme descrito para Legionella penumophilla (Hsp60 e 
DnaK) e Brucella suis (DnaK) que interferem na formação do fagossomo (KÖHLER et al., 
2002; MIYAKE, FUKUI & IMAI, 2006). 
Os resultados obtidos demonstram que as amostras C. diphtheriae e C. ulcerans são 
capazes  de  invadir  macrófagos  humanos  independentemente  da  capacidade  de  produzir 
toxinas,  entretanto  a  produção  de  toxina  diftérica  parece  influenciar  positivamente  a 
resistência  à  fagocitose  por  macrófagos  U937  aumentando  a  sobrevivência  no  meio 
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intracelular  e  favorecendo  a  liberação  das  bactérias  intracelulares  por  lise  da  célula 
hospedeira. 
Microrganismos  colonizadores  presentes  em  portadores  assintomáticos  podem, 
diante de modificações ambientais, produzir lesões em seus hospedeiros pela secreção de 
toxinas  embora  o  papel  destas  toxinas  na  patogênese,  nestes  casos,  não  tenha  sido 
esclarecido.  Microrganismos  toxinogênicos,  como  C.  diphtheriae,  que  comumente 
infectam  humanos  susceptíveis,  tem  as  atividades  bioquímicas  de  suas  toxinas  bastante 
conhecidos;  entretanto,  pouco  se  conhece  sobre  a  importância  da  toxina  para  a  biologia 
deste  microrganismo  no  processo  de  interação  bactéria-célula  (BERTUCCINI,  VON 
HOULNESTEIN & BALDASSARI, 2004). 
Os resultados obtidos neste trabalho através de ensaios de citotoxicidade revelaram 
que todas as amostras testadas foram capazes de persistir no meio intracelular produzindo, 
em  intensidades  variáveis,  a  destruição  de  parte  do  tapete celular  a  partir  de  3  horas  de 
infecção. Os percentuais de morte celular observados para as amostras toxinogênicas foram 
significativamente mais altos, destacando-se a amostra toxinogênica C. diphtheriae ATCC 
27012, cuja comparação com sua homóloga tornou evidente a participação da toxina 
diftérica neste fenômeno. 
Resultados  obtidos  nos ensaios  de  microscopia  na  presença  de  azul  de tripan 
indicaram a presença de efeitos citotóxicos sobre macrófagos U-937 infectados para todas 
as amostras testadas, havendo diferenças significativas entre as amostras produtoras e não 
produtoras de toxina diftérica e produtoras e não  produtoras de fosfolipase D.  Neste 
trabalho  foram  observados  efeitos  citotóxicos  em  monocamadas  de  células  U-937 
infectadas  com  as  amostras  C.  ulcerans  809  tox+  pld-  e  CDC-KC279  tox+,  pld+, 
diferentemente  do  anteriormente  descrito  em  ensaios  de  citotoxidade  com  células  Vero 
(PIMENTA,  2003;  DAMASCO,  2006;  PEREIRA,  2007).  Valores  percentuais  de  morte 
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celular  observados  para  a  amostra  C.  ulcerans  CDC-KC279  tox+  pld+  foram 
significativamente  mais  altos  quando  comparados  à  amostra  C.  ulcerans  809  tox+  pld-. 
Tais resultados sugerem que os efeitos sobre estas células podem ser potencializados pela 
produção de fosfolipase em monocamadas de macrófagos humanos. 
Em alguns  casos  a lesão  tecidual  produzida pela liberação de toxina  é necessária 
para que as bactérias alcancem os tecidos periféricos devido à ruptura da barreira epitelial 
ou endotelial, adicionalmente, a liberação de toxina pode também inibir a resposta imune 
do hospedeiro. Frequentemente a toxina não é o único fator de virulência produzido pelo 
patógeno e embora a toxina possa representar o principal determinante de virulência e a 
causa da enfermidade ela pode não ser o principal determinante de infectividade (HILBI, 
ZYCHLINSKY & SANSONETTI, 1997). 
Amostras  C.  diphtheriae  atoxinogênicas  podem  infectar  humanos  e  produzir 
enfermidade, embora  amostras toxinogênicas provavelmente colonizem seus  hospedeiros 
com mais eficiência (BERTUCCINI, VON HOULNESTEIN & BALDASSARI, 2004). 
Embora as amostras clínicas C. diphtheriae HC01 e HC02, e C. ulcerans 809 não 
apresentem o produto de amplificação para o iniciador Dift1 correspondente ao fragmento 
A do gene tox, os efeitos tóxicos foram observados em monocamadas de células HEp-2 e 
macrófagos U-937. Nossos resultados indicaram que amostras C. diphtheriae e C. ulcerans 
produziriam uma DT-like que contribuiria para a resistência à fagocitose e destruição por 
macrófagos humanos. 
As diferenças observadas entre as seqüências DT de amostras C. diphtheriae e C. 
ulcerans  sugeriram que  as diferenças  na patogênese  entre elas,  quanto à  formação  de 
pseudomembrana  e  ocorrência  de  difteria  clássica  pode  resultar  de  ineficiência  na 
translocação da toxina ou na sua ligação ao receptor DT, o ligante do precursor do fator de 
crescimento  epidermal  (KELM  &  SCHAUER,  1997).  Amostras  C.  ulcerans  não 
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portadoras  do  gene  tox  incapazes  de  produzir  citotoxidade  para  células  HeLa  foram 
associadas a infecções extra-faríngeas humanas severas (PIMENTA, 2003). 
Os resultados apontam para a produção de uma toxina DT-like pela amostra clínica 
C. ulcerans 809 apresentando diferenças no fragmento A e sem atividade biológica para 
células Vero, mas com atividade para células HEp-2 e macrófagos humanos U-937. Esse 
achado  explicaria,  em  parte,  a  ausência  de  sinais  clínicos  de  intoxicação,  como  nas 
infecções dérmicas, miocardites e lesões de nervos periféricos. Os resultados corroboram 
com o fato de que C. ulcerans está associada a infecções invasivas independente de 
sinTOMAs clássicos  associadas  à produção de  toxina diftérica conforme  previamente 
descrito (BERTUCCINI, VON HOULNESTEIN & BALDASSARI, 2003, PIMENTA, 
2008). 
A regulação da expressão de fosfolipase D em C. pseudotuberculosis é complexa, 
esta complexidade parece ter importância na adaptação do patógeno às mudanças ocorridas 
durante  a  infecção,  migração,  colonização  de  novos  sítios  e  evolução  da  doença 
(MCKEAN et al., 2007). 
Os resultados obtidos neste trabalho indicam que, de modo similar ao descrito para 
C.  pseudotuberculosis,  a  produção  de  fosfolipase  D  por  amostras  C.  ulcerans  pode 
influenciar  significativamente  na  sobrevivência  bacteriana  na  presença  de  monocamadas 
de macrófagos U-937, representando um importante fator de virulência nesta espécie. 
A  expressão  de  fosfolipase  D  por  C.  pseudotuberculosis  parece  desempenhar 
importante papel na morte celular de macrófagos. Essa enzima, uma exotoxina que possui 
atividade esfingomielinase, é capaz de promover aumento da permeabilidade vascular, tem 
propriedades  dermonecrosantes  e  pode  comprometer  a  viabilidade  de  neutrófilos  e 
macrófagos. 
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A  secreção  de  fosfolipase  D  tem  regulação  positiva  dependente  da  densidade 
celular,  temperaturas  elevadas  em  altas  densidades  celulares  e  foi  superexpressa  em 
cultivos celulares de macrófagos experimentalmente. A expressão de fosfolipase D por C. 
pseudotuberculosis  no  meio  intracelular  representou  discreta  influência,  mas  de 
significativa importância, na redução da viabilidade de macrófagos durante a infecção. A 
atividade  da  fosfolipase  no  meio  intracelular  em  macrófagos  pode  ser  resultante  da 
interrupção das vias de sinalização, além da remodelação da membrana celular (MCKEAN 
et al., 2007). 
Diversas  alterações  morfológicas  decorrentes  da  infecção  pelas  amostras 
toxinogênicas  sugestivas  de  morte  celular  programada  foram  observadas  à  MO, 
caracterizadas  por  retração  celular,  condensação  citoplasmática,  formação  de  expansões 
bolhosas e desprendimento de vesículas de citoplasma, vacuolização nuclear, condensação 
da  cromatina  e  marginalização  nuclear  de  forma  similar  ao  descrito  anteriormente  para 
células  VERO  (Damasco,  2006).  Anteriormente  foi  detectada  fragmentação  do  DNA  e 
mudanças na  morfologia nuclear  em células epiteliais e endoteliais infectadas com  S. 
aureus,  sugerindo  a  ocorrência  de  morte  celular  programada  (apoptose).  (Ogawa  et 
al.,1985; MENZIES & KOURTEVA, 1998; HASLINGER-LOFFLER et al., 2005; SINHA 
& HERRMANN, 2005). Macrófagos infectados com amostras clínicas de Shigella flexneri 
apresentaram  alterações  típicas  de  apoptose  com  formação  de  projeções  bolhosas 
(blebbing)  da  membrana  citoplasmática,  vacuolização  citoplasmática e  condensação  da 
cromatina nuclear  (GUINCHON &  ZICHINSKY,  1997). Amostras  de Shigella  flexineri, 
uma vez no interior de  macrófagos, foram capazes induzir a apoptose antes  da fusão do 
fagolisossoma,  escapando  do  efeito  das  enzimas  lisossomais.  Alguns  patógenos 
intracelulares,  como  Shigella  flexineri,  Bacillus  anthracis,  Yersinia  pestis,  Pseudomonas 
aeruginosa,  Salmonella  typhi,  Bordetella  pertussis  e  C.  diphtheriae  podem  induzir 




 
 
139
 

apoptose  em  macrófagos  permitindo  sua  liberação  para  o  meio  extracelular  após  a 
fagocitose,  este  mecanismo  associado  à  liberação  de  substâncias  pró-inflamatórias  atrai 
outros fagócitos e, desta forma, amplifica a infecção e favorece sua disseminação por via 
hematógena  (ZYCHLISNKY,  PRÉVOST  &  SANSONETTI,  1992;  HILBI, 
ZYCHLINSKY & SANSONETTI, 1997). 
Em  ensaios  de  interação  de  C.  diphtheriae  com  células  epiteliais  transformadas 
(HEp-2), foram observadas perda das vilosidades, vacuolização citoplasmática, extrusão do 
núcleo, lise e morte celular, sugerindo atividade citotóxica, possivelmente relacionada com 
a toxina diftérica e/ou outros produtos bacterianos (VALE, 2003). 
Ensaios realizados com células endoteliais revelaram vacuolização citoplasmática e 
nuclear como  efeitos tóxicos para amostras C.  diphtheriae toxinogênicas  (ATCC 27012, 
814) e atoxinogênica (ATCC 27010) em graus diferenciados (PEREIRA, 2007). 
Em  relação  ao  C.  diphtheriae,  estudos  anteriores  demonstraram  que  a  toxina 
diftérica, assim como  outros inibidores da síntese protéica, foi capaz  de causar apoptose 
em células de linhagem monocítica (U937) (MORIMOTO & BONAVIDA, 1992; KOCHI 
& COLLIER, 1993; KAGEYAMA et al., 2002). 
Para  o  C.  diphtheriae,  o  fenômeno  de  vacuolização  celular  parece  não  estar 
unicamente  relacionado  com  a  produção  de  toxina,  uma  vez  que  também  foi  observado 
para a amostra atoxinogênica ATCC 27010. O fenômeno de vacuolização celular foi 
relacionado  com  a  produção  de  toxina  e  hemolisinas  em  diversas  espécies  bacterianas, 
incluindo  H.  pylori,  V.  cholerae,  A.  hydrophila  e  Serratia  marcescens.  Entretanto,  este 
fenômeno  ainda  não  foi muito  bem  definido (ABRAMI  et  al.,  1998;  HERTLE  et  al., 
1999). 
Neste trabalho foi observado, nos ensaios de interação celular utilizando o corante 
fluorescente DNA-específico  (DAPI) (GHOSH et  al.,  1998; HASLINGER-LOFLLER et 
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al., 2005), que macrófagos humanos infectados apresentaram material nuclear de tamanho 
reduzido e/ou com  cromatina compactada,  sugestivo de  morte celular programada em 
intensidades  variadas  para  as  diversas  amostras.  Para  o  C.  diphtheriae,  o  fenômeno  de 
vacuolização celular parece não estar unicamente relacionado com a produção de toxina, 
uma vez que também foi observado para a amostra atoxinogênica ATCC 27010. 
Os resultados permitiram estabelecer correlação entre a produção de toxina diftérica 
e alterações nucleares, entretanto, diferenças observadas entre os resultados obtidos para 
ensaios  utilizando  as  amostras  C.  diphtheriae  27010  (atoxinogênica),  na  presença  e 
ausência de toxina diftérica e 27012 (toxinogênica) apontam para contribuição significativa 
de outros produtos decorrentes da infecção fágica para a ocorrência de alterações celulares 
na  interação  de  C.  diphtheriae  com  macrófagos  humanos.  Estudos  adicionais  são 
necessários no sentido  de esclarecer os fatores virais associados à toxicidade celular, 
particularmente pelo fenômeno de vacuolização citoplasmática. 
A morte das células infectadas poderia auxiliar a disseminação dos microrganismos 
intracelulares  para  o  sangue  e  outros  tecidos  originando  novos  focos  de  infecção, 
semelhante  ao  descrito  para  amostras  de  E.  coli  (OGAWA  et  al.,  1985;  MENZIES  & 
KOURTEVA, 1998; NATARO & KAPER, 1998; JOUVE et al., 1997). 
Com o intuito de elucidar os mecanismos envolvidos na disseminação de infecções 
invasivas  por  C.  diphtheriae  e  C.  ulcerans  em  humanos,  estudos  complementares  estão 
sendo realizados em nosso laboratório. 
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Conclusões 
 
Os resultados obtidos no estudo da interação não-opsonizante de Corynebacterium 
diphtheriae e Corynebacterium  ulcerans, portadoras ou não de fagos β, com macrófagos 
humanos utilizando como modelo experimental células monocíticas humanas ativadas com 
PMA de linhagem U-937 permitiram concluir que: 
 
•  Células monocíticas humanas são capazes de interagir com amostras de C. diphtheriae 
e de C. ulcerans na ausência de opsoninas, independente da capacidade de produção de 
toxina diftérica e/ou de fosfolipase D; 
•  As  amostras  de  C.  diphtheriae  e  de  C.  ulcerans  exibem  variações  no  grau  de 
susceptibilidade ao processo de fagocitose não opsonizante realizado por macrófagos 
U-937; 
•  Células bacterianas não fagocitadas pelos macrófagos U-937 permanecem viáveis nos 
sobrenadantes das monocamadas infectadas tanto para as amostras de C.  diphtheriae 
quanto para C. ulcerans de origens e características biológicas diversas. 
•  Algumas  amostras de C.  diphtheriae e  de  C. ulcerans  são capazes  de replicar  no 
sobrenadante de macrófagos U-937 infectados; 
•  Nos  ensaios  realizados  in  vitro  apenas  uma  proporção  menor  que  40%  das  células 
bacterianas sofre o processo de fagocitose não opsonizante por macrófagos U-937; 
•   Os  números  de  bactérias  viáveis  aderidas  na  superfície  dos  macrófagos  variam  de 
acordo com o tempo e a origem das amostras; 
•  Amostras de C. diphtheriae e de C. ulcerans são internalizadas pelos macrófagos em 
intensidades  variadas.  O  maior  número  de  microrganismos  viáveis  internalizados  é 
observado no período entre 3 e 4 horas pós-infecção. 
•  Amostras de C.  diphtheriae e de C.  ulcerans são capazes de permanecer viáveis no 
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interior  dos  macrófagos  por  tempos  prolongados  (até  pelo  menos  24  horas  após  a 
infecção), porém em intensidades variadas. A amostra tox- exibe maior capacidade de 
permanecer viável por tempo prolongado no interior dos fagócitos. 
•   Algumas  amostras  de  C.  diphtheriae  e  de  C.  ulcerans  são  capazes  de  replicar  no 
interior dos macrófagos. 
•  As amostras de C. diphtheriae isoladas de sangue de pacientes com endocardite, além 
de apresentarem perfis protéicos idênticos, também apresentaram maior resistência a 
fagocitose não opsonisante por células U-937 do que as amostras de C. diphtheriae e 
de C. ulcerans isoladas de outros sítios de infecção; 
•  As amostras de C. diphtheriae produtoras de toxina diftérica são fagocitadas mais 
avidamente por macrófagos U-937 na ausência de opsoninas quando comparadas com  a 
amostra tipo ATCC 27010, não carreadora do gene tox. 
•  Embora todas  as  amostras  de  C.  diphtheriae  e  de  C.  ulcerans  testadas  sejam 
capazes  de  sobreviver  no  compartimento  intracelular  de  macrófagos  e  células  epiteliais 
por até 24 horas, a maior capacidade de sobrevivência intracelular por tempo prolongado 
foi observado em amostra invasora isolada de sangue de paciente com endocardite. 
•  As  células  bacterianas  de  amostras  C.  diphtheriae  e  C.  ulcerans  são  capazes  de 
produzir efeitos citotóxicos de diferentes intensidades durante o processo de fagocitose não 
opsonizante por células U-937. 
•  A infecção por amostras C.  diphtheriae e C. ulcerans desencadeia em macrófagos 
humanos  alterações  morfológicas  precoces  sugestivas  de  indução  de  morte  celular 
programada. 
•  A produção de toxina diftérica por amostras C. diphtheriae e C. ulcerans influencia 
positivamente a ocorrência de efeitos citotóxicos em monocamadas de macrófagos U937. 
•  A produção de fosfolipase D por amostras C.  ulcerans potencializa a produção de 
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efeitos citotóxicos em monocamadas de macrófagos U937. 
•  O  processo  de  internalização  não-opzonizante  de  amostras  C.  diphtheriae  por 
macrófagos U-937 é dependente da polimerização de microfilamentos de actina; 
•  Além  da  polimerização  de  microfilamentos  de  actina,  os  microtúbulos  exercem 
papel fundamental no processo de fagocitose não-opsonizante e viabilidade intracelular de 
amostras de C. diphtheriae; 
•  Os  ensaios  com  genisteína  indicaram  a  participação  de  tirosinas-cinases, 
evidenciando-se o envolvimento de mecanismos de sinalização celular durante o processo 
de interação bactéria-célula U-937, especialmente, no processo de internalização; 
•  Não  foi  observada  correlação  entre  o  processo de  internalização  não-opsonizante 
bacteriana pelas células U-937 e os padrões de aderência em células HEp-2 do tipo 
localizado e do tipo agregativo expressos pelas amostras de C. diphtheriae . 
•  A  capacidade  de  sobrevivência  no  interior  de  células  epiteliais,  endoteliais  e 
fagócitos  humanos,  parece  favorecer  o  estabelecimento  e  persistência  do  processo 
infeccioso, liberação  e  difusão  da  toxina diftérica  além do  estabelecimento  de  focos 
múltiplos de infecção ocasionando quadros de pneumonia, osteomielite e endocardite. 
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Os resultados obtidos neste trabalho resultaram na produção dos artigos científicos 
completos cujos manuscritos encontram-se em anexo. 
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