UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS ESCOLA DE VETERINARIA
Colegiado de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal

HELOISIA MARIA BRESSAN BRAZ

PATOGENICIDADE DE BRUCELLA OVIS EM CAMUNDONGOS GESTANTES E
AVALIACAO DA INOCUIDADE E PROTECAO INDUZIDA PELA CEPA
MUTANTE ATENUADA BRUCELLA ovis AabcBA DURANTE A GESTACAO

Belo Horizonte
2021



Heloisia Maria Bressan Braz

PATOGENICIDADE DE BRUCELLA OVIS EM CAMUNDONGOS GESTANTES E
AVALIACAO DA INOCUIDADE E PROTECAO INDUZIDA PELA CEPA
MUTANTE ATENUADA BRUCELLA ovIs AabcBA DURANTE A GESTACAO

Dissertacdo apresentada ao programa de pos-
graduacdo em Ciéncia Animal da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais, como requisito para obtencdo do titulo
de Mestre em Ciéncia Animal.

Area de concentragdo: Patologia Animal.
Orientador: Prof. Renato de Lima Santos.

Coorientadora: Profa. Tatiane Alves da Paixdo

Belo Horizonte
2021



Braz, Heloisia Maria Bressan, 1996-

Patogenicidade de Brucella ovis em camundongos gestantes e avaliagdo da inocuidade e protecao

induzida pela cepa mutante atenuada Brucella ovis AabcBA durante a gestacdo/ Heloisia Maria
Bressan Braz. -2021.

51 f.:il

B827p

Orientador: Renato de Lima Santos
Coorientadora: Tatiane Alves da Paix&o
Dissertacéo (Mestrado) apresentada & Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais para obtenc¢do do titulo de Mestre em Ciéncia Animal.
Avrea de concentragdo: Patologia Animal
Bibliografias: f. 43 — 51.

1. Ovinos - Doengas - Teses - 2. Brucelose em animais — Teses - 3. Vacina veterinaria - Teses - I.

Santos, Renato de Lima — Il. Paixdo, Tatiane Alves da - 11l. Universidade Federal de Minas Gerais,
Escola de Veterinaria - V. Titulo.

CDD -636.089 69

Bibliotecéria responsavel Cristiane Patricia Gomes — CRB2569
Biblioteca da Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE VETERINARIA
COLEGIADO DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

FOLHA DE APROVACAO

HELOISIA MARIA BRESSAN BRAZ

Dissertacdo submetida a banca examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pds-Graduacao
em CIENCIA ANIMAL, como requisito para obtencdo do grau de MESTRE em CIENCIA ANIMAL, area de
concentracdo Patologia Animal.

Aprovado(a) em 22 de junho de 2021, pela banca constituida pelos membros:

Dr.(a). Renato de Lima Santos
Presidente - Orientador(a)
Dr.(a). Ana Patricia de Carvalho da Silva
Dr.(a). Alcina Vieira de Carvalho Neta

Dr.(a). Silvia de Araujo Franca Baéta

g —
\ei' Documento assinado eletronicamente por Renato de Lima Santos, Professor do Magistério
> o t_ﬁ Superior, em 22/06/2021, as 17:47, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art.

assinatura

( eletrdnica do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

' ~ei' Documento assinado eletronicamente por Alcina Vieira de Carvalho Neta, Usuario Externo, em
> o @ 06/07/2021, as 14:24, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n?

assinatura

{ eletrdnica 10.543, de 13 de novembro de 2020.

’ ———
»eil Documento assinado eletronicamente por Ana Patricia de Carvalho da Silva, Usudrio Externo, em
3 ' L‘ﬂ 29/06/2021, as 16:48, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n?

assinatura

| eletrdnica 10.543, de 13 de novembro de 2020.

: Ei' Documento assinado eletronicamente por Silvia de Araujo Franga Baéta, Usuario Externo, em
ST Llﬁ 23/06/2021, as 10:32, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n?

assinatura

{ eletrdnica 10.543, de 13 de novembro de 2020.

..:E] - E-. A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
w5y :: https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?
L- . - . I . e
s acao=documento_conferir&id orgao_acesso_externo=0, informando o cédigo verificador 0784359 e

oft -]k 0 codigo CRC 64754BEC.



Dedico este trabalho a minha mée Helaine
Bressan de Mendonca e a minha avé Rita de
Céssia Bressan (in memorian), que além de
acreditar e apoiar 0os meus sonhos, nunca
mediram esforcos para que eu pudesse alcanca-

los.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por iluminar meus passos ao longo dessa trajetoria, me
mantendo sempre forte diante das adversidades e por todas as oportunidades e conquistas
alcancadas;

A minha m&e Helaine Bressan de Mendonga, a minha avo Rita de Céssia Bressan de
Mendonca (in memorian), a minha tia Maria de Lourdes Bressan e aos meus tios Helaine Lopes
de Faria Bressan e lIvan Bressan de Mendonga por todo carinho, paciéncia, incentivo,
preocupacao, apoio e amor oferecidos a mim;

Ao meu orientador Prof. Dr. Renato de Lima Santos e a minha Coorientadora profa.
Dra. Tatiane Alves da Paixao, pela oportunidade, pela confianga, pela paciéncia e pelos
conhecimentos transmitidos;

A todos os colegas do Laboratério de pesquisa de doencas infecciosas RLS, pela
paciéncia e dedicacdo em sempre me ensinar e estender a mdo, sem vocés esse projeto ndo seria
possivel.

Aos amigos que fiz durante essa caminhada que foram essenciais para 0 meu
crescimento pessoal e profissional, Paula Correa, Marcelo Coelho, Jefferson Bruno, Fabiola
Barroso, Monique, Thaynara Carvalho, Bruno Sossai, Amanda Rodrigues e Pamela Grossi.

Ao Jhosen pelo companheirismo, paciéncia, carinho e ajuda durante essa fase.

Ao prof. Dr Jodo Paulo Machado, que foi meu orientador durante a graduagédo e o
primeiro a me incentivar e apoiar a seguir essa area.

A Escola de Veterinaria da UFMG, por proporcionar um ensino de grande qualidade e
pelo acolhimento durante esse periodo; A Capes, pela bolsa concedida. E a todos que de algum

modo, me incentivaram e me acompanharam nessa jornada, meu sincero agradecimento.

Obrigada!



“A persisténcia é o caminho do éxito” (Charles Chaplin)



RESUMO

A brucelose ovina causada por Brucella ovis é uma das principais enfermidades que cursam
com falhas reprodutivas em ovinos. Considerando a escassez de pesquisas relacionadas a
infeccdo por Brucella em modelo murino gestante, esse estudo foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar a patogenicidade transplacentaria da cepa virulenta de B. ovis ATCC
25840 (B. ovis WT) e B. ovis AabcBA, bem como avaliar o potencial vacinal da cepa mutante
de B. ovis AabcBA nesse mesmo modelo. Para isso, 40 camundongos fémeas BALB\c foram
divididas em quatro grupos contendo 10 animais cada: Grupo 1 — inoculado com solugéo
salina (PBS), grupo 2 — inoculado com PBS e desafiado com B. ovis WT; grupo 3 — inoculado
com PBS e desafiado com B. ovis AabcBA; grupo 4 vacinado com B. ovis AabcBA e desafiado
com B. ovis WT. As fémeas foram estimuladas ao estro e colocadas para copula. Cinco dias
apos a visualizacdo do plug vaginal foram inoculadas intraperitonealmente (ip) com 100 pL
de PBS estéril, 100 pL de 1 x 106 UFC de B. ovis AabcBA e 100 pL de 1 x 10°® UFC de B.
ovis WT, conforme estabelecido nos grupos supracitados. Ao décimo sétimo dia de gestacao,
as fémeas foram eutanasiadas e necropsiadas para coleta de fragmentos de baco, figado,
utero, placenta, feto e glandula maméria para bacteriologia, histopatologia e
imunoistoquimica. Nas fémeas inoculadas com a estirpe selvagem observaram-se placentite
necrotizante, além de microgranulomas em figado e baco. Com base nesses resultados é
possivel avaliar que a infec¢cdo por B. ovis em modelo murino gestante tem comportamento
similar & infeccéo por B. abortus no mesmo modelo. A cepa mutante B. ovis AabcBA além
de ndo resultar em recuperacdo bacteriana em nenhum dos érgéo supracitados, também néo
induziu lesGes macroscépicas e histopatolégicas, demosntrando ser esta uma cepa segura e
atenuada nesse modelo de estudo experimental. Além disso, B. ovis AabcBA foi capaz de
produzir resposta imunoldgica protetora ap6s o desafio com B. ovis WT.

Palavras-chave: Patogenicidade transplacentaria, vacina, Brucella ovis, placentite
necrotizante.



ABSTRACT

Ovine brucellosis caused by Brucella ovis is one of the most important diseases causing
reproductive failure in sheep. Considering the scarcity of research related to Brucella
infection in a pregnant murine model, this study was developed with the goal of evaluating
the transplacental pathogenicity of B. ovis virulent strain ATCC 25840 (B. ovis WT) and B.
ovis AabcBA associated with the vaccine potential of mutant strain of B. ovis AabcBA in this
same model. Thus, 40 BALB/c female mice were divided into four groups containing 10
animals each: Group 1 — inoculated with saline solution (PBS); group 2 — inoculated whit
PBS and challenged with B. ovis WT; group 3 — inoculated with PBS and challenged with B.
ovis AabcBA,; group 4 vaccinated with B. ovis AabcBA and challenges with B. ovis WT.
Female mice were stimulated for induction of estrus and allowed to copulate. Five days after
visualization of the vaginal plug, they were inoculated intraperitoneally (ip) with 100 pL of
sterile PBS, 100 pL of 1 x 10% CFU of B. ovis AabcBA and 100 pL of 1 x 10% CFU of B. ovis
WT as established in the aforementioned groups. They were euthanized and necropsied. On
the seventeenth day of gestation, the females were euthanized and necropsied to collect
fragments of spleen, liver, uterus, placenta, fetus and mammary gland for bacteriology,
histopathology and immunohistochemistry. Females inoculated with the WT strain
developed necrotizing placentitis as well as microgranulomas in the liver and spleen.
Therefore, B. ovis infection in pregnant mice results in changes similar to those previously
observed in B. abortus infection in the same model. Infection with B. ovis AabcBA mutant
strain did not result in bacterial recovery from any of the aforementioned organs, and it did
not induce gross or microscopic lesions, making it a safe and attenuated strain in this
experimental model. In addition, B. ovis AabcBA was able to induce a protective immune
response after the challenge with B. ovis WT.

Keywords: Transplacental pathogenicity, vaccine, Brucella ovis, pregnant, necrotizing
placentitis.
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(B) Recuperacdo de B. ovis por grama de Gtero em fémeas gestantes e ndo gestantes dos grupos:
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PBS\PBS; PBS/AabcBA ; AabcBA/WT; PBS/WT. Os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis. Diferengas estatisticas entre os grupos sdo indicadas por asteriscos: (* p <
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Figura 16 - (A) Recuperacdo de Brucella ovis por grama de placenta em fémeas gestantes dos grupos:
PBS\PBS; PBS/AabcBA; AabcBA/WT; PBS/WT. Os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis. Diferencas estatisticas entre o controle negativo e 0s demais grupos sdo indicadas
por asteriscos: (**** p < 0,0001). (B) Recuperagédo bacteriana de amostra virulenta e mutante de B. ovis
por grama de feto dos grupos: PBS\PBS; PBS/AabcBA; AabcBA/WT; PBS/WT. Os dados foram
analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal- Wallis. Diferencas estatisticas entre 0s grupos sdo
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LISTA DE ABREVIATURAS

ABC: ATP binding cassette

APC: Células apresentadoras de antigenos

BOP-I: Ilha de patogenicidade 1 de Brucella ovis

CaCly: Cloreto de calcio CO>: Didxido de carbono

DAB: Cromogeno 3°3-diaminobenzidina DNA: Acido desoxirribonucléico

FC: Fixacdo de complemento HE: Hematoxilina e eosina

IDGA: Imunodifusdo em gel de Agar IL-10: Interleucina 10

IL-12: Interleucina 12 INF-y: Interferon gama IP: Intraperitoneal

IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica Log: Logaritmo

LPS: Lipopolissacarideo

MAPA: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento MOPS: 3-(N-morfolino)
propanesulfonico

NaCl: Cloreto de sddio

ORF: Quadro de leitura aberta

PAMPS: Padrdes moleculares associados a patégenos

PBS: Tampdo fostato

PCR: Reacéo de cadeia polimerase TSA: Agar triptona de soja

TLR: Receptor do tipo toll

UFC: Unidade formadora de colonia UnK: Cell natural killer uterine WT: Wild type



SUMARIO

L. INTRODUGAD ...ttt es s s et ssae s 14
PO ] | I Y TSP 16
3. REVISAO DE LITERATURA ....cooooieeeeteee ettt ses st 16
3.1 0 GENEIO BIUCEIIA ..o e 16
3.2 InfeCGa0 POr BrUCEIIA OVIS ......ccueiiieiiiiei s 17
3.3 Diagnostico e controle de Brucella OViS............ccooieiiineieiieeee s 18
3.4 Resposta imune frente a infeccao por Brucella spp. .......cooeeveiiiiiiieie e 19
3.5 Sistemas transportadores do tipo ABC .........oov e 20
3.6 Citologia vaginal e ciclo estral nas fémeas de camundongo BALB\C ...........cccccoeveiieein, 21
3.7 PIACENTAGAD ...ttt bbb bbbt e b 22
4. MATERIAL E METODOS ......coeeiiieteieeeteee e tess s seste s sssss s sesas st s s snansens 23
4.1 Cultivo da cepa virulenta de Brucella ovis ATCC 25840 .. Error! Bookmark not defined.
4.2 Delineamento exXperimental........ ..o 23
B 151 (0] o] (0] [0 | F- OO OO SO T PR URUPPPRR 25
o T Tox (=1 0] (o T USSR 26
4.5 IMUNOISTOQUIMICA ....cvieeeieiecie ettt ettt e s ba e s te et e e teesbeebeaneesraeneenee e 26
4.6 ANALISE BSTALISTICA ...vevveveiiciecit ettt re e ans 27
5. RESULTADOS ...ttt ettt et e et e e st e e et e e st e e e anbe e e snteeennaeeenneees 27
5.1 AIEragcies PatOIOQICAS ........cueiuieieiieiieie ettt et e s te e e ns 27
5.2 ESCOre histopatolOQiCO. .......cueeiuieiiiiecieee sttt 35
5.3 1501amMent0 DACLEITAND .......eiueeiieie et ettt 36
B. DISCUSSAD..... ceoceaereeseeseseeseess st ess sttt 38
7. CONCLUSOES ..ottt sttt 40

REFERENCIAS ..o ettt e e et e e e e e e et e e e s e e e s et e e et et et e e s et e e e s e e es e e s etee e e ees e 41



14

1. INTRODUCAO

A brucelose é uma doenga infecciosa crénica causada por bactérias do género Brucella.
Estas bactérias acometem animais domésticos, selvagens e o homem (FRANCO et al., 2007;
CORBEL et al., 2006). As principais espécies de Brucella que possuem potencial patogénico
para o ser humano sédo: B. melitensis, B. abortus, B. suis e B. canis (MORENO et al., 2002;
SCHOLZ et al., 2010; KANG et al., 2019).

Nos animais domeésticos, como bovinos, ovinos, caprinos e suinos, as principais
conseqiéncias incluem alteracdes reprodutivas como: aborto e metrite em fémeas, orquite e
epididimite em machos, além de infertilidade e nascimento de crias fracas. No homem, a doenca
se destaca por ter carater crénico e induzir sinais clinicos inespecificos como falta de apetite,
apatia, cefaléia, perda de peso, febre ondulante, podendo progredir para artrite, meningite,
endocardite, espondilite, alteracGes reprodutivas e, em casos raros, pode acometer o sistema
nervoso central e ocasionar sintomatologia nervosa (BOSCHIROLI et al., 2001; FRANCO et
al., 2007). No homem sua transmisséo ocorre pela ingestdo de alimentos oriundos de animais
contaminados, como por exemplo, leite ndo pasteurizado; produtos lacteos contaminados ou
pelo contato direto e/ou indireto com animais infectados (ALTURI et al., 2011).

Por serem agentes potencialmente abortivos Brucella spp. causam perdas econdmicas
significativas a produtores rurais (SANTOS et al., 2013), visto que a enfermidade além de
ocasionar aborto, baixa fertilidade e nascimento de crias fracas, também pode levar a producao
de leite e carne insatisfatorias, perdas no rendimento industrial com a condenagdo de produtos
oriundos de animais infectados e imposicdo de barreiras sanitarias e tarifarias ao comércio
internacional (POESTER et al., 2009; POESTER et al., 2013; SANTOS et al., 2013).

Atualmente o Brasil dispde de duas cepas vacinais (B19 e RB51) para o controle e
prevencdo da brucelose bovina. A vacinacgdo utilizando a cepa B19 é feita nas fémeas bovinas
entre trés e oito meses de idade, caso a vacinagéo seja feita em animais superiores a essa idade
induz a producéo de anticorpos detectaveis nos testes de rotina empregados para diagndstico da
brucelose. Ja a cepa RB51 pode ser utilizada em qualquer idade, por ser uma cepa

estavelmente rugosa, possui a vantagem de ndo induzir anticorpo especifico anti-LPS
detectados pelos testes sorologicos de rotina (SCHURIG, etal., 2002; BASTOS et al., 2012).Em
caso de acidente com a manipulagdo desta cepa, é de suma importéncia a utilizacdo alternativa
de outras drogas para o tratamento sistémico, ja que, esta cepa € resistente a rifampicina
(SCHURIG, et al., 2002; Brasil, 2017a; BASTOS et al., 2012).
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Em suma, as vacinas vivas atenuadas disponiveis comercialmente contra B. abortus
possuem como desvantagens: o potencial patogénico para 0 homem em casos de exposi¢éo
acidental a vacina, interferéncia nos testes diagnosticos, excrecdo bacteriana em fluidos
bioldgicos, além da possibilidade de inducdo de abortos nos animais (CORBEL et al., 2006;
BASTOS et al., 2012). No momento néo existe no Brasil uma vacina comercial para o controle
e prevencdo de B. ovis.

O modelo murino se tornou o principal modelo para o estudo da brucelose, apesar de
apresentarem diferencas fisioldgicas e imunoldgicas quando comparado aos hospedeiros
preferenciais de cada espécie de Brucella, o modelo permite facil manuseio, e requer espacos
menores para a elaboracdo do experimento, quando comparado a modelos experimentais que
utilizam animais de grande porte, como, por exemplo, bovinos (SILVA et al., 2011; JIMENEZ
DE BAGUES et al., 2014). Novos estudos envolvendo esse modelo experimental estio
surgindo. Byndloss et al (2019) observaram que a infecgéo por B. abortus em modelo murino
gestante apesar das diferencgas fisiologicas entre as especies foi capaz de induzir lesdes similares
a infeccdo em ruminantes, tornando esse um bom modelo para estudo.

Ao longo do tempo ha varios estudos em diferentes modelos experimentais que buscam
0 desenvolvimento de uma vacina que seja eficaz e protetora contra a infec¢do por Brucella.
Carvalho et al (2016) realizaram uma meta-analise dos avancos recentes em vacinologia contra
brucelose no modelo murino e concluiram que ao longo de 30 anos, ndo houve uma tendéncia
clara relacionada ao progresso do potencial protetor dessas vacinas experimentais, um
imunogeno que fosse capaz de controlar a carga bacteriana nos animais, impedindo as perdas
reprodutivas, e impedindo a excre¢do da bactéria, seja cepa vacinal ou selvagem, pelos fluidos
bioldgicos, como leite, secre¢do vaginal, urina e placenta, seria uma importante ferramenta na
erradicacdo da brucelose nos animais impedindo assim, sua propagagdo para os humanos
(CARVALHO et al., 2016).

Estudos prévios feitos no Laboratorio de Patologia Molecular (LPM), da Escola de
Veterindria da UFMG, levaram ao desenvolvimento de uma estirpe mutante de B. ovis
denominada AabcBA que resultou na atenuacdo in vitro e in vivo em camundongos e ovinos
(SILVA et al., 2011a; SILVA et al., 2013), com menor colonizacdo bacteriana no bago e no
figado, além de ndo induzir lesdes macroscopicas e microscopicas no baco, figado ou 6rgéos
reprodutores.

Considerando os resultados promissores utilizando a cepa mutante B. ovis AabcBA

(SILVA et al., 2015) e a auséncia de estudos relacionados a infec¢do por B. ovis em modelo
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murino gestante, esse trabalho propde avaliar a patogenicidade transplacentéria de B. ovis em
modelo murino gestante associado ao potencial vacinal da cepa mutante de B. ovis AabcBA

nesse mesmo modelo.

2. OBJETIVO

o Avaliar o potencial patogénico da cepa mutante atenuada B. ovis AabcBA e B.
ovis WT em modelo murino gestante.

o Avaliar inocuidade a protecdo induzida pela cepa mutante atenuada B. ovis
AabcBA em modelo murino gestante.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O género Brucella

A brucelose é uma doenca infecciosa causada por bactérias do género Brucella, que sdo
cocobacilos Gram-negativos intracelulares facultativos, ndo esporulados e ndo encapsulados,
capazes de infectar varias espécies animais e humanos (CORBEL et al., 2006). Um importante
fator de viruléncia das bactérias desse género é o lipoppolissacarideo (LPS) presentes na
membrana externa. A molécula de LPS é formada pela por¢do antigénica cadeia O e a por¢éo
toxica lipideo A. Bactérias do género Brucella podem ser divididas em dois grupos
antigenicamente distintos: as lisas (B. melitensis, B. abortus, B. suis e B. neotomae) e as
rugosas (B. canis e B. ovis). As colbnias lisas possuem a molécula de LPS completa, isto ¢,
possui tanto a porcdo antigénica cadeia O quanto a porcgdo toxica lipideo A, ja as coldnias
rugosas possuem a molécula de LPS incompleta, estas ndo apresentam o antigeno-O (MARTIN;
HANCOCK, 1990; BASTOS et al., 2012).

A primeira descri¢do de Brucella ocorreu em 1887 por David Bruce, que identificou a
bactéria, entdo denominada Micrococcus melitensis, como causadora da febre de Malta
(GODFROID et al., 2005). Atualmente, o género possui seis espécies classicas que sdo
reconhecidas de acordo com sua patogenicidade e seus respectivos hospedeiros preferenciais:
B. melitensis (caprinos e ovinos), B. abortus (bovinos), B. suis (suinos), B. canis (cdes), B.
neotomae (roedores silvestres) e B. ovis (ovinos) (MORENO et al., 2002; MORENO et al.,
2014; FOSTER et al., 2007; SCHOLZ et al., 2010; KANG et al., 2019; MORENO, 2021).
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Novas espécies de Brucella foram identificadas, como: B. ceti (cetaceos), B. pinnipedialis
(focas), ambas patogénicas para o ser humano, além de B. microti (roedores silvestres) (Audic
et al., 2009), B. vulpis (raposas) (Scholz et al., 2016), B. papionis (babuinos) e B. inopinata
(isolada de implante mamario e biopsia de pulmdo de humanos) (TILLER et al., 2010a;
WHATMOREET al., 2014; SCHOLZ et al., 2010; KANG et al., 2019; MORENO, 2021).

3.2 Infeccdo por Brucella ovis

A B. ovis pertencente a familia alfa2-Proteobacteriacea, € um coco-bacilo Gram-
negativo, intracelular facultativo, que causa infecgdo crénica clinica ou subclinica em ovinos e
ndo possui potencial patogénico ao ser humano (TSOLIS et al., 2009; XAVIER et al., 2010;
SILVA et al., 2013). Em carneiros, a enfermidade é caracterizada por induzir lesdes
reprodutivas concentradas especialmente no epididimo, testiculo e vesiculas seminais, essas
lesbes estdo associadas a patologias espermaticas podendo resultar em subfertilidade ou
infertilidade (CARVALHO JUNIOR et al., 2010; MEGID et al., 2010), comumente associadas
ao desenvolvimento de granuloma espermatico. O patdégeno causa um processo inflamatério
neutrofilico associado a degeneracéo cistica do epitélio dos tubulos epididimarios; isso faz com
que ocorra a estase espermatica seguida do rompimento do tubulo e extravasamento de
espermatozdides para o intersticio (CARVALHO JUNIOR et al., 2012). Nas fémeas, B. ovis
induz quadros de cervicite e endometrite, podendo ou ndo estar associada a casos raros de
aborto (MUHAMMED et al., 1975; HOMES et al., 1994).

A brucelose em ovinos pode se manifestar de forma aguda ou crénica. A forma aguda
em machos é caracterizada pelo aumento dos testiculos associado a edema e a presenca de
exsudato fibrinoso entre a tdnica vaginal e albuginea (MEGID et al., 2010). Na fase crénica ha
0 surgimento de regides hipertrofiadas e endurecidas a palpacdo testicular, deformacGes na
cauda do epididimo, a bolsa escrotal pode apresentar aderéncias fibrosas que obstruem a
cavidade que separa as tanicas. A principal forma de transmissdo da doenca € a venérea, através
da mucosa vaginal, prepucial e sémen infectado (NOGUEIRA et al., 2006).

Com o crescimento significativo da ovinocultura brasileira, a infec¢do por B. ovis se
tornou cada vez mais frequente nas propriedades ruarais. Em 2019, o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) apontou que o Brasil contabilizou 20 milhdes de cabecas ovinas.
No Brasil, B. ovis foi diagnosticada pela primeira vez no Rio Grande do Sul (RAMOS et al.,

1966). Posteriormente, foram surgindo outros estudos indicando a ocorréncia da doenca nos
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diferentes estados. No Sergipe foi realizado um estudo epidemiolégico em 54 propriedades
criadoras de ovinos, 46,30% apresentaram soroconverséo para B. ovis (MENDONCA et al.,
2017). No Piaui, 53,6% das propriedades investigadas apresentaram pelo menos um caso de
ovino soropositivo para B. ovis, em 28,6% das propriedades foi relatada a ocorréncia de abortos
(TEIXEIRA et al., 2020). Nos municipios de Petrolina (PE) e Juazeiro (BA) 6,5% das
propriedades avaliadas apresentaram soroconverséo para B. ovis (Peixoto et al. 2016); no estado
de S&o Paulo observou-se a ocorréncia de anticorpos anti-Brucella ovis em 12% dos ovinos
com historico de distarbios reprodutivos (RIZZO et al. 2014).

As medidas de controle e prevencao estdo associadas & combinacdo de exames clinicos
e androldgicos, antes e depois da estagdo de monta ou na época da reproducdo. Animais com
lesbes clinicas ou positivas em testes laboratoriais devem ser descartados do rebanho
(MARQUES, 2006; BASTOS et al., 2012). E valido ressaltar que n&o existe vacina especifica
para B. ovis. A vacina Rev 1 utilizada para o controle de B. melitenses exibe protecdo cruzada
para B. ovis, entretanto tal vacina ndo pode ser utilizada em regiGes geograficas livres de B.
melitensis, como é o caso do Brasil. Por esse motivo a auséncia de uma vacina eficaz e
disponivel comercialmente no Brasil constitui um importante fator limitante para o amplo
controle da doenca nos rebanhos ovinos.

Para a vacinacdo contra brucelose ovina e caprina, alguns paises utilizam a cepa
vacinal Rev 1, caracterizada por ser uma cepa viva atenuada de B. melitensis, resistente a
estreptomicina. Além de ndo ser liberada para vacinacdo de pequenos ruminantes em paises
onde a B. melitensis é exdtica, a vacina possui algumas desvantagens como a interferéncia no
diagndstico soroldgico de brucelose, uma vez que induz producdo de anticorpos contra o LPS;
e por se tratar de uma vacina viva atenuada pode causar infeccdo humana em casos de
exposicdes acidentais a vacina; induz aborto em ruminantes e é resistente a estreptomicina,
antibiotico este utilizado no tratamento de brucelose em humanos (BLASCO, 1997; GRILLO
etal., 2000, MENDONCAet al., 2017, BASTOSet al., 2012).

3.3 Diagnostico e controle de Brucella ovis

O diagndstico da infecgdo por B. ovis baseia-se na avaliacdo clinica do animal associada
a exames laboratoriais com coletas sucessivas de sangue para obtencdo de soro e identificacao
direta do agente através de isolamento bacteriano ou detec¢do de DNA pela técnica de reacdo
de cadeia polimerase (PCR) de animais suspeitos (BASTOS et al., 2012).

Os testes soroldgicos sao de extrema importancia para o diagndstico da brucelose (MOL
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et al., 2012). O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), preconiza o
diagndstico da B. ovis, por meio do teste de imunodifusdo em gel de &gar (IDGA), método que
utiliza antigenos de parede celular ou citoplasmaticos para detec¢édo de anticorpos anti-B. ovis
(BLASCO, 1990; MYERS; SINIUK, 1970). O teste fixacdo de complemento (FC), considerado
bastante especifico para detec¢do de B. ovis, entretanto sua execucdo é complexa e necessita da
inativacdo do soro pelo calor, além da atividade anticomplementar de algumas amostras
(SANTOS et al., 2005; CLAPP, 1955). O ELISA indireto € um teste imunoenzimatico sensivel
e especifico (XAVIER et al., 2011).

3.4 Resposta imune frente a infeccéo por Brucella spp.

Apoés a infeccdo do hospedeiro, as bactérias sdo internalizadas e direcionadas aos
linfonodos regionais, onde sdo fagocitadas. Dentro dos fagocitos a bactéria inibe a fusdo com
os lisossomos impedindo a atividade bactericida do hospedeiro, e em seguida inicia sua
multiplicacdo no interior da célula (ALTURI et al., 2011).

A resposta protetora para o controle da infeccdo por Brucella spp. Baseia-se na secrecao
de INF-y por linfécitos T CD4* e linfocitos T CD8*, além da producdo de quimiocinas e
citocinas pré-inflamatorias (GOLDING et al., 2001). Resumidamente, apds o contato prévio
com a bactéria, as células apresentadoras de antigenos (APC) do hospedeiro reconhecem
moléculas especificas do agente infectantes denominadas PAMP (Padrées Moleculares
Associados ao Patdgeno), por meio dos receptores do tipo Toll (TLR). Em seguida, macréfagos
e células dendriticas iniciam a secre¢do de 1L-12 e INF-y. A sintese de IL-12 estimula a
diferenciacdo de células ThO em Th1l secretando ainda mais INF-y, que por sua vez promove a
ativacdo de macrofagos, e a eliminagdo das bactérias intracelulares mediadas por oxigénio e
nitrogénio reativo (DIACOVICH; GORVEL, 2010). A modulacdo da secrecdo destas citocinas
pré-inflamatorias acontece em especial por IL-10. Xavier et al (2013) obtiveram resultados que
sugerem que a producao precoce de IL-10 por células T CD25* T CD4 * modula a funcdo dos
macrofagos e contribui para um equilibrio inicial entre citocinas pro- inflamatorias e anti-
inflamatorias que sdo benéficas para o patégeno, promovendo assim maior sobrevivéncia
bacteriana e persistente infec¢do. Portanto, a producéo de IL-10 por células T promove infec¢do
crénica, tornando os macrofagos células alvo para a replicacéo intracelular da bactéria. (JIANG;
BALDWIN, 1993; XAVIER et al., 2013).

Portanto, a eliminacdo da bactéria € estabelecida pela interacdo de células T e da
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secrecao de diferentes citocinas com predominio da resposta do tipo Thl (DORNELES et al.,
2015). Por esse motivo, vacinas que atuam estimulando a resposta imune celular do tipo Thl
tém ganhado grande destague no mercado frente ao combate a infeccdo por bactérias
intracelulares. Varias metodologias sdo empregadas com essa finalidade, dentre elas incluem-
se a utilizacdo de vetores como virus e DNA de plasmideo, patdgenos vivos atenuados ou a
utilizagdo de adjuvantes (GRIFFITHS; KHADER, 2014). Carvalho et al (2016), fizeram uma
meta andlise utilizando as diferentes metodologias que empregam o modelo murino de estudo
para avaliar se os indices de protecdo tém melhorado ao longo do tempo, um total de 117
publicacbes com 782 individuais foram analisados, durante o estudo foi observado que as
vacinas atenuadas (n = 221), inativadas (n = 66) e mutantes (n = 102) forneceram um indice de
protecdo médio acima de log 2, enquanto as subunidades (n = 287), DNA (n = 68) e vetorizadas
(n = 38) proporcionaram indices de protecdo inferiores a log 2. esses resultados indicaram que
n&o houve uma tendéncia clara para melhorar o potencial protetor dessas vacinas experimentais.
Carvalho et al. (2020) também realizaram meta-analise dos modelos de vacinas experimentais
que utilizam os hospedeiros naturais da infecg@o por Brucella com o objetivo de avaliar o indice
de protecdo induzida no hospedeiro principal. Curiosamente, as formulacBes de vacinas
inativadas demonstraram potencial de protecdo, sugerindo que esta abordagem deve ser
considerada para estudos futuros no campo da vacinologia contra Brucella (CARVALHO et
al., 2020).

3.5 Sistemas transportadores do tipo ABC

O sequenciamento do genoma de B. ovis cepa ATCC 25840, resultou na identificacdo
de uma ilha especifica de 26,5 kb no cromossomo Il (nimero de acesso do GenBank
NC_009504) que compreende 28 quadros de leitura aberta denominada (open reading frame -
ORFs) (TSOLIS et al., 2009). Posteriormente, foram identificados fatores de viruléncia nesta
ilha, tendo entdo sido denominada ilha de patogenicidade 1 de B. ovis (BOPI-1) Carvalho et
al., 2020, que est& ausente em outras espécies classicas de Brucella, mas que foi detectada em
trés isolados marinhos de Brucella de golfinhos-nariz-de-garrafa (TSOLIS et al., 2009).

A caracterizacdo de BOPI-1 resultou na identificacdo de genes que codificam proteinas
de B. ovis potencialmente envolvidos na patogénese, incluindo ORFs que codificam um
transportador tipo ABC (ATP-binding cassette transporter) cujos ORFs foram denominados
abcABCDE (TSOLIS et al., 2009; SILVA et al., 2011a).
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Os sistemas transportadores do tipo ABC séo constituidos por duas proteinas de ligagéo,
proteinas que hidrolisam o ATP e proteinas que se ligam a um substrato especifico. Esses
sistemas concebem uma familia de proteinas com dominios transmembranicos, considerados
importantes fatores de viruléncia para bactérias, incluindo bactérias do género Brucella
(ROSINHA et al., 2002; SILVA et al., 2011a). Eles sdo responsaveis por exportar toxinas
e antibioticos para o meio extracelular, além de transportar substratos como ions, aminoéacidos,
peptideos e ferro que sdo fundamentais para a manutencdo do organismo (KO; SPLITTER,
2000). B. ovis é a espécie de Brucella spp. com menor nimero de transportadores ABC
funcionais, isso esta relacionado com a presenga de um elevado nimero de pseudogenes que
estdo relacionados a regides que codificam os sistemas ABC. Silva et al (2014) pesquisaram a
funcdo de um ABC transportador especifico de B. ovis (AbcEDCBA) e observaram que este
locus especifico interfere na expressdo de proteinas do sistema de secrecao tipo 1V, resultando
na evaséo lisossomal de B. ovis.

Estudos prévios feitos no Laboratorio de Patologia Molecular (LPM), da Escola de
Veterinaria da UFMG, levaram ao desenvolvimento de uma estirpe de B. ovis que possui
mutacdo em dois genes presentes nessa ilha de patogenicidade. A delecdo desses genes reduz a
capacidade de multiplicacdo da cepa em células HeLa (SILVA et al., 2014). A auséncia deste
transportador ABC em particular resultou na atenuacdo in vitro e in vivo em camundongos e
ovelhas (SILVA et al., 2011a; SILVA et al., 2013), dessa forma, a utilizacdo da cepa mutante
de B. ovis AabcBA com finalidade vacinal ja foi investigada nas espécies murina e ovina e
representa uma vacina em potencial contra a infecgédo por B. ovis (SILVA aetal., 2015a; SILVA
et al., 2015b).

3.6 Citologia vaginal e ciclo estral nas fémeas de camundongo BALB\c

O ciclo estral nos camundongos tem duracdo curta de 4 a 5 dias, a idade ideal para o
acasalamentos ocorre entre 6 e 8 semanas de vida do animal pois é nessa idade em que as fémeas
iniciam a ovulacdo (Guénet et al., 2015). O periodo gestacional é de 19 a 22 dias, variando com
a linhagem. Durante o ciclo estral sdo reconhecidas quatro fases com caracteristicas
morfolégicas distintas,as quais podem ser identificadas pelas caracteristicas do esfregaco
vaginal, através da técnica descrita por Shorr (1941). O proestro é a fase que antecede o estro,
nessa fase ha o predominio de células epiteliais nucleadas, no estro é possivel observar o

predominio de células cornificadas, isto €, célula epitelial sem nucleo é nessa fase que acontece
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0 pico de concentracdo de estrégeno e a fémea aceita a monta, no metaestro é possivel observar
a presenca de leucdcitos, células cornificadas e células epiteliais, nessa fase a concentracéo
de estrogeno comeca a abaixar e a concentracdo de progesterona comeca a subir, no diestro €

possivel observar o predominio de leucdcitos (SHORR, 1941).

3.7 Placentacgéo

A placenta é uma estrutura fetal com funcdes de respiracdo, nutricdo, excrecdo e
secrecdo hormonal. E constituida pela porcéo fetal, proveniente do corion, e a porcdo materna,
formada pelo endométrio. Entre as duas porcdes se encontra a camara intervilosa (LEISER,;
KAUFMANN, 1994).

A placenta dos roedores possui formato discoide, a interacdo materno-fetal € restrita a
essa area (BURTON et al., 2006). Na placentacdo desses animais ocorre invasdo dos tecidos
maternos pelos vasos fetais, a este resultando em placentagdo hemocorial (BURTON et al.,
2006).

Histologicamente, a placenta dos camundongos é dividida em quatro regides distintas,
inicia- se a partir da decidua materna (composta por células endometriais e células natural killer
uterinas (UNK), seguida da zona juncional (caracterizada por ser avascular, & composta por
células trofoblasticas gigantes parietais e espongiotrofoblasto), labirinto (compartimento
formado por células de origem tanto materna, quanto embrionéria) e placa corinica (composta
por grandes vasos sanguineos que sdo conectados aos vasos do corddo umbilical do feto)
(CROY etal., 2014).

Em ruminantes, a placenta é do tipo cotiledonaria, isto é, as vilosidades se agrupam em
estruturas proeminentes denominadas cotilédones, que se da devido a presenca de carinculas
endometriais. A juncdo dos cotilédones com as carunculas formas as unidades placentarias
denominadas placentomos, sendo que a vaca gestante desenvolve entre 70 e 120 placentomos,
que sdo as estruturas responsaveis pela troca fisiologica entre a mae e o feto (BJORKMAN,;
SOLLEN, 1960; NASCIMENTO; SANTQOS, 2021).

Histologicamente o epitélio coridnico é constituido por uma Unica camada celular,
contudo as células trofoblasticas embrionérias sdo compostas por dois tipos diferentes: células

principais ou uninucleadas e células binucleadas (STEVEN, 1984).
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4. MATERIAL E METODOS

Foi utilizada a cepa mutante B. ovis AabcBA (SILVA et al., 2011). O inéculo foi
cultivado em placas contendo TSA, 1% de hemoglobina e 100 pg/mL de canamicina, por 3
dias, a 37°C, em atmosfera Umida com 5% de CO2, sendo suspensa em PBS estéril. A
concentracdo do indculo foi estimada por espectrofotometria no instrumento SmartSpec (Bio-
Rad) em densidade éptica de 600 nm (OD600) conforme estabelecido por Silva et al., 2011.
Para a formulagdo do inéculo foi utilizado volume de 100 pL contendo 1 x 106 UFC/animal
B. Ovis AabcBA, o in6culo do grupo que foi vacinado com a cepa mutante foi encapsulado com

alginato de acordo com o protocolo realizado por Silva et al. (2015).

4.1.  Cultivo da cepa virulenta Brucella ovis ATCC 25840

O in6culo foi cultivado em placas contendo TSA, 1% de hemoglobina por 3 dias, a 37°C,

em atmosfera imida com 5% de CO», sendo suspensa em PBS estéril. A concentra¢do do

inoculo foi estimada por espectrofotometria no instrumento SmartSpec (Bio-Rad) em
densidade oOptica de 600 nm (OD600), Para a formulacdo do in6culo foi utilizado volume de
100 pL contendo 1 x 10 UFC/animal de B. ovis ATCC 25840.

4.2. Delineamento experimental

Quarenta camundongos BALB/c fémeas e 20 camundongos BALB/c machos (entre 3 e
4 semanas de idade) foram fornecidos pelo Biotério Central da UFMG, os animais foram

alojados em gaiolas e divididos aleatoriamente. As fémeas foram divididas em quatro
grupos de 10 animais cada: Grupo 1 - inoculado com solugdo salina estéril (PBS) e desafiado
com PBS (PBS/PBS); Grupo 2 - inoculado com PBS e desafiado com B. ovis WT (PBS\WT);
Grupo 3 - inoculado com PBS e desafiado com B. ovis AabcBA (PBS/AabcBA) e Grupo 4 -
vacinado com B. ovis AabcBA e desafiado com B. ovis WT (AabcBA/WT). Os camundongos
machos foram alojados isoladamente, com apens um animal por caixa (para evitar conflito),
mantidos a 24°C, e ciclo luz-escuro de 12 horas. Racéo e agua foram fornecidos ad libitum.
Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA)
da UFMG sob protocolo nimero 202/2020.
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As fémeas ficaram em periodo de adaptacdo até completarem 5 a 6 semanas de idade e
entdo foi realizado o seguinte protocolo de imunizacdo: (Grupo 1 ao 3: foram inoculados 100
puL de PBS estéril por via subcutanea; Grupo 4 foi vacinado com 100 pL de formulagédo
experimental B. ovis AabcBA encapsulada com alginato por via subcutanea). Quando
completaram 9 a 10 semanas de vida, as fémeas foram estimuladas ao estro de forma natural,
utilizando a maravalha do camundongo macho conforme estabelecido por Donadio et al. (1986).
A confirmacdo do estro foi realizada por citologia vaginal. Apos a confirmacdo do estro, foi
introduzido em cada grupo a propor¢do de um camundongo macho para cada duas fémeas para
0 cruzamento em caixas separadas (perfazendo um total de cinco camundongos machos por
grupo). Apds a visualizacdo do plug (Figura 1), as fémeas retornaram as suas respectivas caixas
e foram pesadas todos os dias. Durante a sincronizagdo de estro com a maravalha dos
camundongos machos, foi realizada a coleta de lavado vaginal e observacdo do esfregaco
vaginal em microscépio 6ptico comum sem uso de condensador (Campo escuro), em aumentos
de 10 e 40 vezes. A coleta foi realizada diariamente, sempre no mesmo horéario para assegurar
a regularidade do ciclo antes do inicio da realizacdo do experimento. Trés tipos de células foram
identificados: Células epiteliais, células cornificadas e leucocitos, possibilitando a identificacdo

da fase do ciclo estral de cada animal (Figura 2).

Figura 1 - Identificacdo do plug vaginal (seta preta).
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Figura 2 -. Citologia vaginal. (A) Proestro: predomino de células epiteliais nucleadas. (B) Estro:
predominio de células cornificadas. (C) Metaestro presenca de leucdécitos, células cornificadas

e células epiteliais. (D) Diestro: predominio de leucécitos.

Cinco dias ap0s a visualizagdo do plug vaginal, as fémeas foram desafiadas
intraperitonealmente conforme o seguinte protocolo: 100 uL de PBS estéril (Grupo 1),
100 pL de 1 x 108 UFC/animal de B. ovis WT (Grupo 2), 100 pL 1 x 108 UFC/animal B. Ovis
AabcBA (Grupo 3) e 100 pL de 1 x 108 UFC/animal de B. ovis WT (Grupo 4). Doze dias ap6s
o desafio, os animais foram eutanasiados com sobredose de anestésico (xilazina 2%, 30 mg/Kg
associada a cetamina 10%, 300 mg/Kg), administrada por via intraperitoneal e foi realizado a
necropsia para a coleta de baco, figado, glandula maméria, Utero, feto e placenta para exame

bacterioldgico e histopatologico.

4.3.  Histopatologia

Fragmentos de bago, figado, Utero, glandula maméria, placenta e feto foram fixados por
imersdo em formalina tamponada a 10% por 24 horas, seguido por desidratacdo em
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concentragdes crescentes de etanol, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina. Os
fragmentos foram seccionados em 4 pm de espessura e corados por hematoxilina e eosina (HE)
para avaliacdo histopatologica. Foram determinadas as lesbes compativeis com infeccdo por
Brucella spp. como microgranulomas e necrose no figado e microgranulomas no baco, além de
necrose em placenta e feto. As leses foram classificadas de acordo com sua intensidade em 0

= ausente, 1 = discreto, 2 = moderado ou 3 = intenso (SILVA et al., 2015).

4.4 Bacteriologia

Fragmentos de tecido foram coletados assepticamente, pesados em tubos tipo Falcon e
homogeneizados em 2 mL de uma solugdo PBS estéril usando um homogeneizador (Hamilton
Beach, Estados Unidos). Cada amostra foi submetida a dilui¢cGes seriadas de 10 vezes para
contagem de UFC. Depois de 4 dias de crescimento em estufa a 37°C em atmosfera com 5% de
COz2, o nimero de UFC por grama de 6rgéo (baco e figado) ou o namero total de CFU por 6rgao

(Utero, placenta, glandula mamaria e feto).

4.5 Imunoistoquimica

Para localizacdo in situ de antigenos de B. ovis, foi realizada imunoistoquimica dos
mesmos tecidos utilizados para histopatologia, seguindo o protocolo descrito por Silva et al.
(2011): os cortes em laminas foram diafinizados, hidratados em concentragdes decrescentes de
etanol, lavados com PBS por 5 minutos e incubados com solucdo de peroxido de hidrogénio a
10% por 1 hora, para bloquear a peroxidase enddgena. Apds lavar novamente com PBS, as
laminas foram transferidas para cdmara imida a temperatura ambiente e incubadas com solucgéo
de leite em po6 desnatado (25 pg/mL) por 45 minutos, para diminuir marcag6es inespecificas no
corte. Posteriormente, os cortes foram incubados por 1 hora com anticorpo primario policlonal
anti-Brucella spp, na diluicdo de 1:1000. Em seguida, os cortes foram lavados trés vezes com
PBS, incubados com anticorpo secundario EnVision™ FLEX+ system — Dako por 30 minutos,
seguida de nova lavagem com PBS e imunomarcag¢do com cromogeno 3’3- diaminobenzidina
(Liguid DAB+Substrate Chromogen system; Dako North America, Via Real Carpinteria, CA,
USA) (DAB) por 30 segundos e as laminas foram coradas com hematoxilina de Mayer por 35
segundos. Como controle negativo, o anticorpo primario foi substituido por PBS.
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4.6 Anélise estatistica

Todos os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism versdo 6. Os dados
de recuperagdo bacteriana foram normalizados por transformacdo logaritmica e, entdo,
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. O teste nédo
paramétrico Kruskal-Wallis foi usado comparar os escores histopatologicos. Valores de

p < 0,05 foram considerados significativos.

5. RESULTADOS
5.1 Alteraces patoldgicas

Para a confirmacéo da gestacdo foram avaliados diariamente o peso das fémeas (Figura
3 e 4) e adistensdo abdominal (Figura 5). A frequéncia da ocorréncia da gestacao nos diferentes
grupos foi: Grupo controle (3\10); PBS/AabcBA (7\10); AabcBA/WT (6\10), com dois casos de
morte fetal; PBS/WT (5\10), com 2 casos de morte fetal. Durante a necropsia foi possivel
observar que as fémeas dos grupos desafiados com a estirpe selvagem de B. ovis que tiveram
seu peso estagnado, o que é um achado compativel com a ocorréncia de morte embrionéaria
(Figura 6).
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Figura 3. Andlise de peso para confirmacdo da gestacdo. Os camundongos foram divididos
em quatro grupos PBS\PBS; PBS/AabcBA; AabcBA/WT; PBS/WT (n = 10 por grupo). Apos
a visualizacdo do plug vaginal foi realizado diariamente a pesagem das fémeas até o dia da
eutanasia. Os pontos representam as fémeas gestantes, ndo gestantes ou que tiveram morte

fetal (indicadas por diferentes cores conforme a legenda) e as barras a media/SD.
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Figura 3 - A- Variacdo de peso das fémeas PBS\PBS do dia da cOpula até o dia da eutanasia.
B- Varia¢do de peso das fémeas PBS/AabcBA do dia da copula até o dia da eutanésia. C-
Variagao de peso das fémeas AabcBA/WT do dia da copula até o dia da eutanasia (D) Variagao
de peso das fémeas PBS/WT do dia da copula até o dia da eutanasia. (n = 10 por grupo). As
barras pretas representam fémeas ndo gestantes, vermelhas: fémeas gestantes, azuis: morte

embrionaria
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Figura 4 - (A) Fémea ndo gestante. (B) Fémea gestante com moderada distensdo abdominal.

Figura 5 - Comparacgéo do Utero ndo gestante, Utero gestante e Utero com mortalidade fetal do
grupo PBS/WT (n = 10). (A) Utero ndo gestante. (B) Utero gestante. (C) Utero com reabsorcéo
fetal (seta preta).

Macroscopicamente, observou-se que 100% das placentas das fémeas gestantes que
foram desafiadas com B. ovis WT, seja grupo previamente vacinado com a cepa mutante ou
ndo, possuiam uma area focalmente extensa esbranquicada, de consisténcia friavel sugestiva de
necrose (Figura 7), interpretacdo confirmada durante a avaliacdo histopatologica. O bacgo desses
animais estava aumentado de tamanho e era mais pesado quando comparado ao dos outros

grupos (Figura 8).



30

Figura 6 - Placenta do grupo PBS\WT, nota-se area circular, esbranquicada, de consisténcia

friavel, sugestiva de necrose (seta preta).
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Figura 7 - Peso do baco das fémeas gestantes e ndo gestantes dos grupos: PBS\PBS;
PBS/AabcBA; AabcBA/WT; PBS/WT. Os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis. Diferencas estatisticas entre o controle negativo e 0os demais grupos sao

indicadas por asteriscos: *** (P < 0.001); ns: nao significativo.
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A histopatologia mostrou que no figado das fémeas do grupo PBS/WT, havia numerosos
microgranulomas no parénquima (Figura 9) caracterizado por infiltrado inflamatério linfo-
histiocitario e neutrofilico, multifocal aleatério associado a necrose multifocal moderada. No
figado das fémeas do grupo AabcBA/WT houve a redugdo na quantidade e intensidade de
microgranulomas (Figura 9). No figado das fémeas dos grupos PBS\PBS e PBS/AabcBA néo
foram visualizadas alteracdes atribuidas a infeccdo por B. ovis. Os microgranulomas observados
no figado dos grupos desafiados com a estirpe selvagem de B. ovis apresentaram
imunomarcacao positiva para B. ovis (Figura 9).

Na polpa branca e na zona marginal do baco dos animais dos grupos PBS/WT e
AabcBA/WT, havia microgranulomas com imunomarcagdo positiva para B. ovis (Figura 10).
Ao contrario dos grupos PBS\PBS e PBS/AabcBA, em que ndo foram observadas alteracdes.

Figura 8 - (A) Figado do grupo AabcBA/WT a seta preta indica a formagao de microgranuloma,
HE 20x. (B) Figado, do grupo PBS/ WT a seta preta indica a formag&o de microgranuloma, HE.
20x. (C) Figado do grupo AabcBA/WT, imunomarcagdo positiva para B. ovis (seta preta), 40x.
(D) Figado do grupo PBS/ WT, imunomarcacao positiva para B. ovis (seta preta), 40x
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Figura 9 - (A) Bago, grupo AabcBA/WT a seta preta indica a formagdo de microgranuloma, HE
20x. (B) Bago, grupo PBS/WT a seta preta indica a formagéo de microgranuloma, HE 20x. (C)
Bago do grupo AabcBA\WT, imunomarcacao para Brucella spp. (seta preta), 4 para B. ovis
(seta preta), 40x. (D) Figado do grupo PBS/ WT, imunomarcacdo positiva para B. ovis (seta
preta), 40x.

Nos uteros do grupo PBS/WT, havia infiltrado linfoplasmocitario difuso e moderado
com ocasionais neutréfilos na mucosa endometrial. O infiltrado por vezes se estendia com
distribuicdo multifocal nas camadas muscular e serosa. No lume havia exsudato com abundante
quantidade de restos celulares necroticos associados a fibrina, por vezes restos fetais foram
observados, caracterizados como morte fetal (Figura 11). No Gtero das fémeas do grupo
AabcBA/WT houve reducgdo da intensidade do infiltrado inflamat6rio e necrose, entretanto
restos fetais foram observados, caracterizados como morte fetal (Figura 11). No Gtero dos
grupos PBS\PBS e PBS/AabcBA ndo foram visualizadas alteragdes histopatoldgicas.

Na placenta em regido de decidua e zona juncional dos grupos PBS/WT e AabcBA/WT,
havia areas multifocais e extensas de necrose associadas a deposicéo de fibrina e eritrécitos,
miriade de bactérias basofilicas intralesionais foram visualizadas associadas a células
trofoblasticas (Figura 12). Nos grupos PBS\PBS e PBS/AabcBA foram observadas



caracteristicas morfoldgicas compativeis com a gestacao.

Figura 10 - (A) Utero, grupo AabcBA/WT (n = 10) a seta preta indica 4rea acentuada de
necrose e restos celulares compativeis com morte fetal, esta area esta associada ao
endométrio (asterisco). HE 20x. (B) Utero, grupo PBS/WT (n = 10) a seta preta indica area
acentuada de necrose e restos celulares compativel com reabsorcdo fetal, esta area esta
associada ao endométrio (asterisco). HE 20x. (C) Utero do grupo AabcBA/WT (n = 10),
imunomarcacao para Brucella spp. (seta preta) o asterisco indica o endométrio. DAB e
contra-coloragio com hematoxilina de Mayer, 40x. (D) Utero do grupo PBS/WT (n = 10),
imunomarcacao para Brucella spp. (seta preta), o asterisco indica o endométrio. DAB e

contra-coloracdo com hematoxilina de Mayer. 40x.

33



34

Figura 11 - (A) - Placenta, grupo AabcBA/WT (n = 10) a seta preta indica area focalmente
extensa de necrose e restos celulares associada a miriade de bactérias (seta branca), esta area
estd localizada na decidua materna (asterisco). HE 20x. (B) Placenta, de Mayer, 20x. (D)
Placenta do grupo PBS/B. ovis WT (n = 10), imunomarcagdo para Brucella spp. (seta preta), o
asterisco indica a decidua materna. DAB e contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer, 20x.
C) Placenta do grupo AabcBA/WT (n = 10), imunomarcagao positiva para Brucella spp. (seta
preta), o asterisco indica a decidua materna. DAB e contra-coloracdo com hematoxilina de
Mayer, 40x. (D) Placenta do grupo PBS/B. ovis WT (n = 10), imunomarcagéo para Brucella

spp. (seta preta), o asterisco indica a decidua materna. DAB e contra-coloracdo com

Nos fetos do grupo PBS/WT, as alteracGes visualizadas foram discretas, envolviam
figado com o aumento do numero de neutréfilos no parénquima, predominantemente
intravasculares em capilares sinusoides, mas, por vezes, formando agregados. Nos demais
grupos (AabcBA/ WT, PBS\PBS e PBS/AabcBA) ndo foram visualizadas alteracfes
histopatolégicas.
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5.2 Escore histopatolégico

Para a elaboracdo do escore histopatoldgico, as les6es foram classificadas de acordo
com sua intensidade: 0 = ausente, 1 = discreto, 2 = moderado ou 3 = intenso (Silva et al., 2015).
Observou-se que no figado houve reducdo significativa (* p < 0,05) no escore de lesdes
histopatologicas no grupo AabcBA/WT quando comparado ao grupo PBS/WT. Fato este que
ndo ocorreu durante a avaliacdo de baco e placenta. Em todos os 6rgaos avaliados 0s grupos
PBS\PBS ¢ PBS/AabcBA néo apresentaram lesdes além de apresentaram diferenca estatistica
de (**** p <0,0001) quando comparado aos grupos PBS/WT e AabcBA/WT (Figura 13).

A B C
..*:'*. i & kk Kk 5 -
'§ ) O * Rk 5 }T‘
@ 44 A 'g 4 s O i
h—| ek o oo 'E' 4 3323
.g — -2 ns = o
¥ 37 1 &3 .8 3
9 2 2
E 2 5
g‘ 2+ 2y 2 8 2+
(@] 3 s ns
- 7S =
wh .- o
2 1 = 1 T T
& ns =] =
o ns

8 o — o
= 0 T &3 0 T T T 30 T T T
(8] o ab O S &b & 2 S S 8

< > WY ® < B> g R P S S

Figura 12 (A) Escore das alteracbes histopatologicas do figado dos grupos: PBS\PBS;
PBS/AabcBA; AabcBA/WT; PBS/WT. Os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis. Diferencas estatisticas entre o controle negativo e os demais grupos sdo
indicadas por asteriscos: (* p < 0,05); (**** p < 0,0001); ns: ndo significativo. (B) Avaliacdo
do escore histopatolégico do baco dos grupos: PBS\PBS; PBS/AabcBA; AabcBA/WT;
PBS/WT. Os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Diferencas
estatisticas entre o controle negativo e os demais grupos sdo indicadas por asteriscos: (**** p
< 0,0001); ns: ndo significativo. (C) Avaliacdo do escore histopatoldgico da placenta dos
grupos: PBS\PBS; PBS/AabcBA; AabcBA/WT; PBS/WT. Os dados foram analisados pelo teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Diferencas estatisticas entre o controle negativo e os demais
grupos sdo indicadas por asteriscos: (**** p < 0,0001); ns: ndo significativo.
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5.3 Isolamento bacteriano

A vacinagdo com a cepa mutante de B. ovis AabcBA encapsulada com alginato resultou
em resposta imunoldgica protetora no figado com reducéo significativa de UFC (* p < 0,05)
quando comparado os grupos AabcBA/WT e PBS/WT, fato este que ndo ocorreu no baco

(Figura 14). A cepa mutante ndo foi isolada dos 6rgdos supracitados.
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Figura 13 - (A) Recuperacdo de Brucella ovis por grama de figado em fémeas gestantes e
ndo gestantes dos grupos: PBS\PBS; PBS/AabcBA; AabcBA/WT; PBS/WT. Os dados foram
analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Diferencas estatisticas entre o
controle negativo e os demais grupos sdo indicadas por asteriscos: (* p<0,05); (***
p <0,001); (**** p <0,0001). (B) Recuperacdo bacteriana de amostra virulenta e mutante
de B. ovis por grama de baco em fémeas gestantes e ndo gestantes dos grupos: PBS\PBS;
PBS/AabcBA; AabcBA/WT; PBS/WT. Os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis. Diferencas estatisticas entre os grupos sao indicadas por asteriscos: (****

p < 0,0001), ns: ndo significativo.
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Na glandula maméria e Utero houve recuperacao bacteriana de B. ovis WT em ambos 0s
orgdos (Figura 15). No utero houve menor recuperagdo bacteriana no grupo AabcBA/WT
quando comparado ao grupo PBS/WT, evidenciando que a vacina produzida a partir da cepa
mutante de B. ovis AabcBA teve protecdo eficaz de aproximadamente 1 log de UFC\g de Utero.
Além disso, também foi possivel observar que no Utero o estado fisioldgico da gestacdo induziu
maior colonizagdo bacteriana no 6rgdo, fémeas gestantes tiveram uma maior recuperacao
bacteriana quando comparadas as fémeas ndo gestantes do mesmo grupo (Figura 15). Contudo,
ndo houve diferenca significativa durante a avaliagdo em glandula mamaria quando
comparado os grupos desafiados com a cepa de B. ovis WT e o estado fisioldgico das fémeas
(Figura 15).
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Figura 14 - (A) Recuperagdo de Brucella ovis por grama de glandula maméria em fémeas
gestantes e ndo gestantes dos grupos: PBS\PBS; PBS/AabcBA; AabcBA/WT; PBS/WT. Os
dados foram analisados pelo teste ndo parametrico de Kruskal-Wallis. Diferencas estatisticas
entre o controle negativo e os demais grupos sdo indicadas por asteriscos: (*** p < 0,001);
(**** p < 0,0001); ns: ndo significativo. (B) Recuperagdo de B. ovis por grama de Utero em
fémeas gestantes e ndo gestantes dos grupos: PBS\PBS; PBS/AabcBA ; AabcBA/WT; PBS/WT.
Os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Diferencas
estatisticas entre os grupos sdo indicadas por asteriscos: (* p<0,01); (***p <0,001)
(**** p < 0,0001).
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Na avaliacdo de placenta e feto observou-se que houve menor recuperacdo bacteriana
nos fetos do grupo AabcBA/WT quando comparado ao fetos do grupo PBS/WT, evidenciando
que nos fetos a vacina AabcBA induziu resposta imune protetora. Contudo, ndo houve diferenca
significativa durante a avaliacdo em placenta quando comparado os grupos desafiados com a
cepa de B.ovis WT (Figura 16).
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Figura 15 - (A) Recuperacdo de Brucella ovis por grama de placenta em fémeas gestantes
dos grupos: PBS\PBS; PBS/AabcBA; AabcBA/WT; PBS/WT. Os dados foram analisados
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Diferencas estatisticas entre o controle
negativo e os demais grupos sao indicadas por asteriscos: (**** p <0,0001). (B) Recuperagao
bacteriana de amostra virulenta e mutante de B. ovis por grama de feto dos grupos: PBS\PBS;
PBS/AabcBA; AabcBA/WT; PBS/WT. Os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal- Wallis. Diferencas estatisticas entre os grupos sao indicadas por asteriscos: (* p
<0,01); (*** p<0,001). (**** p < 0,0001).

6. DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que mostra a cinética da infecgdo de B. ovis, bem como de uma
cepa viva atenuada de B. ovis com potencial vacinal em fémeas gestantes. O significado deste

estudo reflete no fato de que B. ovis € um dos mais importantes agentes causadores de
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infertilidade nos rebanhos ovinos ao redor do mundo. Apesar de alguns paises utilizarem a cepa
vacinal Rev 1 contra a infeccdo por B. ovis, essa vacina ndo é liberada em regides

geograficas onde a B. melitensis é exdtica, como por exemplo, o Brasil (GRILLO et al.,
2000). Considerando a ndo existéncia de uma cepa vacinal segura e especifica para a prevencao
de B. ovis e 0s dados promissores publicados utilizando a cepa mutante B. ovis AabcBA (SILVA
et al, 2011; SILVA et al., 2013; SILVA et al., 2015), que demonstraram a atenuacao e a
capacidade protetora da cepa mutante in vitro e nas espécies murina e ovina com auséncia da
eliminacdo do agente pelos fluidos biolégicos, juntamente com os resultados obtidos durate este
estudo, uma vez que a cepa mutante de B. ovis AabcBA néo induziu lesbes e néo foi recuperada
de nenhum d&rgdo. Isso sugere que, provavelmente, esta cepa mutante atenuada é altamente
segura e uma forte candidata vacinal.

E importante ressaltar que este é o primeiro estudo envolvendo a utilizacio desta cepa
em fémeas gestantes, esses dados suportam a hipdtese de que a cepa mutante AabcBA pode ser
uma cepa vacinal adequada para fémeas gestantes e deve ser objeto de futuros estudos
envolvendo o hospedeiro natural, uma vez que o modelo murino ja mostrou ser menos
permissivo a resposta vacinal do que o hospedeiro natural (CARVALHO et al., 2020; SILVA
etal., 2015). Além disso, a cepa B. ovis AabcBA encapsulada em alginato apresentou potencial
de protecdo contra diferentes cepas de B. ovis isoladas de campo (CARVALHO et al., 2020),
bem como contra B. canis (ECKSTEIN et al., 2020) e B. melitensis (COSTA et al., 2020) em
condicdes experimentais.

Silva et al. (2015) avaliou o indice de protecdo induzido pela vacinacdo com cepa
mutante de

B. ovis AabcBA encapsulada e ndo encapsulada com alginato durante & infeccéo (IP) e
subcutanea por B. ovis WT em camundongos e observou que camundongos Black 6 obtiveram
um maior indice de protecdo quando comparado aos camundongos Balb\c, com difereca
significativa de UFC somente no figado em ambas as linhagens, esses dados sdo similares ao
observado neste trabalho. No modelo murino, o baco e figado sé&o os principais érgdos afetados
durante a infecgdo por Brucella spp., sendo que esses 6rgdos apresentam elevada colonizagdo
bacteriana (SILVA et al., 2011). Macroscopicamente, em infecces com doses elevadas de
Brucella spp. observa-se esplenomegalia (ENRIGHT et al., 1990). Histologicamente, o baco
apresenta deplecdo dos foliculos linfoides associado a infiltrado inflamatério neutrofilico e
histiocitario com formacao de microgranulomas (ENRIGHT et al., 1990; TOBIAS et al., 1993,
BYNDLOSS et al., 2019; SILVA et al., 2015), enquanto no figado h4 infiltrado inflamatério
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neutrofilico e histiocitario com formacdo de microgranulomas multifocais dispersos no
parénquima (ENRIGHT et al., 1990; TOBIAS et al., 1993; BYNDLOSS et al., 2019; SILVA et
al., 2015). Essas informag0es corroboram com os resultados observados neste estudo.

Por se tratar de um patdgeno causador de alteragdes reprodutivas e aborto, estudos
envolvendo a cinética da infeccdo em fémeas gestantes tém se tornado cada vez mais frequente.
Em fémeas BALB/c gestantes infectadas com B. abortus observou-se placentite neutrofilica e
necrotizante multifocal a coalescente acentuada com bactéria intracelular em células
trofoblasticas, confirmada por imunoistoquimica. A severidade das lesdes e colonizacao
bacteriana na placenta aumenta de acordo com o curso da gestacdo (TOBIAS et al., 1993; KIM
et al., 2005; BYNDLOSS et al., 2019) o que explica a recuperacdo bacteriana na placenta de
animais gestantes ser maior que a de animais que tiveram morte embrionaria, que por sua vez é
maior que a de animais ndo gestantes observados durante este estudo. As lesdes descritas no
modelo de estudo experimental de camundongos gestantes infectadas com B. abortus
(BYNDOLOSS et al., 2019) séo similares as lesbes encontradas durante a infeccao por B. ovis
neste modelo. Assentindo que B. ovis tem tropismo para células trofoblasticas e dérgdos
reprodutores de fémeas gestantes.

Neste estudo foi demonstrado que houve recuperagéo bacteriana da cepa virulenta de B.
ovis em fémeas gestantes e ndo gestantes no baco, figado, glandula mamaria, Utero, placenta e
feto. Achado esse que nao foi observado durante a avaliacdo de B. ovis AabcBA. A cepa mutante
B. ovis AabcBA além de ndo ter sido reisolada em nenhum dos 6rgédo supracitados, também néo
induziu lesBes macroscopicas e histopatoldgicas, resultados que indicam que esta cepa € segura
e atenuada nesse modelo de estudo experimental. Além disso, B. ovis AabcBA foi capaz de
produzir resposta imunoldgica protetora caracterizada por menor carga bacteriana no figado,

utero e feto, apds imunizacdo experimental e desafio com B. ovis WT.

7. CONCLUSOES

o A cepa mutante B. ovis AabcBA nao foi reisolada de nenhum dos 6rgao avaliados
e nao induziu lesGes macro ou microscopicas, indicando que esta é uma cepa segura e atenuada
nesse modelo experimental.

o A B. ovis AabcBA foi capaz de produzir reposta resposta imunoldgica protetora,
caracterizada por menor carga bacteriana no figado, utero e feto, apds o desafio com B. ovis
WT.
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J A cinética da infecgdo por B. ovis em modelo murino gestante é similiar ao
previamente descrito na literatura em referéncia a infeccao por B. abortus no mesmo modelo.

o Brucella ovis coloniza placenta e tem predilecdo para células trofoblasticas de
fémeas gestantes. Além de induzir lesGes macroscopicas e microscopicas de carater

necrétizante.
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