Universidade Federal de Minas Gerais

Instituto de Ciéncias Biologicas

Departamento de Bioquimica e Imunologia

Thais Lourdes Santos Lacerda

Estudo do envolvimento da enzima formil-transferase,
codificada pelo gene wbkC, na biossintese do LPS da
Brucella abortus e avaliacdo da persisténcia e protecao de
uma cepa mutante para este gene em camundongos
C57BL/6 e deficientes para IRF-1.

Sérgio Costa Oliveira
Orientador

Belo Horizonte
Julho, 2010



Thais Lourdes Santos Lacerda

Estudo do envolvimento da enzima formil-transferase,
codificada pelo gene wbkC, na biossintese do LPS da
Brucella abortus e avaliacdo da persisténcia e protecao de
uma cepa mutante para este gene em camundongos
C57BL/6 e deficientes para IRF-1.

Tese de Doutorado apresentada ao
Departamento de Bioquimica e
Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais.

Orientador: Prof. Sérgio Costa Oliveira

Belo Horizonte
Julho, 2010



“..recorro a minha vontade a fim de que me
dispense, com a devida solicitude, estes trés
fatores volitivos que, indefectivelmente,
devem reger e promover todas as criacdes da
inteligéncia: esfor¢o, empenho e consténcia.”

Da sabedoria Logosdfica.



Agradecimentos

A Universidade Federal de Minas Gerais e ao Departamento de Bioquimica e

Imunologia pela infra-estrutura, apoio e valiosos conhecimentos adquiridos.

Ao CNPq, a CAPES e a FAPEMIG pelo financiamento do projeto e pela bolsa de

doutorado concedida, sem a qual a realizacdo deste sonho nao seria possivel.

Aos professores e funcionarios do Departamento de Bioquimica e Imunologia pelo
apoio e ensinamentos. Em especial a Celise, pela ajuda constante na secretaria

do curso.

Ao Prof. Sérgio Costa, por ter me acolhido em seu laboratério, pela orientacéo,
ensinamentos e empenho em sempre nos proporcionar um laboratério de

qualidade.

Aos habitantes do LIDI, por todos esses anos de companheirismo, pelo ambiente
de laboratorio sempre muito divertido e por me deixarem fazer parte dessa grande

familia.

Ao Leo, Gilson, Cyntia, Camila e a todos 0s que participaram nesse projeto

tornando possivel sua realizagéo.

A Sandra, por toda sua dedicacdo em manter nosso local de trabalho o mais

funcional possivel, pelo carinho e amizade.

Ao Centre d’lmmunologie Marseille-Luminy, por ter me recebido para a realizacdo
do meu doutorado sanduiche. Ao Dr. Jean-Pierre Gorvel por ter me acolhido em
seu laboratério. As colegas de laboratorio, Anna, Aude-Agnes e Monika, por me
fazerem sentir querida mesmo muito longe de casa, pelo apoio constante, carinho

e amizade. Em especial a Dra. Suzana Salcedo pelas discussdes cientificas, por



toda paciéncia e dedicacdo ao me ensinar microscopia confocal, por ndo me
deixar desanimar com as milhares de contagens ao microscopio, por ter me
acolhido como parte da sua familia e por ser uma fonte constante de inspiracéo,
motivacdo, carinho e amizade. E aos demais amigos e funcionarios do CIML por

todo apoio e carinho recebidos durante a minha estadia em Marseille.

A Dani Zauli pelo enorme apoio, carinho e amizade, fundamentais nos meus

primeiros meses em Marseille. Sem vocé eu estaria perdida Chu!

As grandes amigas llana Camargo e Dani Afonso, por tudo que me ensinaram no
lab, pelas incontaveis horas de experimentos e diversdo juntas, por sempre

acreditarem em mim e me incentivarem a crescer. D.T.l. forever!

As amigas desde sempre, Juliana, Fernanda, Luciana e Hebréia, pela amizade e

carinho constantes, por sempre estarem ao meu lado, na alegria e na tristeza!

A toda minha familia, pelo exemplo, apoio e carinho em todas as dificeis etapas
desta longa jornada. A minha irmé Isabella pelo enorme carinho e incentivo. E em
especial aos meus pais, Sérgio e Valdete, por fazerem dos meus sonhos os
sonhos deles também, colocando a minha felicidade a frente de tudo. Pelo
exemplo de vida, por serem meu porto seguro, por hunca me deixarem desistir,
por todo o amor, dedicacdo e sacrificios para que eu pudesse chegar até aqui. A

vocés, a minha gratidao eterna.

A todos que de alguma forma participaram e contribuiram para a realizacédo deste
sonho, aqui vai 0 meu MUITO OBRIGADA!

Thais L. S. Lacerda



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS
LISTA DE ABREVIATURAS
RESUMO
ABSTRACT
1. INTRODUCAO
1.1. A descoberta do patégeno
1.2. O género Brucella
1.3. A brucelose
1.4. Fatores de viruléncia no género Brucella
1.4.1. Sistema de secrec¢ao do tipo IV - VirB
1.4.2. O lipopolissacarideo (LPS)
1.4.2.1. A biossintese do LPS
1.5. Patogénese
1.5.1. A entrada da Brucella na célula hospedeira
1.6. A resposta imune na brucelose
1.6.1. A resposta imune inata
1.6.2. A resposta imune adquirida
1.7. Vacinas contra brucelose
1.8. Modelo animal para avaliacdo de linhagens mutantes
2. JUSTIFICATIVA
3. OBJETIVO
3.1.0bjetivo geral
3.2.0bjetivos especificos
4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Linhagens bacterianas
4.2. Meios e condic¢des de cultivo
4.3. Vetores
4.4. Tampoes, solugdes e enzimas de restricao

4.5. Obtengéo de DNA gendmico da Brucella abortus



4.6. Amplificagao do gene wbkC
4.7. Clonagem do gene wbkC no plasmideo pBluescript-KS(+)
4.8. Obtencéo do gene de resisténcia a canamicina (Kan")
4.9. Clonagem do gene que codifica resisténcia a canamicina no vetor
pBluescript:wbkC.
4.10. Preparacédo de células eletrocompetentes da B. abortus S2308 e B. abortus
S19
4.11. Eletroporacao da B. abortus S2308 e B. abortus S19 eletrocompetentes com
o plasmideo pBluescript:wbkC- kan e sele¢do dos transformantes
4.12. Caracterizagdo molecular dos mutantes
4.12.1. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
4.12.2. Isolamento e digestdo enzimatica do DNA gendmico e transferéncia
para membrana de nitrocelulose
4.12.3. Obtencao das sondas
4.12.4. Marcacao das sondas e hibridizagdo das membranas
4.13. Caracterizacdo morfolégica dos mutantes
4.14. Caracterizacdo do tipo de LPS presente nas linhagens mutantes através de
imunoblotting
4.15. Extracdo do LPS, purificacdo do lipideo A e espectrometria de massa.
4.16. Experimentos in vitro
4.16.1.Extracao e cultivo de células da medula 6ssea
4.16.2.Diferenciacéo das células da medula em Macr6fagos (BMDM)
4.16.3.Infeccédo de BMDM
4.16.4.Microscopia de imunofluorescéncia
4.16.5. Dosagem de citocinas
4.17. Experimentos in vivo
4.17.1. Animais utilizados
4.17.2. Determinacgdo da persisténcia dos mutantes AwbkC em camundongos
C57BL/6
4.17.3. Determinacéo da viruléncia em camundongos IRF-1 )

4.17.4. Avaliagdo do nivel de imunoprotecdo induzida em camundongos

39
40
42
43

44

45

46
46
46

47
48
50
50

52
52
53
53
54
55
57
58
58
58

59
59



C57BL/6
4.17.5. Avaliagédo do nivel de imunoprotecédo induzida em camundongos IRF-1
-
4.18. Analises estatisticas
5. RESULTADOS
5.1. Obtencéo do plasmideo para a mutacéo do gene wbkC
5.1.1. Amplificacdo da sequéncia completa do gene wbkC da B. abortus
5.1.2. Clonagem do gene wbkC no plasmideo pBluescript-KS(+)
5.1.3. Insercdo do gene que confere resisténcia a canamicina no vetor
pBluescript: wbkC
5.2. Obtencdo e selecdo do mutante da B. abortus para o gene wbkC por
recombinacdo homéloga dupla
5.3. Caracterizagao molecular dos mutantes de B. abortus para o gene wbkC
5.4. Caracterizacdo do antigeno-O dos mutantes da B. abortus para o gene wbkC.
5.5. Espetrometria de massa do lipideo A.
5.6. Experimentos in vitro
5.6.1.Caracterizacéo do trafego intracelular dos mutantes AwbkC da B. abortus
5.6.1.1.Sobrevivéncia intracelular dos mutantes
5.6.1.2. Analise do trafego intracelular dos mutantes por microscopia.
5.6.2. Dosagem de citocinas
5.7. Experimentos in vivo
5.7.1. Avaliacdo da persisténcia das linhagens mutantes B. abortus AwbkC
S2308 e B. abortus AwbkC S19 em camundongos C57BL/6
5.7.2. Avaliagdo da viruléncia das linhagens mutantes B. abortus AwbkC
S2308 e B. abortus AwbkC S19 em camundongos deficietes para a molécula
IRF-1¢")
5.7.3. Imunoprotecdo induzida em camundongos C57BL/6 e IRF-1¢"
vacinados com as linhagens mutantes apds desafio com a linhagem virulenta
B. abortus S2308.
6. DISCUSSAO
7. CONCLUSOES

60

60
61
62
62
63
65

67

70
74
77
78
78
78
81
84
86
86

87

90

94
102



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

9. ANEXOS

9.1. Mapas dos plasmideos utilizados neste trabalho
9.1.1. Mapa do vetor pBluescript-Il KS+
9.1.2.Mapa do vetor pUC4K

9.2.Artigos

9.2.1.Aceite e dados do artigo publicado referente a esta tese.

104
118
119
119
119
120
120



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Incidéncia mundial da infeccéo pela B. abortus.

Figura 2. Representacao esquematica dos LPS da Brucella e E. coli.
Figura 3. Regido do cromossomo | de B. abortus na ORF 1429 que
consiste de genes envolvidos na sintese do LPS da Brucella.

Figura 4. Via de biossintese proposta para o GDP-4-formamido-4,6,
dideoximannose.

Figura 5. Trafego intracelular da Brucella e marcadores dos BCVs em
seus diferentes estagios de maturacao.

Figura 6. Gel de agarose 0,8% demonstrando a amplificacdo do gene
wbkC .

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 0,8% demonstrando a analise
da clonagem da ORF do gene wbkC no vetor pBluescript-KS(+).

Figura 8. Sequéncia de nucleotideos do gene wbkC.

Figura 9. Mapa do plasmideo pBluescript:wbkC-Kan

Figura 10. Gel de agarose 0,8% demonstrando a confirmacdo da
construcéo do vetor pBluescript:wbkC-Kan.

Figura 11. Esquema dos possiveis eventos de recombinacdo homologa
entre o genoma da B. abortus e o plasmideo pBluescript:wbkC-Kan.
Figura 12. Esquema de cultivo das bactérias transformantes em meios
seletivos.

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 0,8% demonstrando a
confirmacéo por PCR da presenca do gene wbkC interrompido pelo gene
de resisténcia & canamicina nos mutantes obtidos.

Figura 14. Southern blot em membrana de nitrocelulose demonstrando a
confirmacéo dos mutantes para o gene wbkC.

Figura 15. Caracterizacdo morfolégica das colbnias pelo método do
cristal violeta.

Figura 16. Immunoblotting em membrana de nitrocelulose demonstrando
a confirmacéo do LPS rugoso dos mutantes para o gene wbkC.

Figura 17. Analise por espectrometria de massa do lipideo A extraido da

10
13

15

18

62

63

64

66

67

69

70

71

73

75

76

78



linhagem parental lisa Brucella abortus S19 (quadro superior) e da
linhagem mutante rugosa B. abortus AwbkC S19 (quadro inferior).

Figura 18. Avaliacdo do crescimento intracelular dos mutantes AwbkC
em BMDM.

Figura 19. Quantificacdo de vacuolos contendo Brucella (BCVs)
positivos para LAMP-1.

Figura 20. Localizag&o intracellular dos mutantes para o gene wbkC e
linhagens parentais em BMDMs.

Figura 21. Dosagem de citocinas em BMDMs.

Figura 22. Persisténcia das linhagens mutantes B. abortus AwbkC
S2308 e B. abortus AwbkC S19 em camundongos C57BL/6.

Figura 23. Nivel de viruléncia das linhagens B. abortus AwbkC S2308, B.
abortus AwbkC S19, B. abortus S2308 e B. abortus S19 e RB51 em
camundongos IRF-1 7.

Figura 24. Persisténcia das linhagens mutantes B. abortus AwbkC
S2308 e B. abortus AwbkC S19 em camundongos IRF-1 ),

Figura 25. Protecdo de camundongos IRF-1 ) contra o desafio com a
linhagem virulenta S2308 da B. abortus apds imunizacdo com as

linhagens mutantes e vacinais.

80

82

83

85
86

89

90

93



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho.

Tabela 2. Vetores utilizados neste trabalho.

Tabela 3: Enzimas utilizadas neste trabalho.

Tabela 4: Sondas utilizadas no Southern blot

Tabela 5. Anticorpos utilizados para imunofluorescéncia.

Tabela 6. Protecdo conferida pelas linhagens vacinais B. abortus S19,
RB51 e pelas linhagens mutantes B. abortus AwbkC2308 e B. abortus

AwbkCS19 apds desafico com a linhagem virulenta B. abortus S2308.

35
36
37
48
56
92



LISTA DE ABREVIATURAS
uF — micro faraday

ug - micrograma

uL — microlitro

°C — graus Celsius

BB - meio de cultura Brucella Broth

BCV — Brucella containing vacuolo

BMDM — Macro6fagos derivados de medula 6ssea
D.0O.s00 — Densidade 6tica em comprimenmto de onda de 600 nm
D.P.- Desvio padrao

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium
DNA - Acido desoxirribonucléico

dNTP - desoxirribonucleotideo 5 monofostato
ELISA- ensaio de absor¢ao imunoenziméatico

IL- 12 p 40- subunidade 40 da interleucina 12
INF- v - interferon gama

IRF- fator regulador de interferon

Kb — kilobase

LAMP-1 - proteina de membrana associada ao lisossomo-1
LB — Meio Luria Bertani

LCCM - L929 cell conditioned medium

LPS — lipopolissacarideo

L-omp — Proteina de membrana externa lipidada
mA — mili Ampere

mg — miligramas

mM — milimolar

ng — nanograma

nm — nandémeros

ORF - janela aberta de leitura

pb — pares de bases

PBS — tampéo salina fosfato



PCR - reacdo em cadeia da polimerase

pmol — picomol

Rpm — rotagdes por minuto

T4 DNA ligase- DNA ligase do bacteriéfago T4
Taq DNA polimerase — DNA polimerase termoestavel de Thermus aquaticus
TLR — Receptor do tipo Toll

TNF-a - fator de necrose tumoral alfa

U — unidade

UFC - unidade formadora de col6nia

UV - radiacao ultravioleta

V —volt

W — watt

WHO - Organizacdo Mundial da Saude



Resumo

Os membros do género Brucella sdo bactérias Gram-negativas, intracelulares
facultativas que podem causar infec¢des cronicas em mamiferos. Varias tentativas
tém sido feitas com o objetivo de se obter uma vacina eficaz para esta doenga. No
entanto, apesar de conferir protecdo, as vacinas comerciais atualmente
disponiveis apresentam desvantagens, tais como a interferéncia no diagndstico de
animais infectados e resisténcia a antibiéticos. Considerando LPS Brucella de um
dos seus principais fatores de viruléncia, nos interrompemos o0 gene wbkC da
Brucella abortus, que estd relacionado com a biossintese do seu LPS. Mais
especificamente, o gene wbkC catalisa a conversdo de GDP-4-NH»-4,6
dideoximanose em GDP-4-formamido-4,6 dideoximanose, que é a unidade
monomeérica do antigeno-O presente no LPS da Brucella. Neste trabalho foram
gerados mutantes pela estratégia de recombinacdo homodloga dupla para a
linhagem selvagem Brucella abortus S2308 vacinal e S19. Nas analises in vitro
realizadas em macréfagos de medula 6ssea, foram observadas alteracdes na
sobrevivéncia e trafico intracelular dos mutantes em comparagdo com as
linhagens parentais. Também foram realizados experimentos in vivo em
camundongos C56BL/6 e knockout para IRF-1 (fator regulador de interferon-1). As
linhagens mutantes wbkC apresentaram uma menor persisténcia em ambos o0s
modelos murinos analisados, mostrando o papel fundamental deste gene na
viruléncia da Brucella abortus. Experimentos de protecdo revelaram que as
linhagens mutantes wbkC induziram uma menor imunidade protetora em
camundongos C56BL/6 quando comparados a linhagem vacinal lisa S19, no
entanto o mutante AwbkC S2308 mutante apresentou 0 mesmo nivel de protecéo

observado para a cepa da vacina rugosa RB51.
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Abstract
Members of genus Brucella are Gram negative, facultative intracellular bacterial
pathogens that can cause chronic infections in mammals. Several attempts to get
an efficient vaccine have been developed. However, in spite of conferring
protection, the vaccines currently commercial available show disadvantages as
diagnostic interference and resistance to antibiotics. Considering Brucella’s LPS
one of its main virulence factors, we disrupted Brucella abortus wbkC gene which
is related to LPS biosynthesis pathway. More specifically, wbkC catalyzes the
GDP-4-NH»-4,6 dideoximanose conversion in GDP-4-formamido-4,6
dideoximanose, the monomeric unit of antigen-O present in Brucella LPS. Mutants
for smooth wild type Brucella abortus S2308 and vaccine strain S19 were
generated by double recombination strategy. In vitro analyses were performed in
bone marrow macrophages, were we observed alteration in intracellular survival
and trafficking of the mutants compared to the parental strains. In vivo experiments
in C56BL/6 and IRF-1 (interferon regulation factor-1) knockout mice models were
also performed. wbkC mutants had a lower persistence in both mice models,
showing the critical role of the selected gene for full bacterial virulence. Challenge
experiments revealed that wbkC mutant strains induced lower protective immunity
in C56BL/6 when compared to smooth vaccine strain S19, however AwbkC 2308
mutant could induce the same level of protection observed for rough vaccine strain

RB51.
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Introducgdo 2

1.1. A descoberta do patdégeno

Em 1887, na llha de Malta, David Bruce isolou pela primeira vez o
microrganismo que causava uma doenca dificil de diferenciar clinicamente de
outras febres endémicas existentes no litoral Mediterraneo. Este microrganismo
ocasionava uma grande debilidade fisica e levou a morte alguns soldados ingleses
residentes na ilha. O agente etiolégico foi denominado Micrococcus melitensis,
uma bactéria, que posteriormente verificou-se que a sua transmissdo se dava
através do consumo de leite de cabras contaminadas (Bruce et al., 1887).

Em 1895, foi isolado de tecidos provenientes de um caso de aborto bovino,
um pequeno cocobacilo Gram-negativo, que seu descobridor, Berhard Bang
denominou Bacillus abortus. Com o estudo destes dois organismos, verificou-se o
grande parentesco entre estes dois patégenos e decidiu-se homenagear o

descobridor deste género, denominando-o de “Brucella” (Meyer al., 1990).

1.2. O género Brucella

O género Brucella é constituido por pequenos cocobacilos Gram-negativos,
sem motilidade, sem flagelos, que ndo secretam toxinas (Crawford et al, 1990).
N&o sédo capazes de encapsular e nem de esporular (Corbel & Morgan, 1984). As
bactérias sdo muito resistentes as intempéries ambientais e podem sobreviver a
grandes periodos no meio ambiente (Crawford et al., 1990). Seu crescimento é
aerobio, mas algumas espécies necessitam de uma atmosfera com adicédo de 5 a

10 % de CO,. Crescem bem a 37 °C, em meio rico, com pH entre 6,6 a 7,4. As
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coldénias tornam-se visiveis em meio soélido em dois ou trés dias podendo se
apresentar sob a forma lisa ou rugosa, dependendo da linhagem, medindo entre 3
e 4 mm de didametro (Alton et al.,, 1988). Assim como outras bactérias Gram-
negativas, possui uma membrana celular externa composta de lipopolissacarideos
(LPS), que é considerado um dos principais fatores de viruléncia deste género
(Kelly et al., 1990).

Atualmente a taxonomia do género Brucella vem sendo revista e novas
espécies vém sendo descobertas, mas classicamente o género se divide em seis
espécies, baseado em caracteristicas metabdlicas e bioquimicas. Estas espécies
apresentam preferéncia por diferentes hospedeiros. As espécies sao: Brucella
abortus, isolada de bovinos; Brucella melitensis, isolada de caprinos; Brucella ovis,
isolada de ovinos; Brucella suis, isolada de suinos; Brucella canis, isolada de
caninos e Brucella neotomae que foi isolada de um rato do deserto norte
americano (Freney et al., 2000). No ano de 2001 foi proposta a inclusdo de duas
novas espécies a este género, Brucella cetaceae e Brucella pinnipediae isoladas
de mamiferos marinhos, cetaceans e pinnipeds, respectivamente; ampliando a
escala ecologica e a importancia deste género como zoonose (Cloeckaert et al.,
2001 e 2003).

Recentemente foram descritas duas outras espécies, Brucella microti,
isolada de raposas vermelhas na Austrdlia, e Brucella inopinata, isolada de uma
infeccdo de implante mamario em humanos (Audic et al., 2009 e Scholz et al.,
2010). Também foi relatada recentemente a infeccdo de babuinos por Brucella,
gue mostrou indicios de ser uma espécie que ainda nao havia sido descrita até o

momento (Schlabritz-Loutsevitch et al, 2009).
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Trés espécies apresentam um maior risco de infeccdo ao homem: Brucella
abortus, Brucella melitensis e Brucella suis (Corbel et al., 1997). Existem alguns
casos descritos na literatura de infeccdo humana originada por Brucella canis, mas
a incidéncia ainda é relativamente baixa (Carmichael et al., 1990). A espécie mais
patogénica para o homem é a Brucella melitensis, mas a Brucella abortus é a mais
difundida mundialmente (Corbel et al., 1997).

O género apresenta uma similaridade de sequiéncia entre acidos nucléicos,
tendo homologia de 95% em estudos de hibridizacdo DNA-DNA (Verger et al.,
1985). O genoma é rico em nucleotideos G+C, tendo uma propor¢do em média de
56% a 58% (Smith & Ficht, 1990). O genoma é composto por dois cromossomos
circulares, geralmente de cromossomo | (2,1Mb) e cromossomo Il (1,15 Mb). Com
0 sequenciamento completo do genoma da linhagem B. abortus 9-941, verificou-
se que a maioria dos genes essenciais estdo localizados no cromossomo | (Halling
et al., 2005).

O sequenciamento do rRNA 16s tem auxiliado na definicdo de relacdes
filogenéticas da Brucella. Baseado na analise destas sequéncias o0 género
Brucella esta classificado na subclasse o—2 da classe Proteobactéria, proximo a
bactérias patogénicas simbidticas de vegetais, como Agrobacterium tumefaciens e
Rhizobium meliloti, bactérias fotossintéticas como Rhodobacter sphaeroides e

patdégenos intracelulares obrigatorios, como a Rickettsia (Ugalde et al., 1999).



Introducgdo 5

1.3. A brucelose

A brucelose é uma zoonose causada por bactérias do género Brucella, que
infectam o homem e animais domeésticos (Nicoletti et al., 1989). Esta enfermidade
€ um problema de saude publica devido a sua possibilidade de transmissdo ao
homem, e causa perdas econdmicas, devido a diminui¢do na produtividade animal
em consequéncia desta doenca (Freney et al., 2000). A brucelose é adquirida
principalmente através do contato com animais infectados ou através do consumo
de leite e seus derivados contaminados (Nicoletti et al., 1989). A contaminacao
direta por contato cutaneo-mucoso é a forma de infeccdo mais frequente (75% dos
casos) enquanto que a contaminacdo digestiva (25% dos casos) € devida
essencialmente no consumo de leite e derivados contaminados e raramente pelo
consumo de carne contaminada (Freney et al., 2000). Em humanos, a brucelose
causa febre ondulante, endocardite, artrite, osteomielite e complicacdes
neurolégicas; enquanto nos animais domeésticos afeta principalmente os 6rgaos
reprodutivos, causando aborto e infertilidade temporaria (Young et al., 1988).

A distribuicdo geografica da brucelose animal € bastante ampla (Figura 1),
apesar de alguns paises ja terem erradicado a doenca, como o Canada, Japéao,
Austrdlia, Inglaterra e Dinamarca. A principal incidéncia da doenca ocorre na
regido do Mediterraneo, Arabia Saudita, alguns paises da Europa, Africa, Asia e

América Latina (Corbel et al., 1997).
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Figura 1. Incidéncia mundial da infec¢do pela B. abortus. No mapa as areas

em vermelho indicam regifes onde ha alta incidéncia da brucelose e as areas em amarelo

indicam regides de baixa incidéncia.

No Brasil, a brucelose ocorre em todo o territério nacional, principalmente a
brucelose bovina, por ser esta espécie animal a mais difundida e com maior
expressao econdmica no pais. Segundo dados da Organizacao Mundial da Saude,
0 numero de casos de brucelose bovina no Brasil cresceu de aproximadamente
13.000 casos em 2000 para aproximadamente 80.000 casos em 2004. Isto é
extremamente importante para Minas Gerais, ja que este estado é o maior
detentor do rebanho leiteiro no pais. Atualmente, a prevaléncia de animais
soropositivos para a brucelose no estado de Minas Gerais é de 1,1% (Goncalves
et al., 2009). Além da possivel contaminacdo dos consumidores de produtos de
origem animal, a brucelose pode causar até 20% de perda da produtividade em

rebanhos bovinos e tornar a carne, leite e seus derivados vulneraveis a barreiras
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sanitarias no mercado internacional, causando um prejuizo de 32 milhdes de
dolares ao ano para a economia brasileira (Poester et al., 2002).

Existem varios métodos para o diagndstico da brucelose, sendo o método
bacteriol6gico o mais eficiente, o qual € realizado através da cultura de sangue ou
tecidos de animais ou individuos infectados. Os métodos soroldgicos, baseados
na reacdo antigeno-anticorpo sdo largamente utilizados, como os ensaios de
ELISA e de soro-aglutinacéo (Alton et al., 1988).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a cada ano séao
diagnosticados cerca de 500 mil casos de brucelose humana, no mundo. A
prevencdo da brucelose no homem depende até o momento da erradicagdo ou
controle da doenca no animal hospedeiro, uma vez que ndo existe uma vacina

para humanos para o controle desta enfermidade.

1.4. Fatores de viruléncia no género Brucella

A capacidade de modular a expressdo génica para adaptar-se ao meio
intracelular € o componente chave da viruléncia bacteriana. Varios mecanismos
tém sido propostos como contribuintes para a sobrevivéncia da B. abortus no
interior das células fagociticas do hospedeiro, como: a producdo de enzimas que
protegem a bactéria da destruicdo oxidativa; a producdo de enzimas que impedem
a fusao fagossomol/lisossomo; e a secreg¢ao de 5’-guanosina monofosfato (GMP) e
adenosina, inibindo a acao bactericida da mieloperoxidase-H,O, (Tatum et

al., 1992).
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Aparentemente, a especificidade por determinado hospedeiro pode ser
resultado da expressao diferencial de genes que contribuem para a viruléncia de
cada espécie. Estas alteracbes podem constituir respostas adaptativas as
condi¢bes presentes em cada hospedeiro (Smith & Ficht, 1990).

Até o momento, ndo foi evidenciada a producdo de toxinas no género
Brucella semelhantes aquelas produzidas pelos demais microrganismos, tais
como Vibrio cholerae, Corynebacterium diphtheriae, Escherichia coli, Shigella
dysenteriae, Clostridium botulinum e C. tetani (Smith & Ficht, 1990).

A identificacdo dos genes responsaveis pelos diferentes mecanismos de
viruléncia e patogenicidade utilizados pela Brucella é fundamental para o

entendimento de como este patdgeno causa a doenca.

1.4.1. Sistema de secrecéo do tipo IV - VirB

Para sobreviver e multiplicar nas células hospedeiras, a bactéria ativa
Varios genes e secreta proteinas que facilitam a sua adaptacdo em um ambiente
intracelular hostil (Eskra et al., 2001). A acidificacdo do fagossomo faz com que o
patdogeno expresse fatores de viruléncia especificos, como o VirB, que sé&o
requeridos para a proliferacéo da Brucella. (Maria-Pilar et al., 2005). O operon virB
codifica o sistema de secrecdo do tipo IV (T4SS) encontrado em varios tipos de
bactéria como Agrobacterium tumefaciens, Bordetella pertussis, Helicobacter pilori
e Brucella spp. Este sistema é responsavel pela secrecdo ou transferéncia direta
de célula a célula de fatores de viruléncia, proteinas ou complexos DNA-proteina,

de muitos patdgenos para as células eucarioticas (Christie, 1997). Uma possivel
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funcao efetora do locus virB é a injecdo de moléculas efetoras que podem ajudar
no estabelecimento do nicho de replicacdo dentro da célula hospedeira. Os
produtos do operon virB sdo induzidos especificamente dentro dos macrofagos e a
acidificacdo do fagossomo € o sinal intracelular fundamental para a indugcédo da
expressao deste operon (Boschiroli et al., 2002). Além disso, o VirB é essencial
para a manutencao da interacao entre o vacuolo replicativo da Brucella (BCV) e o
reticulo endoplasmatico (RE), que € requerido durante o desenvolvimento e
sobrevivéncia da bactéria (Celli et al., 2003).

O operon virB é composto de 12 genes que formam o T4SS. Este operon é
regulado e induzido nas etapas iniciais da fase exponencial e apds a exposi¢ao a
condigbes 4&cidas, como no meio endossomal/lisossomal. A entrada por
microdominios de lipideos, também conhecidos como lipid rafts, e o processo de
invasdo celular ndo sao afetados em mutantes virB (Porte et al., 2003), mas é
indispensavel para a maturacdo do nicho replicativo intracelular da Brucella

(Rolan et al., 2007). Este mutante é capaz de se disseminar no organismo de

camundongos, porém incapaz de se replicar e persistir no hospedeiro.

1.4.2. O lipopolissacarideo (LPS)

Grande importancia tem sido atribuida ao lipopolissacarideo (LPS), que € o
principal constituinte da membrana celular externa de bactérias Gram-negativas,
como um dos principais fatores de viruléncia da Brucella. Observando a estrutura
do LPS da Brucella verificou-se que esta possui um LPS peculiar, denominado

“nao classico”, quando comparado com o LPS de enterobactérias tais como E. coli
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e Salmonella spp. O lipideo A da B. abortus possui uma cadeia de diaminoglicose
ao invés de glucosamino, os grupos acil sdo mais longos (C18- C19, C28 ao
contrario de C12 e C14) e somente estdo ligados ao core através de ligacdes

amida (ao contrario de ligacbes éster e amida) (Moriyon et al., 2003) (Figura 2).
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Figura 2: Representagdo esquematica dos LPS da Brucella e E. coli. Adaptado

de Lapaque et al. (2005).

Estas propriedades conferem ao LPS da Brucella uma baixa
endotoxicidade, alta resisténcia a degradacédo por macréfagos e protecao contra
respostas imunologicas do hospedeiro (Forestier et al.,, 2000). Juntas, estas
caracteristicas constituem mecanismos chave de viruléncia para sobrevivéncia

intracelular e replicacao da Brucella.



Introducgdo 11

O LPS é responsavel pela morfologia das colénias lisa ou rugosa das
linhagens desse género (Godfroid et al., 1998). As linhagens de colbnias lisas
apresentam a molécula de LPS completa, ou seja, composta por trés dominios:
uma porcdo imuno-dominante externa, chamada de antigeno-O; o nucleo de
oligossacarideos; e a por¢ao glicolipidica interna, chamada de lipideo A (Godfroid
et al.,, 1998). O antigeno-O é composto de homopolimeros de 4,6 dideoxi 4-
formamida-a-D-mamipiranosil, cujo grau de polimerizacdo varia de 96 a 100
unidades. O lipideo A € composto de glicosamina, acido N-tetradecandico, acido
N-hexadecanoico, acido 3-hidroxitetradecanodico e acido 3-hidroxihexadecandico
(Ugalde et al., 2000).

As linhagens de colbnias rugosas contém a molécula de LPS incompleta,
uma vez gue nao possui 0 antigeno-O, que é responsavel pela protecdo contra
agentes hidrofébicos, protege da lise mediada pelo complemento e confere
resisténcia a morte por granulos microbicidas intracelulares de leucdcitos
polimorfonucleares (Godfroid et al., 1998). Provavelmente, estas sao algumas das
principais razfées pelas quais as linhagens rugosas tém um fendtipo avirulento em
modelos animais.

Nas espécies patogénicas lisas da Brucella (B. abortus, B. melitensis e B.
suis), o antigeno-O do LPS tem sido descrito como um importante fator de
viruléncia. Esta proposicdo é baseada na observacdo que as linhagens lisas
sobrevivem e replicam nos animais e em cultura de macréfagos com mais
eficiéncia do que os mutantes rugosos (Fernandez-Prada et al., 2003). Entretanto,

sabe-se que B. ovis e B. canis, as quais sao naturalmente rugosas, mostram-se
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completamente virulentas nos seus hospedeiros naturais, indicando que o
antigeno-O do LPS ndo € o unico fator necessario para a viruléncia da Brucella
(Smith & Ficht, 1990). Com certeza, existem outras moléculas que funcionam
como fatores de viruléncia e que sdo responsaveis pela sobrevivéncia da Brucella

no interior das células do hospedeiro (Ugalde et al., 1999).

1.4.2.1. A biossintese do LPS

As vias bioguimicas da biossintese do LPS em Brucella ndo estdo
totalmente elucidados, mas as evidéncias genéticas disponiveis sdo bastante
consistentes com mecanismos similares aos existentes em algumas das bactérias
Gram-negativas mais estudadas, como por exemplo a E. coli (Godfroiod et al.,
2000; Keenleyside et al., 1999).

Primeiramente, o lipideo A é sintetizado na face interna da membrana
citoplasmatica. Depois, através da acdo sequencial de glicosiltransferases,
acucares sao adicionados ao lipideo A até que o centro oligossacaridico (core)
esteja completo. Estes dois passos estao interligados, visto que dois residuos de
3-deoxi-D-mano-2-octulosonato, que compde o core, sdo adicionados antes do
término da sintese do lipideo A. J4 o antigeno-O é sintetizado em uma via
independente e, uma vez que a sua biossintese € concluida, o antigeno-O é ligado
ao acgucar receptor presente no lipideo A-core ja completo.

S&o conhecidos trés mecanismos de sintese do antigeno-O, e 0 mecanismo
gue ocorre em Brucella é do tipo dependente de transportador-ABC. Nesta via, um

carreador lipidico presente no lado citoplasmatico da membrana é ligado a um
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amino-acucar pela proteina WecA. Unidades de acucar sdo inseridas
sucessivamente na extremidade ndo redutora deste amino-agicar por
glicosiltransferases. Entéo, proteinas ABC transportam o amino-agulcar ligado ao
antigeno-O para o lado periplasmético da membrana, onde uma ligase (Waal) o
ligara ao lipideo A- core ja sintetizados (Godfroid et al., 2000).

A nomenclatura mais recente para genes que codificam enzimas da
biossintese do LPS (Reeves et al., 1996) utiliza quatro letras: (i), [px* para aqueles
envolvidos nas etapas iniciais da sintese do lipideo A; (i), wa** para aqueles
genes envolvidos nas etapas finais da sintese do lipideo A, na sintese do core e
na ligacdo do amino-acgucar/antigeno-O com o lipideo A- core; (iii), wb** para
agueles envolvidos na sintese do antigeno O e (iv), wz** para aqueles envolvidos
no processamento do antigeno-O.

Pelo menos dezesseis genes tiveram seu envolvimento comprovado com a
sintese do LPS de Brucella pela analise dos mutantes correspondentes e, assim
como em muitas bactérias, a maioria dos genes envolvidos na biossintese do
antigeno-O se encontram em grupamentos génicos, como por exemplo a regido

wbk (Figura 3) (Moriydn et al, 2004).

S

gmd per wzm wzt whkB whkC wecA whkD

Figura 3. Regido do cromossomo | de B. abortus na ORF 1429 que consiste

de genes envolvidos na sintese do LPS da Brucella.
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Tentando contornar os problemas existentes nas vacinas comercialmente
disponiveis, principalmente a questdo do diagnoéstico referente a dificuldade na
diferenciacdo de animais vacinados dos infectados, foram desenvolvidas
linhagens rugosas mutantes.

Mutacdes nos genes envolvidos na biossintese do antigeno-O, podem levar
a diversas alteragbes na estrutura do LPS, resultando em mutantes rugosos.
Varios destes mutantes ja foram descritos e testados como vacinas (Moriyon et al.,
2004).

Os mutantes B. abortus 2.17 e B. abortus 9.49, por exemplo, foram obtidos
da linhagem B. abortus S2308 através de mutagénese por transposon nos genes
WbKA e per, respectivamente. Estes genes codificam uma glicosiltransferase e
uma perosamino sintetase, que atuam na via de biossintese do antigeno-O. Esses
mutantes tiveram sua morfologia rugosa confirmada por coloragdo com cristal
violeta e immunoblotting utilizando anticorpos especificos para o LPS rugoso.
Quando testados em modelo animal, os mutantes rugosos apresentaram uma
protecdo contra o desafio superior a induzida pela a linhagem vacinal B. abortus
RB51, porém esta protecao foi menor que a conferida pela linhagem vacinal lisa B.
abortus S19 (Monreal et al., 2003).

Também foram testadas mutacdes afetando a biossintese do core do LPS,
COmMo NOS genes manB.ye € Wa** que codificam uma fosfomanomutase e uma
glicosiltransferase respectivamente (Monreal et al.,, 2003). No entanto, estas
linhagens nao induziram protecédo contra o desafio, mostrando que é necessario o

core completo para que as linhagens rugosas possam ser testadas como vacina.
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O gene wbkC, alvo deste estudo, € um dos genes que participa da via de
biossintese do antigeno-O e sua sequéncia nucleotidica tem um contetdo G+C (~
48%) menor que o normalmente encontrado em Brucella ssp (58%) (Cloeckaert
2000). A proteina codificada pelo gene wbkC da B. melitensis 16M mostrou
similaridade com vérias proteinas que catalisam a transferéncia de um grupo
formil, possivelmente atuando como uma formil transferase (FMT) que catalisa a
conversdo de GDP-4-NH»-4,6, dideoximannose para GDP-4-formamido-4,6,

dideoximannose presente na cadeia O do LPS (Figura 4) da Brucella.
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Figura 4. Via de biossintese proposta para o GDP-4-formamido-4,6,

dideoximannose.

1.5. Patogénese

Foi determinado que ap6s a infeccdo, os microrganismos se replicam no
tecido da placenta de bovinos, levando a morte fetal e consequientemente ao
aborto provavelmente devido ao choque endotoxico causado pela presenca destes
microrganismos no local (Smith & Ficht, 1990). Em 1960, um glicidio denominado

eritritol foi encontrado na placenta de fémeas de bovino gestantes e verificou-se

que este estimulava o crescimento da B. abortus. A capacidade de metabolizar o
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eritritol € muito limitada entre os procariotos. Entretanto, a Brucella é capaz de
metabolizd-lo nos testiculos, vesiculas seminais e nos produtos da concepcao
encontrados em fémeas gestantes. Este composto estimula de forma diferencial a
multiplicac@o da bactéria principalmente devido ao fato de que a energia produzida
pelo seu metabolismo é maior do que a produzida pela utilizagdo da glicose (27
ATP/molécula versus 12 ATP/molécula). Sendo assim, o eritritol se apresenta com
um potente fator de tropismo celular fazendo com que as populagdes bacterianas
tornem-se densas nestes locais podendo, assim, ocasionar um choque
endotoxico. A linhagem vacinal B. abortus S19 é naturalmente incapaz de
metabolizar o eritritol apesar de, em algumas situacdes, ser capaz de causar

aborto em bovinos (Smith & Ficht, 1990).

1.5.1. A entrada da Brucella na célula hospedeira

Brucella ndo possui fatores de viruléncia classicos como citolisinas,
capsulas, fimbrias ou flagelos. Esta bactéria € menos agressiva a célula
hospedeira, e faz com que esta se torne mais permissiva a sua presenca. A
infeccdo por bactérias intracelulares requer uma significativa interacdo entre o
hospedeiro e o patégeno que é feita em quatro passos fundamentais: aderéncia,
invasao, estabelecimento e disseminacédo (Eskra et al., 2001).

A infeccdo com a Brucella ocorre quando a bactéria penetra na mucosa dos
orificios nasal, oral ou conjuntival. Depois da penetracao, a bactéria € transportada

livre ou dentro de células fagociticas para os linfonodos regionais, onde ocorre

hiperplasia e inflamacao. A multiplicacao e consequente disseminacéo da Brucella
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para os linfonodos, bago e figado ocorre via corrente sanguinea e linfa (Alton &
Forsyth, 1999).

A Brucella tem a capacidade de infectar e multiplicar-se em células
fagociticas (Jones & Winter, 1992) e nao fagociticas (Detilleux et al., 1990).
Contudo, os macréfagos (Corbel et al., 1997) e trofoblastos (Carvalho Neta et al.,
2008) sao considerados como as principais células de residéncia do hospedeiro
para este patégeno. A Brucella entra na célula hospedeira através de
microdominios de lipideos (Figura 5), existentes na membrana desta célula.
Através deste mecanismo, o0 patdgeno consegue evitar a fuséo
fagossomol/lisossomo. Por isto, este mecanismo parece ser a chave da
sobrevivéncia deste patégeno em macréfagos infectados, ja que as células do
hospedeiro com os microdominios estruturalmente alterados por substéncias
guimicas sdo capazes de eliminar todas as bactérias fagocitadas (Maria-Pilar et
al., 2005).

Os receptores encontrados nos microdominios de lipideo parecem
reconhecer duas moléculas existentes na membrana da bactéria. Foi proposto que
a proteina prion celular (PrP®) e o receptor “scavenger” do tipo A (SR-A), seriam
0S receptores para os ligantes expostos na superficie da Brucella, a chaperona
Hsp-60 e o LPS da Brucella, respectivamente (Kim et al., 2004). No entanto o
papel da PrP° na infecgéo por Brucella ainda é controverso (Fontes et al., 2005).

A sobrevivéncia e replicagdo da linhagem selvagem B. abortus S2308 em
macrofagos é dependente da entrada e trafego intracelular diferenciado desta
bactéria nestas células (Pizarro-Cerda et al., 1998). Quando a B. abortus S2308 é

internalizada, ela permanece em um compartimento denominado Brucella-
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containing vacuole (BCV). A fomacdo do BCV vem sendo amplamente
caracterizada, e ja foram estabelecidos diversos marcadores presentes em cada

uma dos seus estagios de formacao (Figura 5).
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Figura 5. Trafego intracelular da Brucella e marcadores dos BCVs em seus

diferentes estagios de maturacgao. Celli, 2006.

ApoOs a entrada da Brucella na célula do hospedeiro, dependente do LPS,
pelos microdominios de lipideos, a bactéria € encontrada em um BCV priméario (5-
10 min pés-infeccdo) que interage com endossomos primarios, adquirindo
transitoriamente a GTPase Rab5 e o antigeno de endossomo primario EEA-1. Os
BCVs entdo amadurecem em vacuolos acidos intermediarios que acumulam a
proteina de membrana associada ao lisossomo 1 (LAMP-1), evitando interacdes

com endossomos tardios e fusdo com lisossomos, essa etapa é dependente do
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LPS e do ciclo-1,2-B-glicano. No periodo de 2 a 8 horas poOs-infeccdo os BCVs
intermediarios interagem com os locais de saida do reticulo endoplasmatico
(ERES). Tais interacGes sédo dependentes do sistema de secrecéo tipo IV, virB, e
levam a fuséo entre BCVs e o reticulo endoplasmético (RE) no periodo de 8 a 12
horas pos-infec¢do. Esse processo gera uma organela derivada do RE permissiva
a replicacdo bacteriana, que vai ocorrer no periodo de 12 horas pés-infeccdo em
diante.

Os BCVs replicativos excluem LAMP-1 e adquirem varios marcadores do
RE (calnexina, calreticulina, sec61B, PDI), através das trocas com a membrana do
RE. A replicagdo bacteriana € seguida da fissdo do BCV em dois BCVs filhos, via
acréscimo adicional de membranas RE. Vacuolos contendo mutantes da Brucella
deficientes em virB ndo podem manter as interacdes ou fundir com o RE, eles séo

entdo direcionados para a fusdo com os lisossomos e eliminados (Celli, 2006).

1.6. Aresposta imune na brucelose

A sobrevivéncia e multiplicacdo nos macrofagos sédo a chave da viruléncia
da Brucella (Foulongne et al., 2000). Devido a localizacao intracelular, o controle
da infeccdo requer uma resposta imune celular, no qual o perfil Thl € uma arma
relevante para uma protecéo eficaz contra este patégeno (Ugalde et al., 2003). A
resposta imune do hospedeiro contra a infecgcdo pela B. abortus envolve a
ativacdo de células T CD4" e CD8" antigeno especificas, além da resposta

humoral. Entretanto, a defesa inicial a infeccdo bacteriana € executada pela

imunidade inata (Golding et al., 2001).
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1.6.1. Arespostaimune inata

Moléculas associadas a superficie de patégenos, como LPS, sé&o
primeiramente reconhecidos pelos receptores do tipo Toll (TLRs), uma familia de
receptores presente na superficie das células de mamiferos (Akira & Takeda,
2004). Os TLRs enviam sinais para ativar as células apresentadoras de antigeno
(APCs), como os macréfagos e células dendriticas, facilitando a fagocitose da
bactéria e aumentando a eficiéncia da apresentacdo antigénica. As células
“natural killer” (NK) também fazem parte da linha inicial de defesa. A bactéria B.
abortus ativam as APCs a liberarem IL-12 e esta citocina, por sua vez, ativa as
células NK que irdo secretar IFN-y (Golding et al., 2001).

A ativacdo do sistema imune inato através dos TLRs leva, entdo, ao
desenvolvimento de uma imunidade antigeno-especifica, facilitando a transcricdo
de genes que regulam a resposta imune adquirida, incluindo citocinas e moléculas

co-estimulatérias (Thoma-Uszynski et al., 2001).

1.6.2. Aresposta imune adquirida

A imunidade adquirida contra a infeccéo pela B. abortus em camundongos
€ mediada principalmente por linfécitos T e suas citocinas. Os anticorpos tém o
papel de opsonizar o agente infeccioso durante as primeiras horas de infeccao
(Cheers & Ho, 1983), tornando-o0 mais propicio a fagocitose pelos macréfagos. A

habilidade da bactéria em sobreviver e repicar dentro dos macréfagos e outras
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células do hospedeiro, torna-a inacessivel aos mecanismos extracelulares de
controle do hospedeiro, como 0s anticorpos e o sistema do complemento (Cheers
& Ho, 1983). Apesar dos anticorpos terem o seu papel na imunidade adquirida
contra a Brucella, estes ndo sdo capazes de reduzir a taxa de crescimento
intracelular in vivo e nem sdo capazes de conferir resisténcia a camundongos
suceptiveis. A imunidade celular contra B. abortus € dependente de linfocitos T
CD4+ do tipo Thl e de linfocitos T CD8" (Araya et al., 1989; Oliveira &Spliter,
1995).

A imunidade mediada por células consiste de dois tipos de rea¢cfes: a morte
da bactéria fagocitada em conseqiéncia da ativacdo dos macréfagos pelas
citocinas derivadas das células T, em especial o IFN-y e a lise das células
infectadas pelos linfécitos T CD8+ (Oliveira &Spliter, 1995).

A capacidade de antigenos especificos em induzir preferencialmente um
perfil de resposta imune Thl ou Th2 (Mosman et al.,1986) é um aspecto
importante no processo de resolucdo da infec¢do através da producédo de citocinas
(Abbas et al., 1996 e London et al.,1998). As citocinas sao importantes moléculas
que regulam o tipo de resposta imune induzida pelo hospedeiro e
consequentemente a infeccdo. No caso da infeccdo pela Brucella abortus,
linfocitos T CD4" e CD8" que secretam um padrdo de citocinas do tipo Thl s&o
responsaveis pelo processo de resolucdo da infec¢do (Zhan et al.,1993 e Oliveira
et al., 1996 e 1998).

Em estudos preliminares, Oliveira e Splitter (1995) demonstraram que a

brucelose murina é mais exacerbada em camundongos deficiente em MHC de
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classe | do que em camundongos deficientes de MHC de classe Il, evidenciando
assim, o impacto das células T CD8+ na imunidade mediada por células no
controle da brucelose experimental.

A identificacdo das citocinas induzidas pela infeccdo por B. abortus e a
elucidacdo de suas funcbes especificas € fundamental para o entendimento da
imunidade na brucelose. Citocinas derivadas de macrofagos como IL-1, IL-12 e
TNF-a, consideradas proé-inflamatorias, contribuem para o controle inicial da
infeccdo por Brucella. A IL-12 estimula as células NK e células T a produzirem
IFN-y e TNF-a e, conseqientemente, ativarem os macrofagos a destruirem as
bactérias intracelulares. A producdo de IL-12 também promove a diferenciacéo
das células auxiliares T CD4" para o fenétipos Thl. No modelo da brucelose
murina, a falta de IL-12 enddégena aumenta a susceptibilidade dos camundongos a
infeccdo pela B. abortus, estes camundongos mostram uma diminuicdo na
producéo de IFN-y e 6xido nitrico e um aumento do numero de bactérias no baco e
no figado (Zhan et al., 1996).

Os linfocitos do tipo Thl secretam IFN-y como a principal citocina efetora
contra a infeccao por bactéria intracelulares, incluindo a Brucella (Jones & Winter,
1992). Esta citocina possui duas principais fungdes no controle da brucelose.
Primeiro o IFN-y ativa os macrofagos a produzirem reativos intermediarios de
oxigénio e nitrogénio e enzimas capazes de destruir a bactéria fagocitada;
segundo, esta citocina estimula a producao de subclasses de anticorpos, como
IgG2a em camundongos, 0s quais ativam o sistema do complemento e opsonizam

a bactéria facilitando a fagocitose, favorecendo assim as fungfes efetoras dos
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macrofagos (Abbas et al.,1996). A producdo do IFN-y é mediada por fatores de
regulacdo do IFN, denominados os fatores reguladores de interferon-IRF (Jinkyng

et al, 2000).

1.7. Vacinas contra a brucelose

As vacinas vivas tém se mostrado mais eficientes que as vacinas mortas na
prevencdo da brucelose animal (Zhan & Cheers, 1998). A vacina viva ideal nao
deve provocar doenca nos animais vacinados, deve prevenir a infeccdo em ambos
0S sexos, prevenir o aborto e esterilidade, promover protecédo contra infeccao por
um longo periodo com uma simples dose, ndo induzir a producdo de anticorpos
anti-LPS que podem interferir no diagndstico sorologico, ser bioquimicamente
estavel, ndo apresentar risco de reversdo da viruléncia in vivo e in vitro, ndo ser
patogénica ao homem e ser facilmente produzida em larga escala (WHO, 1998).
Seria também recomendavel que a vacina viva possua marcadores fenotipicos ou
genotipicos que permitam uma facil diferenciacdo das linhagens patogénicas no
campo.

Véarios grupos de pesquisa no mundo tém caracterizado antigenos da
Brucella, como o objetivo de encontrar um componente protéico que possa ser
usado para conferir protecdo em animais. Como exemplo dessas proteinas
antigénicas da Brucella, pode-se citar: p39 (Al-Mariri et al., 2001), Cu-Zn SOD

(Tabatabai e Pugh, 1994), L7/L12 (Bachrach et al.,1994; Oliveira e Splitter 1996;
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Mallick et al., 2007), GroEL & GroES (Oliveira et al.,1996), YaJC (Vemulapalli et
al.,. 2000) e OMP31 (Cassataro et al. 2005, Kaushik et al., 2010).

Recentemente, foi também demonstrado que a imunizacdo de
camundongos com formas lipidadas e nao lipidadas de proteinas recombinantes
de membrana OMP-16 e OMP-19, juntamente com adjuvante, foi capaz de induzir
uma resposta imune Thl e niveis significativos de protegcdo comparavel a
vacinacdo com Brucella viva (S19) (Pasquevich et al., 2009). Porém os niveis de
protecao utilizando-se vacinas de subunidade ainda estédo longe do ideal.

Microrganismos geneticamente modificados também tém sido usados como
vetor para estimular o sistema imune do hospedeiro. Recentemente, Harms e
colaboradores (2009) desenvolveram um mutante de E. coli capaz de infectar uma
grande variedade de tipos celulares e liberar de um produto terapéutico dentro das
células do hospedeiro infectado. Elas apresentaram um vetor vacinal que imita a
infeccdo do patdgeno, induzindo a diferenciacdo de um perfil de resposta imune
Th1l e estimulando linfocitos T citotoxicos (CTLs) especificos.

Uma nova estratégia de vacinacao séo as vacinas de DNA, que vém sendo
intensamente pesquisadas devido a sua capacidade de induzir resposta imune
humoral e celular (Leclercqg et al.,, 2003). Diferentes genes de Brucella foram
avaliados através da vacinacdo DNA (Velikovsk et al., 2002; Onate et al., 2003 e
Cassataro et al., 2005) No entanto, até agora, nenhuma vacina monovalente de
DNA demonstrou uma eficacia superior a obtida com vacinas comercialmente
disponiveis atualmente.

Visto que um nivel de protecédo ideal ndo foi atingido por meio dessas

vacinas alternativas, a vacinacdo contra a brucelose vem sendo feita com a



Introducgdo 25

utiizacdo de vacinas vivas atenuadas que até o0 momento, apesar das
desvantagens apresentadas, sdo as que conferem um melhor nivel de protecdo
em animais. As vacinas vivas atenuadas tém a vantagem de usar das
propriedades naturais do proprio organismo, tais como invasao celular e tropismo
tecido-especifico, além de apresentar uma enorme gama de imunégenos (Fitch et
al., 2009).

Atualmente, a vacinacdo contra a brucelose ¢é feita através da
administracdo das linhagens lisas atenuadas S19 da B. abortus e Rev 1 da B.
melitensis. Existe também a linhagem rugosa, RB51, que foi introduzida em paises
como EUA, Chile e Canada (WHO, 1998).

A B. abortus S19 é a linhagem vacinal atenuada mais comumente utilizada
para a prevencdo de brucelose bovina e € amplamente utilizada em campanhas
de erradicacdo no mundo todo. No entanto, a B. abortus S19 tem trés problemas
principais: é virulenta para o homem, induz aborto quando administrado em
fémeas gestantes e a presenca do seu LPS liso interfere com a discriminagao
entre os animais infectados e os vacinados durante os procedimentos de triagem
imunoldgica (Ugalde et al., 2003; Smith et al., 1990). Outras vacinas lisas ja foram
descritas, dentre elas o mutante Apgk (Trant et al., 2010), desenvolvido por nosso
grupo de pesquisa, que apresentou niveis de protecdo iguais aos obtidos com a
linhagem vacinal S19.

Diversas linhagens vivas da B. abortus atenuadas tém sido estudadas. Em
geral, sdo interrompidos genes relacionados a biossintese do LPS resultando em

linhagens rugosas que seriam Uteis no momento de triagem sorolégica dos
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animais (Shurig et al., 1991; Ugalde et al., 2000; Ugalde et al., 2003). A B. abortus
RB51 é uma linhagem rugosa estavel que surgiu espontaneamente apés multiplos
cultivos da linhagem virulenta B. abortus S2308 em meio seletivo. Suas
caracteristicas sao resultado da interrupcédo do gene wboA devido a insercédo do
elemento IS771 e também a mutacdes em mais de um dos genes necessarios
para a expressao de um fenatipo liso (Shurig et al., 1991; Vemulapalli et al., 2000).
A linhagem B. abortus RB51 é avirulenta em camundongos e bovinos, mantém a
capacidade de induzir protecdo quando administrada em altas doses, e nao
interfere no diagndéstico. Porém, a B. abortus RB51 € resistente a rifampicina que &
o antibidtico de escolha para o tratamento de brucelose em mulheres gravidas,
criancas e em casos de endocardites causadas por Brucella spp. No entanto, um
dos problemas inerentes a linhagens rugosas vacinais da Brucella é que elas
podem ser muito atenuadas, persistirem pouco no hospedeiro e podem nao induzir
uma imunidade protetora eficiente (Ugalde et al., 2003). Portanto, todos os
esforcos tém sido focados na busca de uma melhor linhagem rugosa vacinal que
seja capaz de induzir a imunidade celular e protecdo adequada (Vemulapalli et al.,

2000; Monreal et al., 2003).

1.8. Modelo animal para avaliacdo de linhagens mutantes da Brucella

Spp.

Os camundongos knockout no fator regulador de interferon do tipo 1 (IRF-
1), que funciona como regulador da resposta celular mediada por interferons

(Taniguchi et al.,2001), apresentam profundas mudancas em comparacdo com a
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sua linhagem parental. As principais mudangas no sistema imune dos
camundongos IRF-1) s&o as seguintes:

- defeitos especificos no desenvolvimento dos timdcitos, as células T
imaturas, e estas ndo conseguem se desenvolver em células T CD8" maduras
(Taniguchi et al., 2001);

- 0s macréfagos de camundongos IRF-1? sdo defeituosos na inducéo do
gene da IL-12 p40, o que afeta também a resposta celular mediada por células T
CD4" (Taniguchi et al., 2001);

- 0 promotor da éxido nitrico sintase indutivel possui um sitio de ligacao ao
IRF-1, e a falta deste fator regulador mostrou afetar fortemente a producdo da
INOS (Lohoff et al.,1997);

- apresentam baixos niveis de MHC de classe | em suas células (Taniguchi
et al., 2001);

Os primeiros pesquisadores a utilizarem os camundongos IRF-1? em seus
estudos foi Ko e colaboradores em 2002. Surpreendentemente, este camundongo
foi capaz de sobreviver a infeccdo por linhagens atenuadas da Brucella abortus,
mesmo possuindo componentes de diversos mecanismos imunoldgicos
importantes para a resolucdo da infeccdo pela bactéria comprometidos. Isto
demonstra que o camundongo IRF-1 @ apresenta um nivel basal de imunidade
necessario para o controle das linhagens atenuadas. Estes camundongos
demonstraram-se 6timos modelos para detec¢do de varios graus de viruléncia de
linhagens mutantes da B. abortus, de uma forma mais rapida, menos dispendiosa

e menos laboriosa que as rotineiramente utilizadas, pois esses animais morrem
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depois de 14 dias apos a inoculagéo da linhagem selvagem e sobrevivem por mais

de 30 dias quando a linhagem é atenuada.



Justificativa 29
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A brucelose constitui-se um grave problema para a sanidade animal,
afetando conseqientemente a saude publica da populacdo. O Boletim do
Departamento de Defesa Sanitaria Animal (2001) demonstrou que a prevaléncia
média da brucelose bovina no Brasil & da ordem de 5%. Considerando o efetivo
bovino no Brasil em torno de 204.000.000 de cabecas (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estastistica, 2004) pode-se estimar que o prejuizo causado por esta
enfermidade € de mais de 30 milhdes de dblares por ano, sem falar nas outras
espécies domésticas.

As vacinas existentes no mercado ndo atendem de maneira eficiente e
segura as necessidades da nossa sociedade produtora. Uma das linhagens
vacinais utilizadas, B. Abortus S19, apesar de conferir protecdo aos animais
imunizados apresentam interferéncia no diagnostico dos animais imunizados
(Cheville et al, 1993). Tentando contornar este problema foi desenvolvida uma
linhagem rugosa que nédo intefere no diagnostico de rebanhos infectados, mas
apresenta resisténcia ao antibiotico utilizado no tratamento da doenca em
humanos (Ugalde et al., 2003).

Estimulados por estes dados, nosso grupo de pesquisa vem tentando
desenvolver uma nova linhagem vacinal que consiga conferir protecdo aos
animais imunizados e nado apresente 0s problemas encontrados nas vacinas
atualmente disponiveis no mercado. O gene wbhkC foi selecionado como alvo para
delegcé@o génica, visto que este estad envolvido da via de biossintese do LPS da
Brucella. Além de ser um dos principais fatores de viruléncia desta, a alteracdo de

sua estrutura resulta na obtencdo de linhagens rugosas, que sao ideais para
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serem utilizadas como linhagens vacinais por néo interferirem no diagndstico do

rebanho infectado.



Objetivos 32

3.0BJETIVO



Objetivos 33

3.1. Objetivo geral

Avaliar o envolvimento da enzima formil-transferase, codificada pelo gene wbkC,
na biossintese do LPS da Brucella abortus e avaliacdo da persisténcia e protecao
de uma linhagem mutante para este gene em macrofagos e camundongos

C57BL/6 e deficientes para o IRF-1.

3.2.0bjetivos especificos

v' Construcdo molecular de um vetor suicida contendo o gene wbkC com o
marcador de resisténcia a canamicina.

v' Obtencdo do mutante da Brucella abortus por recombinacdo homoéloga dupla
do gene wbkC (4wbkC) nas linhagens parentais S23008 e S19 .

v' Confirmacdo da mutacdo no gene wbkC através de Southern blot e
immunoblotting.

v Avaliar a persisténcia e viruléncia dos mutantes AwbkC em camundongos
C57BL/6 e knockout para IRF-1, comparado com a linhagem virulenta B.
abortus S2308 e as linhagens vacinais S19 e RB51.

v Determinacdo da persisténcia e localizagdo intracelular dos mutantes obtidos
em macréfagos murinos e a producdo de citocinas pré-inflamatérias.

v' Avaliar a capacidade destas bactérias mutantes de proteger camundongos

C57BL/6 e knockout para IRF-1 contra a brucelose experimental.
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4.1. Linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho estdo descritas na
Tabela 1:

Tabela 1. Linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho.

Espécie Linhagem Fonte ou referéncia
Escherichia coli DH5a GIBCO/BRL

Linhagem virulenta - estoque do
Brucella abortus S2308

laboratorio

Linhagem vacinal — Schurig et
Brucella abortus RB51

al., 1991

Linhagem vacinal — Estoque do
Brucella abortus S19

laboratétio
Brucella abortus virB9" Celli et al., 2003

Linhagem mutante - este
Brucella abortus AwbkC S19

trabalho

Linhagem mutante - este
Brucella abortus AwbkCS2308

trabalho

4.2. Meios e condicdes de cultivo

A linhagem de Escherichia coli foi crescida em meio Luria Bertani (LB)

composto de 10g/L de triptona, 5¢g/L de extrato de levedura e 10g/L de NaCl, pH
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7,4 & 37° C sob agitacdo de 200 rpm (Gallenkamp Orbital Incubator Shaker,
Sanyo, UK), ou em meio LB solidificado com 1,5% de &gar bacteriologico (VETEC
Quimica Fina LTDA, Rio de Janeiro,RJ,Brasil).

As linhagens da B. abortus foram crescidas em meio Brucella Broth — BB
(BD Sparks, MD, USA), a 37° C sob agitacdo de 200 rpm, ou em meio BB
solidificado com 1,5% de agar bacteriologico. Os antibiéticos utilizados para E. coli

foram ampicilina (100 pg/mL) e canamicina (50 pg/mL) e para B. abortus foram

ampicilina (10 ug/mL), canamicina (25 pg/mL).

4.3. Vetores

Os vetores utilizados neste trabalho foram os seguintes:

Tabela 2. Vetores utilizados neste trabalho.

Vetor Caracteristicas Fonte ou referéncia
pBluescript-KS(+) ColE 1- Amp’ Stratagene
pUC-4K ColE 1- Amp'- Kan' Amersham Biosciences
pAT153 ColE 1- Amp’ Bronwlie et al., 1990
pBluescript:wbkC ColE 1- Amp’ Este trabalho

pBluescript: wbkC -Kan ColE 1- Amp'- Kan' Este trabalho
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4.4. Tampoes, solucdes e enzimas de restricao

Os tampdes e as solugbes utilizadas neste trabalho foram preparadas
segundo Sambrook e colaboradores (2001) em agua bidestilada ou milli-Q. As
enzimas de restricdo utilizadas estdo listadas na Tabela 3 Os tampdes utilizados
para as reacdes e a temperatura de incubacdo foram utilizadas conforme

recomendacdes do fabricante.

Tabela 3. Enzimas utilizadas neste trabalho.

Enzima Sitio de restricédo Fabricante
Dral - Invitrogen
G CTAG.C
Sphl . Promega
G.CATG C
Nhel - New England Biolabs
G CTAG.C
Xhol - New England Biolabs
C TCGA.G
Xbal - New England Biolabs
T CTAG.A

4.5. Obtencdo de DNA gendmico da Brucella abortus

A extracdo do DNA gendmico da B. abortus linhagem S2308 foi realizada

de acordo com Halling e colaboradores (1991), com algumas modificagdes. Uma
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aliguota estoque da S2308 foi cultivada em meio BB agar para a obtencdo de
colonias isoladas. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 37°C. Uma
coldnia isolada foi subsequentemente inoculada em 10mL de meio BB e incubada
a 37 °C sob agitacao (200 rpm) durante 48 horas. Apos este tempo, a cultura foi
inativada por 1 hora a 65 °C, centrifugada a 5840 g por 10 minutos e o sedimento
foi ressuspendido em 1,5 mL de TE (10mM de tris/THCL pH=8,0 e 1 mM de EDTA
pH=8,0). Logo apds a total ressuspensao, foram adicionados 90 uL de SDS e 15
uL de proteinase k (20 mg/mL), esta mistura foi incubada a 37 °C durante 1 hora.
Apés este periodo, foram adicionados 300 uL de NaCl 5M e 240 uL de CTAB/NaCl
(CTAB 10 % e NaCl 0,7M), a mistura foi homogeneizada e incubada a 65 °C por
10 minutos. Em seguida foi adicionado volume igual de fenol-cloroférmio (1:1
vol/vol), a mistura foi incubada em gelo e agitada delicadamente por 5 minutos.
Logo em seguida, a mistura foi submetida a centrifugacao a 9300 g por 10 minutos
e a fase aquosa recuperada. Esse processo foi repetido por duas vezes. Apos a
Gltima repeticédo, a fase aquosa foi recuperada e adicionou-se 0 mesmo volume de
cloroférmio, a mistura foi incubada em gelo e agitada delicadamente por 5
minutos, sendo posteriormente submetida a centrifugacdo a 9300 g por 10
minutos. A fase aquosa foi mais uma vez recuperada e a ela adicionada 1 volume
de etanol para a precipitacdo do DNA genémico. A mistura foi incubada a -20° C
por 18 horas e centrifugada a 15700 g por 30 minutos. Apés a precipitacdo do
DNA, o sobrenadante foi retirado e o precipitado lavado com etanol 70%, seco a
temperatura ambiente e ressuspendido em 100 uL de &gua milli-Q estéril. Para

verificar a qualidade e concentracdo de DNA, este foi diluido (1:200) e submetido
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a leitura nos comprimentos de onda 260 e 280 nm em espectrofotébmetro (UV mini
1240 UV-VIS Spectrophotometer Shimazdu). A D.O.z60 foi multiplicada por 10000

obtendo-se a concentracdo do DNA (ng/uL)

4.6. Amplificacdo do gene wbkC

Em posse do DNA gendmico da B. abortus S2308, o gene wbkC foi
amplificado com os seguintes iniciadores, desenhados a partir de sequéncias da

B. abortus depositadas no GenBank.

WBKXHO F: 5" GCG CTC GAG TAC GAA TGG CAG CGC GAACT 3

WBKXBA R: 5 GCG TCT AGA GCC AGA AGC CTT TAT CATCA &

Em negrito estdo destacados os sitios de restricdo para as enzimas Xhol no
iniciador F e Xbal (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) no iniciador R
inseridos no fragmento amplificado. Para a reacdo de amplificacdo utilizou-se
10ng de DNA gendmico, 5pmoles de cada iniciador, o tampdo Tagq DNA
polimerase ,1,5 mM de MgCl, , 1,25 mM de dNTPs, 1 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e agua g.s.p. para 20 uL de reacao.

A reacado de PCR foi realizada seguindo o seguinte programa:

o primeira desnaturacdo: 95 °C por 2 minutos;

o 30 ciclos de: desnaturacao - 95 °C por 36 segundos,

anelamento - 55 °C por 36 segundos,
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extensao - 72 °C por 2,5 minutos;

o extensao final: 72 °C por 10 minutos.

Apoés a reacdo de PCR, o produto foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 0,8% e o fragmento de interesse foi purificado do gel através do kit Qiaex
II (QIAGEN, Valencia, CA, USA), conforme orientacdes do fabricante. Logo em
seguida, o fragmento foi quantificado em gel de agarose 0,8% com fragmentos de

DNA de concentracdo conhecida.

4.7. Clonagem do gene wbkC no plasmideo pBluescript-KS(+)

O produto amplificado e o plasmideo pBluescript-KS(+) (Anexo 1) foram
duplamente digeridos, em tubos separados, com as enzimas de restricdo Xhol e
Xbal. Apés a digestdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 0,8% em tampao TAE (Tris base 40mM pH 7,2, NaOAc 20mM e EDTA
1mM) corado com brometo de etideo (10mg/mL). O vetor pBluescript-KS(+) e o
fragmento de interesse de 970 pb foram retirados do gel e purificados através do
kit Qiaex Il (QIAGEN) e, em seguida, submetidos a eletroforese com o padréo de
peso molecular 1Kb Plus Ladder (Invitrogen, Carlsbad,CA, USA) e DNA de
concentracdo conhecida.

A ligacdo do fragmento de 970 pb no vetor pBluescript-KS(+) foi realizada
obedecendo a razdo molar vetor/fragmento de 1:3. Para a reacdo de ligacéo

utilizou-se 2 pL do tampéo de ligacdo 5X e 1,5 uL da enzima T4 DNA Ligase

1U/uL (GIBCO BRL, Carlsbad,CA, USA) em volume final de 10 uL. As ligacdes
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foram realizadas por 16 horas a 16 °C. O produto da ligacdo passou a ser
denominado pBluescript:wbkC.

Em seguida, células eletrocompetentes de E. coli DH5a foram
transformadas, estas foram preparadas segundo Sambrook e colaboradores
(1988). Para a transformagéao com o vetor pBluescript:wbkC, foi utilizado o produto
da reacédo de ligacdo do vetor em 50 uL de células eletrocompetentes. Estas foram
lentamente descongeladas em gelo e acrescidas ao vetor pBluescript:wbkC, em
seguida as células foram mantidas por 5 minutos no gelo. Posteriormente, foram
colocadas em uma cubeta de eletroporacdo (0,2 cm Bio Rad, CA, USA), e
eletroporadas no aparelho Gene Pulser Il (Bio Rad). Apés o impulso elétrico,
acrescentou-se 900 uL de meio SOC (Invitrogen) estéril e a cultura foi colocada
sob agitacdo constante de 200 rpm a 37 °C por 1 hora. ApOs este periodo as
células foram centrifugadas, ressuspendidas em 100 pL de LB e cultivadas em LB
agar suplementado com 100 ug/mL de ampicilina, 40 ug/mL de X-gal e 0,032 mM
de IPTG, as placas foram incubadas a 37 °C por 18 horas. As colbnias brancas
foram selecionadas e inoculadas através da ponta de uma ponteira estéril em
meio LB suplementado com ampicilina (100 ug/mL). O cultivo foi incubado por 16
horas a 37 °C sob agitacdo constante (200 rpm).

O DNA das colbnias recombinantes foi extraido pelo método de lise alcalina
utilizando o kit Wizard mini prep (Promega Corporation, Madson, WI, USA) e foi
submetido a analise de restricdo com as enzimas Xhol e Xbal. A clonagem foi

confirmada atravées do sequenciamento do DNA plasmidial das colonias
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recombinantes usando os mesmos iniciadores utilizados na amplificacdo do gene
wbkC.

As reacbBes de sequenciamento foram realizadas pelo método de
terminacdo da cadeia de DNA descrito por Sanger e colaboradores (1997). As
reacoes foram preparadas com o kit ET dye terminator cycle sequencing
(MegaBACE) e o sequenciamento foi feito no MegaBACE 1000 capillary
sequencer (GE Healthcare, Sado Paulo, Brasil).As sequéncias obtidas foram
posteriormente analisadas e editadas manualmente para a eliminacdo de
ambiguidades, regides de vetor e dados de baixa qualidade existentes no final das

sequéncias.

4.8. Obtencao do gene de resisténcia a canamicina (Kan')

O gene que confere resisténcia a canamicina foi obtido do plasmideo pUC-
4K (Anexo 1) (GE Healthcare). A partir da sequéncia do gene foi desenhado um

par de iniciadores (seqUéncias abaixo), que amplificam o mesmo.

KANSPH F : 5- GCG GCA TGC CGC TGA GGT CTG CCT C -3’

KANSPH R: 5’- GCG GCA TGC GGG GAAAGC CAC GTT GT -3

Na extremidade 5 de cada primer foi inserido um sitio de restricdo da
enzima Sphl, indicado em negrito nas sequéncias acima. Essa enzima foi

escolhida apos analise de restricdo do gene wbkC e do vetor pBluescript —KS(+),
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como o auxilio do programa NEBcutter V2.0. A reacdo de amplificacdo do gene da

canamicina foi realizada pelo mesmo protocolo descrito para o gene wbkC.

4.9. Clonagem do gene que codifica resisténcia a canamicina no vetor

pBluescript:wbkC.

A reacédo de digestédo do vetor pBluescript:wbkC e do gene de resisténcia a
canamicina (1208 pb) com a enzima Sphl foi realizada com 1ug do vetor, de
acordo com orienta¢gGes do fabricante da enzima. ApOs a digestdo, as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8% com o0 padrdo de peso
molecular 1Kb Plus Ladder (Invitrogen), em tampao TAE corado com brometo de
etideo. Em seguida os fragmentos foram retirados do gel e purificados através do
kit Qiaex Il (QIAGEN), e em seguida submetidos a eletroforese juntamente a um
DNA de concentracdo conhecida para sua quantificacao.

A ligacdo do gene de resisténcia & canamicina no vetor pBluescript:wbkC foi
realizada obedecendo a razdo molar vetor/fragmento de 1:3. Para a reacdo de
ligagdo utilizou-se 2 uL do tampé&o de ligagdo 5X e 1,5 uL da enzima T4 DNA
Ligase 1U/uL (Invitrogen) em volume final de 10 uL. As ligagOes foram realizadas
por 16 horas a temperatura de 16 °C. O produto da ligagcdo passou a ser
denominado pBluescript:wbkC-kan.

A transformacdo das células eletrocompetentes de E. coli DH5a foi
realizada conforme descrito no item 3.7, utilizando o vetror pBluescript:wbkC-Kan.

As células foram cultivadas em LB agar suplementado com ampicilina, X-gal e
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IPTG, as placas foram incubadas a 37 °C por 18 horas. As colonias brancas foram
selecionadas e inoculadas através da ponta de uma ponteira estéril em meio LB
suplementado com ampicilina (100 ug/mL). O cultivo foi incubado por 16 horas a
37 °C sob agitacao constante (200 rpm).

O vetror pBluescript:wbkC-Kan foi extraido da E. coli DH5a através do
método de lise alcalina utilizando o kit Wizard mini prep (Promega). A
quantificacdo de plasmideo foi estimada em gel de agarose 0,8% em tampédo TAE
corado com brometo de etideo, através da comparagcdo com uma banda de

concentracéo conhecida.

4.10. Preparacdo de células eletrocompetentes da B. abortus S2308 e

B. abortus S19

As células eletrocompetentes da B. abortus S2308 e B.abortus S19 foram
preparadas de acordo com Halling et al. (1991), implementando algumas
modificacdes. A partir do estoque das linhagens, foram feitas culturas em meio BB
agar e as placas foram crescidas por 72 horas em estufa a 37 °C. Cinco colbnias
isoladas de ambas as linhagens foram inoculadas em 50 mL de BB e incubadas a
37 °C sob agitacdo de 200 rpm até atingir uma D.O.g0 €m torno de 0,5-0,8. A
cultura foi centrifugada a 3290 g durante 10 minutos e o sedimento foi lavado com
20 mL de agua apirogénica gelada. Este procedimento foi repetido mais 5 vezes.

O sedimento final foi ressuspendido em 500 uL de agua apirogénica e separado

em aliquotas de 50 uL estocadas a - 70 °C, para posterior uso.



Materiais e Métodos 45

4.11. Eletroporagdo da B. abortus S2308 e B. abortus S19
eletrocompetentes com o plasmideo pBluescript:wbkC- kan e selecado dos

transformantes

O experimento foi baseado no protocolo proposto por Drazek e
colaboradores (1995), com algumas modificacdes. Células eletrocompetentes da
B. abortus S2308 e B. abortus S19 (50 uL) foram lentamente descongeladas em
banho de gelo e imediatamente acrescidas a 5ug da construcéo (ndo excedendo o
volume de 10 uL). Esta mistura foi colocada em uma cubeta de eletroporacao de
0,2 cm, estéril, resfriada e incubadas no gelo até o momento da eletroporacdo. O
eletroporador (Gene-Pulser/Pulse Controller, BioRad CA, USA) instalado em fluxo
laminar, foi ajustado com os seguintes parametros: 25 uF de capacitancia, 2,5 kV
de voltagem e 400 Q de resisténcia. Apds a eletroporacdo, as células foram
ressuspendidas em 1000 uL de meio SOC (Invitrogen) e incubadas a 37 °C sob
agitagdo constante de 200 rpm durante 18 horas. Posteriormente, 200 pL destas
suspensdes foram cultivadas em meio BB sélido suplementado com canamicina e
incubados a 37 °C em estufa, durante 3 a 5 dias.

As colbnias isoladas da placa original foram sub-cultivadas em meio BB
agar suplementado com canamicina e BB agar suplementado com ampicilina. As
placas foram cultivadas durante 72 horas a 37 °C. Os clones nos quais ocorreu
recombinacdo homaologa simples cresceram em ambos meios seletivos. Por outro
lado, os clones nos quais ocorreu recombinacdo homoéloga dupla cresceram

somente em meio contendo canamicina.
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4.12. Caracterizagao molecular dos mutantes

Com o objetivo de comprovar geneticamente que o gene wbkC intacto das
linhagens B. abortus S2308 e B. abortus S19 foi trocado pelo gene interrompido
pelo cassete da canamicina, foram utilizadas os ensaios de PCR e Southern blot,
técnicas que também permitiram a diferenciagcdo dos transformantes nos quais
ocorreu recombinacdo homadloga simples daqueles em que ocorreu recombinacgéo

homéloga dupla.

4.12.1. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O isolamento do DNA gendmico dos clones foi realizado de acordo com a
metodologia descrita anteriormente no item 3.5. A reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi realizada utilizando-se de 10 ng de DNA gendmico das
linhagens mutantes, selvagem de B. abortus S2308 e da linhagem vacinal B.
abortus S19. A reacéao foi feita com o par de iniciadores que amplificam o gene

wbkC, descritos no item 3.6.

4.12.2. Isolamento e digestdo enzimatica do DNA genbmico e

transferéncia para membrana de nitrocelulose

O isolamento do DNA gendmico das linhagens parentais e dos mutantes foi
realizado de acordo com a metodologia descrita anteriormente no item 3.5.

Aproximadamente 2 ug do DNA gend6mico de cada transformante foi submetido a
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digestdo com a enzimas de restricdo Nhel e Dral (New England Biolabs) conforme
0 protocolo sugerido pelos fabricantes. Como controle foi utilizado o DNA
gendmico da linhagem parental B. abortus S2308 e da linhagem vacinal B. abortus
S19 digerido com as mesmas enzimas de restrigao.

Apés a digestdo, as amostras, juntamente ao padrédo de peso molecular 1
Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose na concentracdo de 0,8% em tampédo TAE, contendo brometo de etideo,
durante 6 horas a 60V. Em seguida o gel foi fotografado para registro.

A transferéncia do DNA genbmico para a membrana de nitrocelulose
Hybond-N+ (GE Healthcare, Sao Paulo, Brazil) foi realizada a vacuo, no aparelho
“VYacuGene XL Vacuum Blotting System (GE Healthcare). O gel foi tratado no
sistema de transferéncia com as solugdes de HCI 0,25 M por 20 min, NaCl 1,5 M e
NaOH 0,5 N por 20 min, Tris-HCI 0,5 M pH 8,0 e NaCl 1,5 M por 20 min e
finalmente com SSC 20 X, por 1 hora. Apés a transferéncia, o DNA foi imobilizado
na membrana através do tratamento com luz ultra-violeta no aparelho CL 1000

Crosslinker (UVP, Upland-CA, USA) por 5 minutos.

4.12.3. Obtencéo das sondas

Foram construidas sondas para o gene wbkC e para os genes de

resisténcia a canamicina e ampicilina de acordo com a Tabela a seguir:
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Tabela 4. Sondas utilizadas no Southern blot

- Sonda  Origem  Enzimasderestricdo  Tamanho da sonda
utilizadas
wbkC Gene wbkC Nhe | e Dral 597 pb
Ampicilina pAT 153 Pstle Sspl 546 pb
Canamicina pUC 4K Eco RI 1208 pb

A reacédo de digestdo dos vetores indicados na Tabela 4 foram feitas com
1ug do vetor de acordo com orientagbes do fabricante das enzimas. Apls a
digestdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose na
concentracdo de 0,8% com o padrdao de peso molecular 1Kb Plus Ladder
(Invitrogen), em tampdo TAE corado com brometo de etideo. Em seguida os
fragmentos de interesse foram retirados do gel e purificados através do kit Qiaex Il
(QIAGEN) e em seguida, submetidos a eletroforese juntamente com um DNA de

concentracdo conhecida para sua quantificacao.

4.12.4. Marcacgéo das sondas e hibridizacdo das membranas

Para marcacdo dos fragmentos obtidos para sonda foi utilizado o kit
AlkPhos Direct (GE Healthcare). O DNA a ser marcado (100 ng) foi colocado em
banho a 100 °C por 5 minutos e rapidamente colocados no gelo por 5 minutos. Em

seguida, foram adicionados 10uL do tampé&o de reacdo, 2 uL do reagente de

marcacado e 10uL do reagente “cross linker’ agitando gentilmente o tubo no gelo
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apos a adicdo de cada um destes reagentes. A reacdo foi entdo incubada por 30
minutos a 37 °C.

As membranas foram pré-hibridizadas (Alkphos Direct Labeling and
Detection Systems) durante 30 minutos a 65 °C sob agitagdo moderada, em 15
mL de solucédo de hibridizacdo. A solucdo de hibridizacdo foi preparada com o
tampdo de hibridizacdo do kit AlkPhos Direct, acrescido de NaCl a uma
concentracéo final de 0,5M e o reagente de bloqueio a uma concentracao final de
4%. A solucéo ficou sob agitacéo por 2 horas e foram utilizados 15 mL desta para
cada sonda. As sondas marcadas foram adicionada a esta mesma solucédo, apos
30 minutos de pré-hibridizacdo. A hibridizacao foi feita a 65 °C durante 16 horas
em forno de hibridizacéo (Techne hybridiser HB-1D, Techne , Cambridge, U.K.),
sob agitacao branda.

Em seguida, as membranas foram lavadas por duas vezes durante 10
minutos a 65 °C com o tampao | (uréia ultra pura 2M, SDS 0,1% plv, fosfato de
so6dio 50mM pH 7,0, NaCl, 150mM, MgCl, 1mM e reagente de bloqueio 0,2% p/v).
Depois foram lavadas 2 vezes durante 5 minutos a temperatura ambiente com o
tampao Il (Tris base 1M e NaCl, 2M, pH10) diluido 1:20 e acrescido de 2 mM de
MgCl,.

Finalmente as membranas foram colocadas sobre um plastico, o excesso
de tampao foi retirado com um papel absorvente e foi adicionado o reagente de
deteccao do kit AlkPhos Direct sobre a membrana. Apds 5 minutos as membranas
foram expostas a um filme de radiografia (Hiperfiim-ECL - GE Healthcare), em um

“cassete” para auto-radiografia durante 20 minutos.
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4.13. Caracterizagdo morfolégica dos mutantes

Para verificar a morfologia da linhagem selvagem B. abortus S2308, das
linhagens vacinais B. abortus S19 e B. abortus RB51 e dos mutantes obtidos para
0 gene wbkC, foi utilizada a técnica de coloracdo com cristal violeta .

A caracterizagdo morfologica das colénias com cristal violeta foi realizada
segundo Alton e colaboradores (1988). Esta técnica permite a diferenciacdo das
colonias lisas e rugosas, sendo que estas se apresentam brancas ou roxas na
presenca do corante, respectivamente.

Foi preparada uma solugcéo C, feita com 20% da solucdo A (10% p/v de
cristal violeta em etanol absoluto) e 80% da solucdo B (1% p/v de oxalato de
amonio em agua), que foi posteriormente diluida na propor¢cédo 1/40 de agua. O
volume de 10 mL desta solugéo foi adicionado na placa com as colbnias a serem

caracterizadas e 20 segundos depois 0 excesso do corante foi retirado.

4.14. Caracterizagao do tipo de LPS presente nas linhagens mutantes

através de imunoblotting

A técnica de immunoblotting foi realizada de acordo com o protocolo
descrito por Godfroid e colaboradores (2000), com algumas modificacdes.
Culturas das linhagens B. abortus S2308, B. abortus S19, B. abortus RB51 e dos
mutantes foram inoculadas em 3 mL de meio BB, incubadas por 72 horas, a 37 °C

e sob agitacdo de 200 rpm. Estas foram submetidas a centrifugacdo a 12000 g,



Materiais e Métodos 51

lavadas em 0,0625M Tris-HCI (pH 6,8) e centrifugadas novamente. Foram
acrescidos 200uL de tampao de lise (SDS 1%, Glicerol 2% e 0,0625 M Tris-HCI
pH6,8), fervidas por 10 minutos e esfriadas a 50 °C. As amostras foram digeridas
com 20 pg de proteinase K a 50 °C por duas horas e por 18 horas a temperatura
ambiente. Um volume de 20 uL deste extrato bruto foi submetido a eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS- PAGE) 12% e foi posteriormente transferido (Sistema
BioRad) para uma membrana de nitrocelulose (Hybond- ECL, Amersham
Biosciences, Germany) utilizando o tampé&o de transferéncia 4 X (0,025 M tris,
0,192 M de glicina) diluido 1:4 acrescido de 200 mL de metanol.

O bloqueio da membrana foi realizado com 50 ml de solucdo de bloqueio
(TBS — 10mMTris-HCI (pH 7.5), 150 mM NacCl) acrescido de Tween 20 a 0.05%
(500 pL Tween 20 em 1L de TBS); e 3% leite desnatado em pd (Nestlé®). As
membranas ficaram imersas nesta solucdo por duas horas. Apos este periodo a
solucéo de bloqueio foi descartada e a membrana foi lavada 3 vezes por 5 minutos
com TBS Tween (TBST) e incubada com o anticorpo primario A68/24D08/609
(IgG1 ,R-LPS) ou 04F9 (IgG2a, O-LPS), diluido 1:1000 em solucdo de TBST/BSA
(TBS com 5% BSA e 0.05% Tween 20), por 18 horas. Os anticorpos monoclonais
A68/24D08/609 e 04F9 foram cedidos pelo Dr.Axel Cloeckaert (Institut National de
la Recherche Agronomique, France).

A membrana foi entdo lavada 3 vezes por 5 minutos com 30 mL da solucao
de lavagem TBST (TBS com 0,05% Tween 20) e posteriormente incubada com o
anticorpo secundario (conjugado) anti-lgG total de camundongo marcado com

fosfatase alcalina, diluido (1:4000) em solugéo de blogueio TBST acrescido de 1%
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de leite em p6. A membrana foi incubada na solugcdo por uma hora a temperatura
ambiente.

Finalmente, a solucdo contendo o anticorpo secundério foi removida, a
membrana foi lavada 3 vezes por 5 minutos com 30 ml de solugéo de lavagem
TBST. O immunoblot foi entdo revelado utilizando o reagente de deteccdo do kit
AlkPhos Direct (GE Healthcare). A membrana foi exposta a um filme de radiografia
(Hiperfilm-ECL - GE Healthcare), em um “cassete” de auto-radiografia durante 20

minutos.

4.15. Extracdo do LPS, purificacdo do lipideo A e espectrometria de
massa.

O LPS liso das linhagens parentais, B. abortus S2308 e S19 e o LPS
rugoso das demais linhagens foram purificados de acordo com Moreno e
colaboradores (1979). O lipideo-A foi isolado por hidrolise &acida do LPS ja
purificado destas linhagens de acordo com Campos et al.,, 2004. O lipideo-A
isolado foi entdo analisado por electrospray ionization time-of-flight mass
spectrometry (ESI-TOF-MS) utilizando o equipamento Q-TOF-MS (Ultima,
Micromass Ltd., Manchester, United Kingdom). O lipideo-A de E. coli (Sigma) foi

utilizado como controle para calibrar o equipamento.

4.16. Experimentos in vitro
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4.16.1.Extracédo e cultivo de células da medula 0ssea

Para a obtencdo de células da medula 6ssea, camundongos C57BL/6
foram sacrificados por meio de deslocamento cervical e tiveram os fémures e as
tibias extraidos. As extremidades proximal e distal destes ossos foram
seccionadas e foram injetados 5 mL de HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution,
GIBCO) em cada osso.

A suspensao de células obtida foi centrifugada a 600 g por 10 minutos, a 4
°C, e o precipitado foi ressuspendido em 10 mL/por animal de DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, GIBCO) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB, GIBCO) e submetidas a uma filtracdo em separadores de nylon com a
malha de 70 um (BD FALCON) para a remocao de detritos e ruptura de ligagdes
célula-célula. Logo em seguida, as células foram plaqueadas em placas de petri
para cultivo celular e incubadas por duas horas a 37 °C, em atmosfera de 5% de
CO,, de maneira a obter apenas células que ainda nao se diferenciaram. Para
isso, as células ndo aderentes foram coletadas, centrifugadas a 600 g por 10
minutos, a 4 °C, e ressuspendidas em 2 mL de DMEM suplementado. Em seguida,

as células foram contadas em uma camara de Neubauer.

4.16.2.Diferenciacdo das células da medula em Macréfagos (BMDM)

As células extraidas da medula foram diferenciadas em macrofagos

plaqueando-as em placas de 24 pocos na concentracdo de 1x10°

células/mL/pogo. As células foram mantidas em DMEM (Dulbecco’s Modified
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Eagle Medium, GIBCO) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB,
GIBCO), 1% de HEPES 1 M (GIBCO) e 10% de LCCM (L929 cell conditioned
medium), como uma fonte de M-CSF (fator estimulador de colénias de mondcitos).
As placas foram entdo incubadas a 37 °C e sob atmosfera com 5% de CO..
Quatro dias ap6és o plagueamento das células, foram adicionados 100 uL de
LCCM por poco e no sétimo dia, o meio de cultura foi trocado por um novo
contendo também 10% de LCCM. No décimo dia de cultura as células estéo

completamente diferenciadas em macrofagos (Gomes & Appelberg, 2002).

4.16.3.Infeccdo de BMDM

Os macrofagos ja diferenciados foram infectados com suspensdes
bacterianas da B. abortus S2308, S19, RB51, virB9’, AwbkC 2308 e AwbkC S19
que correspondiam a multiplicidade de infeccdo (MOI) de 50 bactérias/célula. As
placas foram centrifugadas 600g por 10 min a 4 °C para sincronizar a infeccédo. As
células foram incubadas a 37 °C por 15 min. Apds este tempo o0 meio foi removido
e as células lavadas 4 vezes com DEMEM. Depois da lavagem as células foram
incubadas por 90 min a 37 °C em meio completo contendo 50 ug/ml de
gentamicina (Sigma) para destruir as bactérias extracelulares. O meio foi removido
e substituido por meio completo acrescido de 10 pg/ml de gentamicina. Células
infectadas foram lavadas 3 vezes com PBS e entdo lisadas com 1 ml de 0.1%
Triton-X 100 em ddH,O. O numero de bactérias intracelulares viaveis foi

determinado durante 2hs, 24hs e 48hs ap0s a infeccdo. Diluicbes seriadas da
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suspensao bacteriana em PBS foram plagueadas em triplicata em meio sélido
(Brucella Broth). O numero de UFC foi determinado apos 3 dias de incubacdo em

estufa a 37° C. Este experimento foi realizado em triplicata.

4.16.4.Microscopia de imunofluorescéncia

Foram plaqueadas 1X10° células/poco de BMDMs em placas de 24 pocos
recobertas com laminulas de vidro de 12 mm de didmetro (VWR International). As
células foram infectadas como descrito no item anterior, porém usando-se um MOI
de 25 bactérias/célula. Nos tempos de 2 e 24 horas apos a infec¢ao realizou-se a
fixacdo das células. Para isso, as laminulas contendo as células foram transferidas
para uma nova placa de 24 pocos contendo 0,5 mL de paraformaldeido (Electron
Microscopy Science) a 3% em pH 7.4 e foram incubadas a 37 °C por 15 minutos.
Posteriormente, o paraformaldeido foi removido e as laminulas foram lavadas 4
vezes com 0,5 mL de PBS.

Em seguida, estas laminulas foram utilizadas para marcacdo por
imunofluorescéncia. Todas as informacdes referentes aos anticorpos utilizados se

encontram na Tabela 5 a seguir.
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Tabela 5. Anticorpos utilizados para imunofluorescéncia.

Absorcdo Emisséo

Anticorpo  Origem  Utilizagdo Diluicdo Fluoroforo Fonte
*) ()
Anti- LPS Soro de
liso de Bovino Primério 1:100 -- -- -- animal
B.abortus infectado
Anti-LPS Soro de
rugoso de  Bovino  Primario 1:100 - - - animal
B.abortus infectado
Anti-LAMP-1
de L
Rato Primério 1:200 -- -- -- a
camundongo
(1D4B)
) _ ALEXA
Anti-Rato Cabra Secundario 1:1000 488 493 nm 518 nm b
_ _ _ Texas
Anti-Bovino  Cabra Secundario 1:1000 Red 596 nm 620 nm b
e

(a) Developmental Studies Hybridoma Bank, National Institute of Child Health and Human
Development, University of lowa

(b) Jackson ImmunoResearch Laboratories

As laminulas foram invertidas com sua face contendo as células em
preparacdes contendo os anticorpos primarios diluidos em uma solucdo de PBS,
acrescido de 10% de soro de cavalo (Sigma) e 0,1% de saponina (Quillaja bark,
Sigma). Para as linhagens lisas B. abortus 2308, S19 e virB9" foi utilizado o
anticorpo primario anti-LPS liso, ja para as linhagens rugosas RB51, AwbkC 2308

e AwbkC S19 foi utilizado o anticorpo anti-LPS rugoso (Tabela 5). Todas as
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laminulas foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente e depois
lavadas duas vezes com PBS acrescido de saponina (0,1%) e incubadas outros
30 minutos a temperatura ambiente com os anticorpos secundarios. Em seguida
foram lavadas novamente duas vezes com PBS acrescido de saponina (0,1%),
uma vez com PBS e uma vez com ddH,O. Apés as lavagens, as amostras ja
marcadas foram invertidas em uma lamina de vidro para microscopio contendo 10
uL de meio de montagem Mowiol 4-88 (Calbiochem) e deixadas em um local com
auséncia de luz por no minimo duas horas.

Apos a marcacédo, as laminulas referentes ao tempo de 2 e 24 horas pos-
infeccdo foram analisadas em um microscopio de epifluorescéncia. Foi feita a
guantificacdo de bactérias intracelulares positivas e negativas para o marcador
LAMP-1 por colocalizacdo, sendo contadas as bactérias intracelulares de no
minimo 50 células por laminula em 3 experimentos independentes. As amostras
foram também examinadas no microscopio confocal de varredura a laser Zeiss
LSM 510 para a aquisicdo de imagens. As imagens de 1024 x 1024 pixels foram

agrupadas usando o programa ADOBE Photoshop 7.0.

4.16.5. Dosagem de citocinas

A dosagem das citocinas TNF-a e IL-12 p40 nos sobrenadantes da cultura
de BMDMs foi baseada no meétodo de ELISA sanduiche, utilizando os Kkits
fornecidos pela R&D System (Minessota, MN,USA) de acordo com o protocolo do

fabricante.
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4.17. Experimentos in vivo

4.17.1. Animais utilizados

Foram utilizadas fémeas e machos de camundongos C57BL/6, com idade
entre 6 e 9 semanas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo do ICB/UFMG.
Também foram utilizados camundongos IRF- 1), machos e fémeas, com idades
entre 6 e 12 semanas, criados no biotério do Laboratério de Imunologia de

Doencas Infecciosas ICB/UFMG (Biotério F-2, sala F2-255)

4.17.2. Determinagdo da persisténcia dos mutantes AwbkC em

camundongos C57BL/6

Cinco grupos de camundongos, com 28 animais em cada grupo, foram
inoculados intraperitonealmente com 1x10° UFC (unidade formadora de colonia)
da linhagem selvagem B. abortus S2308 e da linhagem vacinal B. abortus S19 e
com 1x10® UFC da linhagem vacinal B. abortus RB51 e das linhagens mutantes
AwbkC S2308 e AwbkC S19.

Apés 1, 2, 3, e 6 semanas, 7 camundongos de cada grupo foram
sacrificados por deslocamento cervical e seu baco foi retirado, processado e
submetido a diluicdo seriada em PBS e cultivado em meio BB agar. As placas
foram incubadas em estufa a 37 °C. Ao término do terceiro dia, as bactérias foram

contadas e foi determinado o numero de UFC no bago destes animais.



Materiais e Métodos 59

4.17.3. Determinac&o da viruléncia em camundongos IRF-1 "

Cinco grupos de 8 Camundongos IRF-17, com idade entre 6 e 12
semanas, foram inoculados intraperitonealmente com 1x10° UFC das linhagens
selvagem B. abortus S2308, vacinal B. abortus S19, vacinal B. abortus RB51 e
das linhagens mutantes. Apés a infeccdo dos camundongos, a sobrevivéncia dos
animais foi diariamente observada, durante 30 dias.

Também foi avaliado o numero de UFC no baco de camundongos IRF-1¢").
Para isso, foi feito o mesmo procedimento descrito acima, porém, dez dias apo6s a
infeccdo, os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical e seu
baco foi retirado, processado, submetido a diluicdo seriada em PBS e cultivado em
meio BB. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C. Ao término do terceiro

dia, o numero de UFC recuperados do baco destes animais foi determinado.

4.17.4. Avaliacdo do nivel de imunoprotecdo induzida em

camundongos C57BL/6

Camundongos C57BL/6, com 6 a 9 semanas de idade, foram vacinados
intraperitonealmente com 100 pL de PBS contendo 1 x 10% bactérias das
linhagens mutantes ou da linhagem vacinal RB51. Ja a dose utilizada para a
linhagem vacinal B. abortus S19 foi de 1 x 10° bactérias. No grupo controle foi
inoculado 100 puL de PBS (8 animais por grupo). Ap6s 6 semanas 0S

camundongos foram desafiados com 100 uL de PBS contendo 1 x 10° células/ml
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da linhagem virulenta S2308. Depois de 15 dias, os camundongos foram
sacrificados por deslocamento cervical e seu bacgo foi retirado, processado e
plagueado em diluicdo seriada em meio Brucella Broth (BB). As placas foram
inoculadas em estufa a 37°C contendo 5% de CO,. Ao término do terceiro dia as
bactérias foram contadas e foi determinado o nimero de UFC no bago destes

animais. O experimento foi realizado em triplicata.

4.17.5. Avaliacdo do nivel de imunoprotecdo induzida em

camundongos IRF-1 "

Grupos de seis camundongos IRF-1 7, com idade entre 8 e 12 semanas,
foram vacinados intraperitonealmente com 1 x 10° bactérias das linhagens
mutantes e da linhagem vacinal RB51 e 10° bactérias da linhagem S19. No grupo
controle foi inoculado 100 uL de PBS. ApOs 6 semanas, os camundongos foram
desafiados com 1 x 10° células da linhagem selvagem B. abortus S2308. Apés a
infeccdo dos camundongos, a sobrevivéncia dos animais foi diariamente

observada durante 30 dias.

4.18. Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através do teste t de Student, two

way ANOVA e teste de Bonferroni do programa GraphPad prism 2.0 (GraphPad

Software Inc., San Diego, CA)
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5. RESULTADOS
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5.1. Obtencéo do plasmideo para a mutacdo do gene wbkC

5.1.1. Amplificagdo da sequUéncia completa do gene wbkC da B.

abortus

A sequéncia completa do gene wbkC foi amplificada pela técnica de PCR, a
partir do DNA genbmico da Brucella abortus. Os iniciadores WBKXHO F e
WBKXBA R foram utilizados para a reacao de PCR, que foi realizada conforme
descrito no item 4.6. O produto amplificado estd representado na Figura 6. O
tamanho do fragmento de 970pb do gene wbkC foi confirmado comparando-o com

0 padréo de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

1000 pb
850 pb

Figura 6. Gel de agarose 0,8% demonstrando a amplificagdo do gene wbkC .
1- Perfil eletroforético do padrao de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 2-

Produto da amplificacéo do gene wbkC da linhagem B. abortus S2308.
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5.1.2. Clonagem do gene wbkC no plasmideo pBluescript-KS(+)

O fragmento amplificado relativo ao gene wbkC foi clonado no vetor
pBuescript-KS(+) nos sitios das enzimas Xhol e Xbal conforme descrito na
metodologia. Colbnias brancas de clones transformados em E. coli com a
construcéo foram escolhidos aleatoriamente para a confirmacao do inserto. Cada
clone foi crescido em meio LB liquido e a seguir o DNA plasmidial foi extraido e
digerido com as enzimas Xhol e Xbal. Também foi realizado o sequenciamento
para a confirmacao do gene wbkC.

A analise de restricdo para confirmacdo da clonagem do gene wbkC no
vetor pBluescript-KS(+) esta demonstrada na Figura 7. O fragmento de
aproximadamente 2960 pb corresponde ao plasmideo enquanto o fragmento de

aproximadamente 970 pb corresponde ao gene wbkC.

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 0,8% demonstrando a analise da
clonagem da ORF do gene wbkC no vetor pBluescript-KS(+). 1 - Perfil eletroforético
do padrdo de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 2- Produto da digestédo

do DNA plasmidial do clone de E. coli transformada com o plasmideo pBluescript: wbkC.
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A banda de aproximadamente 970 pb corresponde a ORF do gene wbkC e a banda de

2960 corresponde ao vetor pBluescript-KS(+).

Na Figura 8 podemos observar o resultado do sequénciamento do DNA

plasmidial contendo o gene wbkC das E. coli recombinantes.

GCGTCTAGAGCCAGAAGCCTTTATCATCAAACTACACCATCACCTGCTGGGACCAAAA
ACCTAAACAAGCAACAAGCCATTTITACGAGGGAATACCCCTCATAAGAGAGCGGTAAATATCTA
TAGAAGGAACATAATATACCTTGCCATCAATCTTCAATACTGCCGGTGGGAACGGAGGAAAGA
ACATTGCTCGGATAAAACGATCAATCTGGACTTCCGACCATCTTGGGTCGATAACGCCACCGA
AAGGAAGTTCGCGGGCGTAATAGCTAGCCTCACCCAATTGAGCAAATCCCGGATCTCCTTGAT
CTAGTTTAAGGATGACTTCCTCTAAGCGCAGCATCGCGCGCGCAATTTGTCGGTGAAATAAAG
AAAAGGCTGTATCGGTTTCTTCAACCGAAATTCGCTCTTGCAACAATATTGCACCCGTATCGAA
ATTTTCGTACCATACGATGATAGCTGAAACCGGTTTCGCTCTCGCCATTTATAATCACCCACGC
AACCGAGTTTGTTCCGCGATAAGCAGGAAGAAGCGACGGATGACGATTTACGCTCCCCTTTTT
TGCCAATTTTAGGAAGCGACCCGGGATTAACGATCGATAGT[GCATGCTTATAATCATGTCCGG
ATCGAAATTAGCTCCAAATTCGTAGAATTCTTCCGAATTTGCAGCTGCGGTAGTGAATTGAATG
TTCCTAAGCCTTAACATGGAATGTAAACCACAATTACGATTGTCTTCTCTATGCGTCGCAACCG
CAATCTTATCAATCTCTACGCCCATGCCAATCAAGGTTGTAACGCAAAATTCCGCCGGCAATCC
GTATCCTGCTACCAAAACGCGTGTATTTGGTGCAATCGCCATTTAAAATGCCTCTTTTTCGTCA
GTTACTATGCGTAAATACTCACCCGCGACTGCATTCCAACTTGGGTAACGTTCGTACAGTTCGC
GCTGCAATTCGTACTCGAGCGC

Figura 8. Sequéncia de nucleotideos do gene wbkC. Os codons de iniciagdo
(ATG) e de terminagéo (TGA) do gene wbkC estéo sublinhados. Os iniciadores utilizados
para sequenciar o plasmideo estdo em negrito. O sitio de clivagem da enzima Sphl esta

evidenciado na caixa e em vermelho estdo os sitios de restricdo para a enzima Xhol e

Xbal adicionados ao gene wbkC.
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5.1.3. Insercdo do gene que confere resisténcia a canamicina no vetor

pBluescript: wbkC

Com o objetivo de interromper a sequéncia do gene wbkC presente no
plasmideo pBluescript:wbkC, foi inserido o gene que confere resisténcia a
canamicina. Este foi amplificado do vetor pUC 4K com o par de iniciadores
especificos KANSPH F e KANSPH R (item 4.8).

Na extremidade 5 de cada iniciador foi inserido o sitio de restricao da
enzima Sphl. Esta enzima cliva em um sitio Unico e central do gene wbkC e néo é
capaz de reconhecer nenhum sitio de restricdo no vetor pBluescript —KS(+),
permitindo a clonagem do gene de resisténcia & canamicina neste vetor. Para a
escolha do local de insercdo do gene resisténcia a canamicina foi levado em
consideracdo o minimo de aproximadamente 400 pares de base disponiveis em
cada extremidade do gene para facilitar a ocorréncia do evento de recombinagao
homdéloga.

O fragmento de aproximadamente 1208 pb, correspondente ao gene de
resisténcia a canamicina amplificado, foi devidamente isolado do gel de agarose
0,8%, purificado e digerido com a enzima Sphl. O produto da digestéo foi ligado ao
vetor pBluescript:wbkC, previamente digerido com a mesma.

Alguns clones resistentes a canamicina foram obtidos e selecionados para
analise por digestdo enzimatica para a confirmacdo da insercdo do gene de
resisténcia a este antibiotico. A Figura 9 mostra um desenho esquemaético do vetor

pBluescript:wbkC-Kan.
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Sphl

Kan

pBlue:wblC-Kan

Dral ——
5252bp

Amp Sphl

Nhel
wbkC

Xbal

Figura 9. Mapa do plasmideo pBluescript:wbkC-Kan.

Para confirmar o sucesso da clonagem, foi realizada a digestdo do DNA
plasmidial com as enzimas Xhol e Xbal (Figura 10) de um dos clones. Como
produto da digestdo do plasmideo foram geradas trés bandas, uma de
aproximadamente 2960 pb que corresponde ao vetor pBluescript-KS (+), uma
banda de 1460 pb e outra de 700 pb, que juntas correspondem aos 2200 pb do
gene wbkC interrompido pelo gene de resisténcia a canamicina. Isso se deve ao
fato do gene de resisténcia a canamicina apresentar um sitio de restricdo para

Xhol. Esta construcao foi denominada pBluescript:wbkC-Kan.
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Figura 10. Gel de agarose 0,8% demonstrando a confirmagdo da construgéo
do vetor pBluescript:wbkC-Kan. 1- Pefil eletroforético do padrdo de peso molecular 1Kb
Plus DNA ladder. 2-Produto da digestdo do plasmideo pBluescript: wbkC-Kan com as

enzimas de restricdo Xhol e Xbal de um clone transformado.

5.2. Obtencéo e selecdo do mutante da B. abortus para o gene wbkC

por recombinacdo homadloga dupla

Esta etapa teve como objetivo inativar o gene wbkC da linhagem selvagem
B. abortus S2308 e da linhagem vacinal B. abortus S19 através da recombinacéo
homadloga dupla.

O plasmideo pBluescript:wbkC-Kan foi introduzido por eletroporacdo nas
linhagens da B. abortus conforme descrito na metodologia. O plasmideo
pBluescript:wbkC-Kan que é derivado do pBluescrip-KS(+), é considerado um
vetor suicida para o género Brucella por possuir apenas origem de replicacdo de
E. coli, ColELl, que o torna incapaz de replicar dentro de bactérias do género

Brucella (Rigby et al., 1989).
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A Unica maneira das bactérias transformadas sobreviverem em um meio
seletivo contendo canamicina é se estas tiverem incorporado em seu genoma o
gene de resisténcia a este antibidtico. H4A duas maneiras deste evento ocorrer. A
primeira forma é se houver a recombinagcdo em apenas uma das extremidades do
gene através da recombinacdo homologa simples, desta forma a bactéria
transformante serd resistente aos antibiéticos canamicina e ampicilina, ja que todo
o vetor foi inserido no seu genoma (Figura 11 A). A segunda forma é se houver a
recombinacdo em ambas as extremidades do gene através da recombinacao
homologa dupla, desta forma a bactéria transformante sera resistente somente ao
antibiético canamicina, ja que houve a troca do seu gene funcional pelo gene
interrompido pelo cassete de canamicina (Figura 11 B). As duas formas de
possiveis recombinacdes estdo esquematizadas na Figura 11.

Apbs a eletroporacdo, as bactérias foram incubadas a 37 °C em placas
contendo meio BB &gar acrescidas de canamicina por 72 horas para se observar o

crescimento das coldnias obtidas.
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Figura 11. Esquema dos possiveis eventos de recombinagdo homologa entre
0 genoma da B. abortus e o plasmideo pBluescript:wbkC-Kan. A- Recombinacao

homdloga simples. B - Recombinacdo homéloga dupla.

As bactérias que sobreviveram no meio contendo canamicina foram
cultivadas em placas réplica contendo meio com ampicilina ou canamicina, (Figura
12). As bactérias que sofreram recombinacdo homoéloga dupla sdo sensiveis a
ampicilina (Amp®) e resistentes a canamicina (Kan"), ja que trocaram o seu gene
wbkC funcional pelo gene interrompido pelo cassete de canamicina. Ja as
bactérias que sofreram recombinacdo homologa simples sdo capazes de crescer

em ambos os meios seletivos, uma vez que todo o vetor foi inserido em seu
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genoma e passam a possuir duas copias do gene wbkC, uma funcional e outra
com a sua fase de leitura interrompida pelo cassete de canamicina (Figura 12).
Através deste processo foram selecionados dois mutantes para o gene
wbkC, um pela transformacé&o da linhagem selvagem B. abortus S2308 e outro da
transformacdo da linhagem vacinal B. abortus S19. Estes mutantes foram

denominados B. abortus AwbkC S2308 e B. abortus AwbkC S19, respectivamente.

Recombinagio
homédloga simples

BB - Kan BB - Amp

W
R

Recombingao
homéloga dupla

Figura 12. Esquema de cultivo das bactérias transformantes em meios
seletivos. BB- Kan- Meio BB acrescido de 25 pg/mL de canamicina; BB- Amp — Meio BB

acrescido de 10 pg/mL de ampicilina; X indica o ndo crescimento da colénia.

5.3. Caracterizacdo molecular dos mutantes de B. abortus para o gene
wbkC

A mutacao foi primeiramente confirmada por PCR, mostrando que o gene
wbkC funcional havia sido substituido pelo gene wbkC interrompido pelo gene de

resisténcia a canamicina. (Figura 13). Para isso, 0 DNA gendmico das linhagens
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parentais e dos mutantes foi extraido, conforme descrito anteriormente, e 0 gene
wbkC foi amplificado com os iniciadores especificos WBKXHO F e WBKXBA R
(tem 3.6). Pode-se observar na Figura 13 que o tamanho do fragmento
amplificado na linhagem parental B. abortus S2308 difere do amplificado nos
mutantes obtidos. Isto porque a linhagem parental apresenta o gene wbkC
funcional de 970 pb e os mutantes apresentam o gene wbkC interrompido pelo

gene de resisténcia a canamicina de aproximadamente 2200 pb.

pb

3000
2000

1000
850

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 0,8% demonstrando a confirmacgéo
por PCR da presenca do gene wbkC interrompido pelo gene de resisténcia a
canamicina nos mutantes obtidos.1 - Perfil eletroforético do padrao de peso molecular
1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen). 2- Produto de amplificacdo do gene wbkC da linhagem
selvagem B. abortus S2308. 3 e 4-Produtos de amplificacdo do gene wbkC do genoma

dos mutantes B. abortus AwbkC S19 e B. abortus AwbkC S2308, respectivamente.



Resultados 72

A confirmacao da mutacdo no gene wbkC tambeém foi realizada pela técnica
de Southern blot. Neste experimento, foi adicionado um clone em que ocorreu
recombinacdo homodloga simples como controle positivo para as sondas do gene
da canamicina e ampicilina. As linhagens parentais foram utilizadas também como
controle negativo para as sondas de ambos antibiéticos.

O DNA genbmico das linhagens parentais e dos transformantes foram
digeridos com as enzimas Dral e Nhel e os fragmentos obtidos foram separados
em geéis de agarose a 0,8% e posteriormente foram transferidos para uma
membrana de nitrocelulose. Trés sondas distintas foram utlizadas neste
experimento: uma para o gene wbkC, outra para o gene da canamicina e outra
para o gene que confere resisténcia ampicilina (Figura 14).

Quando o gene de resisténcia a canamicina foi utilizado como sonda, esta
hibridizou no DNA genbmico dos transformantes e n&o hibridizou no DNA
gendmico das linhagens parentais B. abortus S2308 e B. abortus S19 (Figura 14
A).

Quando utilizada a sonda correspondente ao gene wbkC (Figura 14 B)
houve hibridizacdo de um fragmento de aproximadamente 600 pb para as
linhagens parentais B. abortus S2308 e B. abortus S19; e uma banda de
aproximadamente 1800 pb para os clones duplo recombinantes, B. abortus AwbkC
S2308 e B. abortus AwbkC S19. A diferenga de 1200 pb observada no perfil de
hibridizacdo entre os mutantes e as linhagens parentais € devido a insercédo do
cassete de canamicina interrompendo o gene wbkC. Este perfil indica que a

recombinacdo homaologa dupla ocorreu entre o plasmideo e o DNA gendmico. No
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transformante por recombinagdo homdloga simples todo o vetor foi inserido no
genoma da bactéria, como demonstrado anteriormente, portanto este apresentou
tanto o fragmento de 600 pb que corresponde ao gene wbkC funcional, quanto o
fragmento de 1800 pb que corresponde ao gene wbkC interrompido pelo gene de
resisténcia a canamicina.

Este resultado foi confirmado quando se utilizou o gene da ampicilina como
sonda, onde sO se observou hibridizagcdo no transformante proveniente de
recombinacdo homoéloga simples, ndo havendo o reconhecimento nas linhagens
parentais ou nos mutantes por recombinacdo homoéloga dupla (Figura 14 C). A
presenca de duas bandas com a sonda de ampicilina se deve ao fato do gene
desta ter um sitio de restricdo para Dral, uma das enzimas utilizadas para digestao

do DNA total que foi utilizado no Southern blot.

1.6 * - ——
Canamicina
1.0
0.5
I
20
16 - —
wbkC
1.0
05 —— -
11
2.0
L8 -
1o " Ampicilina
111

Figura 14. Southern blot em membrana de nitrocelulose demonstrando a

confirmacédo dos mutantes para o gene wbkC. DNA total digerido com a enzimas de
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restricdo Nhel e Dral: 1- DNA da linhagem parental B. abortus S2308; 2- DNA da
linhagens parental B. abortus S19. 3- Mutante obtido por recombinagdo homologa dupla
B. abortus AwbkC S2308 4- Mutante obtido por recombina¢édo homéloga dupla B. abortus
AwbkC S19. 5- Mutante obtido por recombinagdo homdloga simples. | - Sonda para o
gene de resisténcia a canamicina. Il - Sonda para o gene wbkC. | - Sonda para o gene de

resisténcia a ampicilina.

5.4. Caracterizacdo do antigeno-O dos mutantes da B. abortus para o

gene wbkC.

Como descrito anteriormente, o gene wbkC participa da via de biossintese
do antigeno-O, componente do LPS de bactérias Gram-negativas. A presenca ou
auséncia do antigeno-O diferencia as linhagens como sendo lisas ou rugosas,
respectivamente. Para verificar se a mutacdo no gene wbkC resultou em uma
alteracdo na estrutura do LPS, foram utilizadas duas técnicas, a coloracdo por
cristal violeta e immunoblotting.

Na coloracdo com cristal violeta as coldnias rugosas absorvem o corante
ficando roxas, mas o mesmo ndo ocorre com as colbnias lisas, que permanecem
brancas. Esse padrao foi observado quando foi realizada a coloracédo das placas
contendo as linhagens parentais B. abortus S2308 (Figura 15 B) e B. abortus S19
e as linhagens mutantes B. abortus AwbkC S2308 (Figura 15 A) e B. abortus
AwbkC S19, todas cultivadas em meio BB agar. Como referéncia de linhagem
rugosa também foi realizada a coloracdo da linhagem vacinal B. abortus RB51

(dados nédo mostrados).
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Figura 15. Caracterizagdo morfologica das colbnias pelo método do cristal
violeta. A, linhagem B. abortus AwbkC S2308 - rugosa; B, linhagem B. abortus S2308 —

lisa.

Para realizacdo do immunoblotting, o extrato bruto das linhagens parentais,
mutantes e vacinal B. abortus RB51 foi submetido a eletroforese (SDS-PAGE) e
transferido para uma membrana de nitrocelulose, conforme descrito anteriormente.
Esta membrana foi entdo incubada separadamente com dois tipos de anticorpos:
04F9 (IgG2a) (Figura 16 A) que reconhece LPS liso (S-LPS) e o A68/24D08/609

(IgG1) que reconhece LPS rugoso (R-LPS) (Figura 16 B).
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Figura 16. Immunoblotting em membrana de nitrocelulose demonstrando a
confirmagdo do LPS rugoso dos mutantes para o gene wbkC. Extratos brutos da
linhagem selvagem B. abortus S2308; do mutante B. abortus AwbkC S2308; da linhagem
vacinal parental B. abortus S19; do mutante B. abortus AwbkC S19; e da linhagem vacinal
B. abortus RB51 foram submetidos a técnica de immunoblotting. A-Membrana incubada
com o anticorpo anti-LPS liso 04F9 (IgG2a) e B-Membrana incubada com o anticorpo anti-

LPS rugoso A68/24D08/609 (IgG1).

A Figura 16 A mostra o resultado obtido da membrana contendo o extrato
bruto das linhagens incubada com o anticorpo que reconhece LPS liso (S-LPS).
Nas canaletas contendo as linhagens parentais lisas, B. abortus S2308 e B.
abortus S19, observa-se um arraste devido a presenca de moléculas do LPS de
diversos tamanhos. Porém, ndo ha o reconhecimento do LPS das linhagens

mutantes nem da linhagem vacinal B. abortus RB51.
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A Figura 16 B mostra o resultado obtido da membrana incubada com o
anticorpo que reconhece o LPS rugoso (R-LPS). Houve a formacéo de um arraste
tanto nas linhagens lisas quanto nas linhagens rugosas, no entanto, estes arrastes
se apresentam de forma diferenciada entre as linhagens lisas e as rugosas, devido

a diferenca estrutural nas moléculas do antigeno-O.

5.5. Espetrometria de massa do lipideo A.

Grande importancia tem sido atribuida ao lipideo A como o principal
componente do LPS responsavel por suas propriedades pré-inflamatérias (Erridge
et al., 2002; Galanos et al., 1985). Com a finalidade de confirmar que a delecdo do
gene wbkC néo afetou a biossintese e, consequentemente, a estrutura do lipideo
A dos mutantes, foi realizada a espectrometria de massa (ESI-TOF-MS) do lipideo
A dos mutantes e suas linhagens parentais (Figura 17). Como esperado, o padréo
dos grupos i6énicos dos lipideos-A dos mutantes foi 0 mesmo quando comparados
ao padrdo das linhagens parentais. Como observado na Figura 17, a linhagem
mutante rugosa B. abortus AwbkC S19 (quadro inferior- Figura 17), possui 0
mesmo perfil espectrométrico da linhagem parental B. abortus S19 (quadro
superior- Figura 17). O mesmo padrdo foi observado quando foi comparado o
perfil espectrométrico do lipideo-A da linhagem parental lisa B. abortus S2308 com
o da linhagem mutante rugosa B. abortus AwbkC S2308 (dado ndo mostrado),
demonstrando que a delecdo do gene wbkC ndo influenciou a biossintese e

estrutura do lipideo A das linhagens mutantes.
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Figura 17. Analise por espectrometria de massa do lipideo A extraido da linhagem
parental lisa Brucella abortus S19 (quadro superior) e da linhagem mutante rugosa
B. abortus AwbkC S19 (quadro inferior). Observar que se apresentam em escalas

diferentes.

5.6. Experimentos in vitro

5.6.1.Caracterizacédo do trafego intracelular dos mutantes AwbkC da B.

abortus
5.6.1.1.Sobrevivéncia intracelular dos mutantes

Para caracterizacdo do trafego intracelular, a primeira caracteristica a ser
avaliada € o perfil de replicacéo intracelular da bactéria. Para isso, BMDMs foram
infectados com as linhagens parentais B. abortus S2308 e S19, com a linhagem

vacinal rugosa RB51, com o mutante de B. abortus para o sistema de secre¢ao do
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tipo IV, virB9 e com os mutantes rugosos de B. abortus AwbkC 2308 e AwbkC
S19.

Para os mutantes AwbkC 2308 (Figura 18 A) e AwbkC S19 (Figura 18 B)
observou-se uma entrada em maior numero nos macréfagos quando comparado
as parentais B. abortus S2308 e S19 respectivamente (p<0.001), no tempo de
duas horas apds a infecgdo. No entanto ndo conseguiram se replicar de forma
eficiente intracelularmente, sendo observada uma reducdo no numero de UFC 48
horas apdés a infeccdo (p<0.001), ao passo que as linhagens parentais
apresentaram uma queda no numero de UFC 24 horas ap6és a infec¢cdo, mas se
replicaram, aumentando o numero de UFC 48 horas ap0s a infeccdo. O mesmo
perfil dos mutantes foi observado para a linhagem vacinal rugosa RB51. Ja para o
mutante virB9’, observou-se uma entrada semelhante as linhagens parentais, visto
que todas sao linhagens lisas, no entanto, apresentou uma redugcdo mais
acentuada, tanto em relacdo as linhagens parentais, quanto aos mutantes wbkC

48 horas ap6s a infeccao.
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Figura 18. Avaliagcdo do crescimento intracelular dos mutantes AwbkC em
BMDM. Macréfagos derivados e medula 6ssea foram infectados com B. abortus S2308,
S19, RB51 e os mutantes virb9-, wbkC 2308 (A) e wbkC S19 (B). O numero de unidades
formadoras de colénia (UFC) foi determinado 2, 24 e 48 horas ap0s a infecgdo. (*)
Diferenca estatisticamente significativa dos mutantes em relacdo as linhagens parentais

(p <0,05).
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5.6.1.2. Analise do trafego intracelular dos mutantes por microscopia.

Para avaliar o trafego intracelular dos mutantes B. abortus, AwbkC 2308 e
AwbkC S19, BMDMs aderidos em laminulas de vidro foram infectados com estas
linhagens, assim como com as linhagens parentais, B. abortus 2308 e S19, a
linhagem rugosa vacinal RB51 e o mutante virB9. As laminulas contendo os
BMDMs infectados foram marcadas com anticorpos anti-LPS e anti LAMP-1 e
analisadas por microscopia de imunofluorescéncia, conforme descrito na
metodologia, 2 e 24 horas apos a infecgéo (Figura 19).

Duas horas ap6s a infeccdo mais de 80% de todas as linhagens
bacterianas analisadas encontrava-se em compartimentos positivos para LAMP-1.
No entanto, 24 horas ap0s a infec¢ao as linhagens lisas B. abortus S2308 e S19
apresentaram apenas 20% e 50% de bactérias positivas para LAMP-1
respectivamente, ao passo que as demais bactérias analisadas mantiveram-se
com mais de 80% das bactérias positivas para este marcador. Na Figura 20
encontram-se imagens obtidas por microscopia confocal representativas das

bactérias analisadas 24 horas ap0s a infecgéo.
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Figura 19. Quantificacdo de vacuolos contendo Brucella (BCVs) positivos
para LAMP-1. BMDMs infectados com as linhagens mutantes e parentais foram
guantificados para BCVs positivos ou negativos para o marcador LAMP-1, com auxilio de
um microscopio de epifluorescéncia. Os valores estdo representados em porcentagem de
bactérias positivas para o marcador LAMP-1 em relacdo ao numero total de bactérias
intracelulares, 2 e 24 horas ap06s a infeccao. (*) Diferenca estatisticamente significativa

(p<0.001).
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Figura 20. Localizacdo intracellular dos mutantes para o gene wbkC e

linhagens parentais em BMDMs. Imagens obtidas por microscopia confocal
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representativas de BMDM infectados com B. abortus 2308, S19, RB51,mutante virB9™ ou
mutantes wbkC 24 horas ap0s a infec¢do. O LPS esta marcado em vermelho e LAMP-1

em verde. As barras de escala sdo de 5 um.

5.6.2. Dosagem de citocinas

O reconhecimento da Brucella por células da imunidade inata, como
macréfagos e células dendriticas, resulta na ativacdo dessas células e
concomitante producdo de citocinas pro-inflamatorias. Com o intuito de avaliar o
perfil de produgdo das citocinas proé-inflamatorias TNF-a e IL-12p40, BMDMs
foram estimulados com B. abortus S2308, S19, RB51, AwbkC 2308 e AwbkC S19
e 0s sobrenadantes destas culturas foram coletados 24 e 48 horas apés a
infeccéo para analise.

Os mutantes B. abortus AwbkC 2308 e AwbkC S19 apresentaram uma
maior producdo de TNF-o (Figura 21 A) e IL-12p40 (Figura 21 B) quando
comparados as linhagens parentais B. abortus S2308 e S19, respectivamente

(p<0.01). Esse perfil foi similar ao observado para linhagem vacinal rugosa RB51.
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Figura 21. Dosagem de citocinas em BMDMs. A secre¢do de TNF-a (A) e IL-12
(B) foi analisada por ELISA nos sobrenadantes de BMDMs néo infectados ou infectados
com B. abortus S2308, S19, RB51 ou com os mutantes AwbkC 2308 e AwbkC S19. (*)
Diferenca estatisticamente significativa dos mutantes em relacdo as linhagens parentais

(p <0,01).
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5.7. Experimentos in vivo

5.7.1. Avaliagdo da persisténcia das linhagens mutantes B. abortus

AwbkC S2308 e B. abortus AwbkC S19 em camundongos C57BL/6

Cinco grupos de animais foram inoculados intraperitonealmente com 1x10°
UFC das linhagens parentais B. abortus S2308 e B. abortus S19 e 1x10® UFC dos
mutantes B. abortus AwbkC S2308 e B. abortus AwbkC S19 e da linhagem vacinal
B. abortus RB51 com o objetivo de comparar a persisténcia destas linhagens em

camundongos C57BL/6 (Figura 22).
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Figura 22. Persisténcia das linhagens mutantes B. abortus AwbkC S2308 e B.
abortus AwbkC S19 em camundongos C57BL/6. Sete camundongos por grupo foram

infectados com as linhagens parentais, mutantes e a vacinal RB51. Os bagos foram
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coletados 1, 2, 3 e 6 semanas apos a infeccdo e o nimero de UFC foi determinado nos
tecidos macerados diluidos serialmente. Os valores sdo expressos como log de UFC. Os
asteriscos representam a diferenca estatisticamente significativa dos mutantes em relacao

as linhagens parentais (p <0,05).

As linhagens mutantes B. abortus AwbkC S2308 e B. abortus AwbkC S19,
demonstraram ter uma persisténcia reduzida em todos os tempos analisados
quando comparadas as linhagens parentais. Esta diferenca foi estatisticamente
significativa com um p< 0,05. Trés semanas apoés a inoculacdo dos camundongos,
as linhagens mutantes ja haviam sido eliminadas do baco, e essas linhagens
apresentaram um comportamento bastante semelhante a linhagem vacinal rugosa

B. abortus RB51.

5.7.2. Avaliacdo da viruléncia das linhagens mutantes B. abortus
AwbkC S2308 e B. abortus AwbkC S19 em camundongos deficietes para a

molécula IRF-1¢)

Segundo Ko e colaboradores (2002), o camundongo knockout para o fator
regulador de interferon do tipo 1 (IRF-17) se apresenta como um 6timo modelo
experimental que é capaz de determinar diferentes niveis de viruléncia entre as
linhagens de B. abortus. Estes camundongos sao caracterizados por 90% de
reducdo de células T CD8+ e uma desregulacédo na producéo da interleucina 12
(IL-12) e na indugdo da oOxido nitrico sintase indutivel (INOS). Apesar disto,

camundongos IRF-1) mostram um nivel basal de imunidade necesséria para
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controlar a infeccdo. Para determinar a viruléncia dos mutantes B. abortus AwbkC
S2308 e B. abortus AwbkC S19, foram realizados experimentos para verificar o
nivel de sobrevivéncia dos camundongos IRF-1 ) infectados com essas
linhagens da Brucella .

Com o objetivo de avaliar a viruléncia no modelo murino dos mutantes
comparada com as linhagens parentais da B. abortus e a linhagem vacinal B.
abortus RB51, grupos de camundongos foram inoculados intraperitonealmente
com 1x10° UFC das respectivas linhagens. Durante 4 semanas, os camundongos
foram diariamente observados. Cem por cento dos camundongos inoculados com
a linhagem selvagem B. abortus S2308 morreram entre o décimo e o décimo sexto
dia, 30% dos camundongos inoculados com a linhagem parental vacinal B.
abortus S19 morreram até o vigésimo terceiro dia e todos os camundongos
inoculados com as linhagens mutantes e com a linhagem vacinal RB51

sobreviveram durante as quatro semanas apos a infecgéo (Figura 23).
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Figura 23. Nivel de viruléncia das linhagens B. abortus AwbkC S2308, B.
abortus AwbkC S19, B. abortus S2308 e B. abortus S19 e RB51 em camundongos
IRF-1 ). Oito camundongos por grupo foram infectados com uma dose de 1x10° UFC. A

morte dos camundongos foi diariamente acompanhada até 30 dias apés a infeccao.

Também foi determinado o numero de UFC no bago dos camundongos IRF-
1" inoculados intraperitonealmente com 1x10° UFC das linhagens selvagem B.
abortus S2308, vacinal B. abortus S19, vacinal B. abortus RB51 e das linhagens
mutantes. Dez dias apds a infeccdo, os camundongos foram sacrificados e foi
determinado o nimero de UFC recuperados do baco destes animais.

Na Figura 24 pode-se observar que as linhagens mutantes e a linhagem
vacinal RB51 apresentaram uma diferenca estatisticamente significativa quando
comparadas com a linhagem selvagem B. abortus S2308 e S19. A quantidade de

bactérias mutantes recuperadas foi menor quando comparada com suas
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respectivas linhagens parentais. O niamero de bactérias recuperadas da linhagem
mutante B. abortus AwbkC S2308 é semelhante ao observado na linhagem vacinal
B. abortus RB51, ja para o mutante B. abortus AwbkC S19 o numero de UFC

recuperado foi menor do que o encontrado para a cepa vacinal RB51.

Persisténcia IRF-1

Log UFC/Baco

Figura 24. Persisténcia das linhagens mutantes B. abortus AwbkC S2308 e
B. abortus AwbkC S19 em camundongos IRF-1 . (*) Estatisticamente significativo em
relacdo as linhagens parentais S2308 e S19 e (&) estatisticamente significativo em

relacdo a linhagem vacinal B. abortus RB51.

5.7.3. Imunoprotecdo induzida em camundongos C57BL/6 e IRF-1¢"
vacinados com as linhagens mutantes apdés desafio com a linhagem

virulenta B. abortus S2308.
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Para determinar se as linhagens mutantes B. abortus AwbkC S2308 e B.
abortus AwbkC S19 séo capazes de induzir imunidade protetora contra a infeccéo
causada pela B. abortus selvagem, camundongos C57BL/6 e IRF-1? imunizados
com a linhagem parental vacinal B. abortus S19, as linhagens mutantes e a
linhagem vacinal B. abortus RB51 foram desafiados com a linhagem virulenta B.
abortus S2308 seis semanas ap0s a vacinacgao.

Para determinar o nivel de protecéo induzido em camundongos C57BL/6, 0
ndamero de UFC da linhagem virulenta foi determinado no bago dos animais duas
semanas ap0s o desafio. Todos os camundongos vacinados, tanto com as
linhagens vacinais quanto com as linhagens mutantes, apresentaram menor
namero de Brucella no baco, comparado aos animais do grupo controle
imunizados com PBS (Tabela 6). A linhagem mutante AwbkC S2308 apresentou
uma protecao equivalente a linhagem vacinal RB51 porém menor que a linhagem
vacinal S19, na qual foi observado o maior nivel de protecdo. A linhagem mutante
AwbkC S19 demonstrou o menor nivel de prote¢cdo quando comparada com as
demais linhagens testadas. Os resultados demonstraram que a linhagem mutante
AwbkC S2308 é capaz de induzir um aumento de resisténcia contra a infeccao
causada pela B. abortus S2308 comparavel a linhagem vacinal RB51, porém

inferior a protecéo gerada pela linhagem S19.
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Tabela 6. Protecdo conferida pelas linhagens vacinais B. abortus S19, RB51 e
pelas linhagens mutantes B. abortus AwbkC2308 e B. abortus AwbkCS19 apéds

desafico com alinhagem virulenta B. abortus S2308.

Vacina Logio UFC de B. abortus Unidades de protecédo
S2308 Logio
No figado (média + SD)®
PBS controle 6.14+0.14

B. abortus S19 4.45 + 0.50 1,70°

B. abortus RB51 5.31+0.35 0,84°

B. abortus AwbkC2308 5.57 +0.48 0,58°
B. abortus AwbkCS19 5.90 + 0.35 0,24

a Camundongo imunizado com PBS, 10° UFC de B. abortus S19 e 10® UFC das
demais linhagens, 6 semanas depois foram desafiados por infeccédo i.p de 10° UFC de B.

abortus 2308.

b Estatisticamente diferente do grupo PBS (P < 0.05).

Todos os camundongos IRF-1¢") vacinados com as linhagens da Brucella
sobreviveram por mais tempo que aqueles camundongos ndo imunizados (PBS),
(Figura 25). A linhagem mutante B. abortus AwbkC S19 apresentou o menor indice
de protecao (60 % de sobrevivéncia). Ja as linhagens B. abortus AwbkC S2308, B.
abortus S19 e B. abortus RB51 apresentaram uma protecao similar, sendo que

80% dos animais sobreviveram apds o desafio.
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Figura 25. Protecdo de camundongos IRF-1 ) contra o desafio com a
linhagem virulenta S2308 da B. abortus ap0s imunizacdo com as linhagens
mutantes e vacinais. Camundongos foram imunizados intraperitonealmente com uma
dose de 1x10’ UFC das linhagens mutantes AwbkC S2308 e AwbkC S19 e da linhagem
vacinal B. abortus RB51 e com uma dose de 1x10° da linhagem parental vacinal B.
abortus S19. No grupo controle, 100 yL de PBS foram injetados intraperitonealmente. Seis
semanas apds a imunizacdo foram desafiados pela mesma via com 1x10° UFC da
linhagem virulenta B. abortus S2308. A sobrevivéncia dos camundongos foi acompanhada

por 30 dias.



Discusséo

94

6. Discussao
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Neste trabalho, mutantes rugosos da Brucella abortus foram desenvolvidos,
caracterizados e avaliados como potencial candidato vacinal. A B. abortus é o
agente etiolégico da brucelose humana e animal, e muitos grupos de pesquisa em
todo o mundo vém dedicando esforcos na identificacdo e caracterizagdo de novos
antigenos e fatores de viruléncia desta espécie. As primeiras observacdes de que
as linhagens rugosas da B. abortus eram atenuadas e ndo produziam anticorpos
que poderiam interferir no diagndstico de animais infectados, levaram ao
surgimento do conceito de uma vacina rugosa para 0 controle da brucelose
(Monreal et al., 2003). Desta forma, esforgos tém sido maximizados na busca por
uma melhor vacina viva atenuada que seja capaz de induzir com eficiéncia a
imunidade celular e protecao contra a bactéria virulenta (Vemulapalli et al., 2000;
Monreal et al., 2003).

Na tentativa de desenvolver uma vacina rugosa da B. abortus, o gene
wbkC, que esta envolvido na biossintese do antigeno-O do LPS, foi escolhido
como alvo do nosso estudo. Dois mutantes AwbkC foram gerados por substituicdo
génica utilizando a estratégia de recombinacdo homdloga dupla e foram
denominados B. abortus AwbkC S2308 e AwbkC S19. A inativacdo do gene wbkC
foi confirmada por southern blot (Figura 14), e o fendtipo rugoso resultante foi
determinado pela coloracdo com cristal violeta (Figura 15) e por immunoblotting
(Figura 16). Aléem disso, pela analise por espectrometria de massa, verificamos
que a mutacdo do gene wbkC néo interferiu na biossintese e estrutura do lipideo-A

dos mutantes da B. abortus (Figura 17). Godfroid e colaboradores (2000) também
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demonstraram que o gene wbkC € necessario para a biossintese do antigeno-O e
portanto do LPS liso na B. melitensis 16 M.

Mudancas na estrutura do LPS podem interferir na entrada da bactéria nas
células do hospedeiro, alguns autores descreveram o LPS liso como fator de
viruléncia essencial para a sobrevivéncia intracelular (Gonzalez et al., 2008).
Quando infectamos BMDMs, foi constatado que apesar dos mutantes AwbkC
apresentarem maior taxa de entrada, estes apresentaram uma taxa reduzida de
sobrevivéncia no interior dessas células quando comparados as linhagens
parentais (Figura 18). Uma maior penetracdo na célula do hospedeiro j& havia sido
descrita anteriormente para mutantes rugosos (Fernandez-Prada et al. 2003),
assim como para a linhagem rugosa RB51, perfil também demonstrado em nosso
trabalho. O mutante virB9’, por possuir o LPS liso, teve uma taxa de entrada
similar & apresentada pelas linhagens parentais, contudo, este mutante nédo
conseguiu se replicar como a linhagem parental. Isso se deve ao fato do sistema
de secrecéo tipo IV da Brucella ser essencial para eventos tardios de maturacéo
do BCV, necessarios para a biogénese de uma organela replicativa em BMDMs
(Celli et al., 2003).

A linhagem rugosa B. abortus RB51 tem uma baixa persisténcia in vivo e
ndo consegue se replicar como a linhagem parental lisa no interior de macréfagos
(Schurig et al.,, 1991). No entanto, ja foi demonstrado que mutantes rugosos
geneticamente caracterizados n&o perderam sua capacidade de replicar
intracelularmente mesmo na auséncia da estrutura do antigeno-O em seu LPS

(Allen et al., 1998).
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O perfil de sobrevivéncia intracelular dos mutantes AwbkC foi melhor
elucidado quando realizamos andlises por microscopia de imunofluorescéncia. Os
mutantes B. abortus, AwbkC 2308 e AwbkC S19, apesar de nao serem
internalizados nos macrofagos pela mesma via, apresentaram o mesmo perfil do
mutante virB9, com a permanéncia em compartimentos positivos para LAMP-1
(Figura 19) e a posterior reducdo no numero de UFC. Desta forma pode-se
constatar que ndo s6 a presenca de um LPS intacto é necessaria para o
estabelecimento do nicho replicativo da B. abortus, mas também outros fatores de
viruléncia s@o essenciais para esse fim. O padrdo que observamos para B.
abortus S2308 esta de acordo com o que ja havia sido descrito na literatura (Celli
et al., 2003). O BCV perde o marcador de endossomo LAMP-1 e passa a adquirir
marcadores de reticulo endoplasmatico, conseguindo estabelecer um nicho
replicativo dentro do macréfago. J& o mutante virB9, ndo consegue seguir a
mesma via intracelular, permanecendo com o marcador LAMP-1, sendo
direcionado para fusdo com lisossomos e posteriormente eliminado.

Varios genes relacionados a via de biossintese do LPS de Brucella ja foram
estudados. Em 2008 Gonzales e colaboradores descreveram 13 mutantes,
representando os principais fenotipos rugosos relacionados a sintese e exportacao
do antigeno-O e nucleo oligossacaridico do LPS da Brucella melitensis. Esse
grupo de pesquisadores observou que, de acordo com sua taxa de multiplicacéo e
persisténcia no baco, os mutantes rugosos poderiam ser classificados em
diferentes graus de atenuacdo. Quanto maior a persisténcia em camundongos,

menor a atenuagao dos mutantes. Apenas 0s mutantes rugosos, classificados com
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menor nivel de atenuacdo, dos genes wbkD, wbkF e wa**, envolvidos na
biossintese do antigeno-O, conseguiram adquirir marcadores de reticulo e ter um
maior tempo de sobrevivéncia intracelular em macréfagos infectados.

A presenca do antigeno-O na estrutura do LPS também pode influenciar a
producdo de citocinas pré-inflamatérias. Quando infectamos BMDMs com o0s
mutantes AwbkC foi observado uma maior producdo de IL-12 e TNF-a. quando
comparados as linhagens parentais (Figura 21). Esse perfil também ja foi
observado por Jimenez de Bagues e colaboradores (2004), demonstrando que
linhagens rugosas da Brucella induzem uma maior producdo de citocinas proé-
inflamatorias quando comparadas as linhagens lisas. A citocina IL-12 esta
envolvida no direcionamento para um perfil de resposta Thl, que in vivo € critico
para a eliminagdo da Brucella (Sathiyaseelan et al., 2006), o que pode vir a ser
uma explicacdo parcial para eliminacdo intracelular mais rapida dos mutantes
rugosos AwbkcC.

Todos estes resultados sugerem o envolvimento do antigeno-O no
recrutamento de fatores que, quando ancorados a superficie do fagossomo
bloqueiam sua fusdo com o lisossomo, além de impedir uma elevada producéo de
citocinas inflamatérias pela Brucella lisa. A auséncia ou encurtamento do
antigeno-O poderia permitir que outras moléculas presentes na membrana da
bactéria ficassem mais expostas, sendo capazes de ativar o sistema imune de
forma mais eficiente.

Para avaliar a persisténcia dos mutantes in vivo, foram realizados ensaios

em camundongos C57BL/6 (Figura 22) e camundongos knockout para IRF-1
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(Figura 23). As linhagens mutantes foram eliminadas mais rapidamente que as
linhagens parentais nos dois modelos analisados. Trés semanas apoés a infeccao,
0s mutantes ja tinham sido eliminados nos camundongos C57BL/6 mesmo sendo
utilizada uma dose dos mutantes 100 vezes maior do que a utilizada para as
linhagens parentais. Os mutantes AwbkC demonstraram uma persisténcia
reduzida quando comparada com a linhagem rugosa vacinal B. abortus RB51, que
foi completamente eliminada 6 semanas apos a infec¢cdo. Nesse mesmo periodo,
as linhagens parentais lisas ainda apresentavam mais de 3 logs de UFC.
Resultados estes que corroboram com o perfil de sobrevivéncia intracelular
observado nos experimentos com BMDMs.

Allen e colaboradores (1998) também descreveram a atenuacdo de
mutantes rugosos em modelo murino. Realizando ensaios com mutantes
deficientes na biossintese do antigeno-O da Brucella abortus, foi observado que a
diminuicdo da persisténcia destes mutantes quando comparados as linhagens
parentais era explicada, dentre outros fatores, pela maior sensibilidade destes aos
peptideos catibnicos e lise mediada pelo complemento.

Ko e colaboradores (2002) demonstraram previamente que o camundongo
IRF-1” & uma ferramenta importante para determinar o nivel de viruléncia e
atenuacdo de mutantes da Brucella. Ko e colaboradores (2002) relataram que a
sobrevivéncia deste camundongo pode ser correlacionada com a viruléncia de
linhagens da Brucella, quanto maior a viruléncia da Brucella menor o tempo de
sobrevivéncia do camundongo IRF-1 infectado por esta bactéria.

Portanto, comparamos a viruléncia dos mutantes AwbkC com a linhagem

virulenta B. abortus S2308 e as linhagens vacinais B. abortus S19 e RB51 nestes
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camundongos. Os mutantes AwbkC apresentaram a mesma atenuacdo na
viruléncia que a linhagem vacinal B. abortus RB51 e uma menor viruléncia quando
comparados as linhagens parentais B. abortus S2308 e S19. Em geral, as
linhagens contendo alteragdes no LPS sdo menos virulentas quando comparado
com a linhagem selvagem, com excecdo da Brucella ovis e Brucella canis, que
sdo bactérias naturalmente rugosas, porém virulentas (Godfroid et al. 1998).

Ko e colaboradores (2002) também mostraram que a utilizacdo de uma
elevada dose de vacina da linhagem rugosa B abortus RB51 (5 x10’ UFC)
suscitou um maior nivel de protecdo ao desafio com B. abortus 2308 quando
comparada a doses mais baixas. Assim, usamos uma dose 1 x 10® UFC para as
linhagens rugosas nos experimentos protecdo em camundongos C57BL/6 (Tabela
6). Nossos resultados mostraram que B. abortus AwbkC 2308 conferiu protecéo
semelhante a da vacina rugosa atualmente utilizada, a RB51, mas uma menor
protecdo em relacdo a linhagem vacinal lisa B. abortus S19.

Os camundongos IRF-17), apesar de apresentarem diversas alteracées,
conseguem manter uma memoria imunolégica adaptativa necesséaria para a
protecdo, que € dependente do nivel de viruléncia da bactéria e da dose da
imunizacdo. Portanto, foi realizado o experimento de protecdo em camundongos
IRF-1”) e 0 mutante B. abortus AwbkC S2308 conseguiu impedir a morte de 80%
dos camundongos desafiados, induzindo protecdo semelhante as linhagens
vacinais B. abortus RB51 e B. abortus S19 (Figura 25). Ja o mutante B. abortus
AwbkC S19 ndo conseguiu conferir protecdo em camundongos C57BL/6 e conferiu

apenas 60% de protecéo em IRF-1".
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Essa menor protecdo do mutante AwbkC S19 provavelmente se deve ao
fato deste mutante ser proveniente da linhagem vacinal S19 que ja é atenuada,
promovendo uma atenuacao adicional com a modificacéo de seu LPS, o que pode
levar a uma inibicdo de um crescimento bacteriano suficiente para induzir uma
imunidade protetora. No entanto, ja foram relatados candidatos vacinais eficientes,
resultantes de mutagdes na linhagem vacinal S19. O mutante S19AvjbR (Arenas-
Gamboa et al., 2009) se mostrou um candidato vacinal mais seguro por nao
induzir esplenomegalia, que é provocada pela S19 em animais vacinados e
conferiu protecdo em camundongos contra a brucelose experimental igual a
linhagem vacinal parental, quando encapsuladas em microcapsulas de alginato.
Porém, neste mutante a estrutura de seu LPS néo foi alterada, permitindo uma

maior persisténcia em camundongos.
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7.CONCLUSOES
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Como conclusdo, podemos afirmar que o gene wbkC é necessério para a
biossintese do antigeno-O do LPS e viruléncia da Brucella abortus. Além disso, os
mutantes AwbkC gerados neste estudo se comportam intracelularmente como a
maioria dos mutantes rugosos da Brucella. O mutante AwbkC 2308 apresentou
protecado similar a linhagem vacinal rugosa, B. abortus RB51, tendo a vantagem de
nao ser resistente a rifampicina e ter a identidade de sua mutacdo conhecida, o
gue ainda nao foi completamente estabelecido para RB51 . Apesar do mutante B.
abortus AwbkC 2308 nao conferir o mesmo nivel de protecdo quando comparado
com a linhagem vacinal lisa B. abortus S19, ele tem a vantagem de nao interferir
com o diagnostico sorolégico de animais infectados. Devido a sua eficacia de
protecdo moderada, o mutante AwbkC 2308 requer maiores estudos para ser

considerado um canditato vacinal contra a brucelose.
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Abstract

Rough mutants of Brucella abortus were generated by disruption of wbkC gene which
encodes the formyltransferase enzyme involved in LPS biosynthesis. In bone marrow-
derived macrophages the B. abortus AwbkC mutants were attenuated, could not reach a
replicative niche and induced higher levels of IL-12 and TNF-a when compared to parental
smooth strains. Additionally, mutants exhibited attenuation in vivo in C57BL/6 and
interferon regulatory factor-1 knockout mice. AwbkC mutant strains induced lower
protective immunity in C56BL/6 than smooth vaccine S19 but similar to rough vaccine
RB51. Finally, we demonstrated that Brucella wbkC is critical for LPS biosynthesis and

full bacterial virulence.

Key words: Brucella abortus, rough strain, live vaccine

Running title: Brucella AwbkC mutant is an attenuated rough strain
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1. Introduction

Brucellosis is a zoonotic disease caused by Brucella spp., a Gram-negative
facultative intracellular cocobacilli that affect many species of animals and occasionally
humans, resulting in heavy economic losses and human suffering [1]. Brucella survives and
replicates inside both phagocytic and non-phagocytic host cells by entering in these cells
through lipid-rafts [2]. Afterwards, bacteria are found within a compartment termed the
Brucella-containing vacuole (BCV), which transiently interacts with early endosomes,
escapes lysosome fusion and further fuses with membrane of the endoplasmic reticulum
(ER), establishing a replicative organelle [3]. This intracellular process is dependent upon
the Brucella type 1V secretion system virB [4].

The basis for B. abortus strength as an inducer of acquired cellular resistance is
likely attributable to its ability to interact with TLRs, stimulating IL-12 production which in
turn stimulates NK and T cells to secrete IFN-y [5]. It is also known that different LPS
molecules interact differently with TLRs and stimulation of TLR by B. abortus LPS
induces low TNF-a and IL-12 production [6]. Entry and replication events are also
dependent on its LPS [2]. LPS is a major component of the outer membrane of Gram-
negative bacteria, one of Brucella main virulence factors, and it has been a target for
attenuating strains for vaccine development. LPS is composed of three distinct structural
regions: lipid A (responsible for endotoxic properties), core oligosaccharide and distal O-
antigen. However, LPS is synthesized as two separated components, lipid A/core, and the
O-antigen synthesized on a lipid carrier by enzymes encoded by wb* gene cluster [7].
According to their colony morphology, Brucella strains differ into smooth, rough or

intermediated/mucoid types [8]. In general, smooth Brucella strains have been reported as
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more virulent than the rough strains. Currently, there are two main strains in use as live
attenuated B. abortus vaccines, B. abortus S19 (smooth) and B. abortus RB51 (rough).

B. abortus S19 is the most commonly used attenuated vaccine for the prevention of
bovine brucellosis and is widely used in eradication campaigns worldwide. However, B.
abortus S19 is virulent for humans and can induce abortion when administered in pregnant
cattle [9]. Moreover, its smooth LPS hinder the discrimination between infected and
vaccinated animals during immuno-screening procedures [10]. On the other hand, B.
abortus RB51 is a rough strain that arose spontaneously after multiple passages of the
virulent strain B. abortus S2308 in selective medium. In this strain, there was an
interruption of the wboA gene due the insertion of an I1S711 element and mutation in more
than one of the genes necessary for the expression of a smooth phenotype [8, 11]. B.
abortus RB51 is currently employed as vaccine for cattle brucellosis in the United States
and other countries. It is avirulent in mice and cattle, retains the capacity to induce partial
protection and cellular immunity, and does not interfere with diagnosis [12]. However, B.
abortus RB51 has the limitation to be rifampicin resistant, the antibiotic of choice for
brucellosis treatment in pregnant women, children, and brucellosis endocarditis cases [13].
And depending upon dosage and route of delivery, its effectiveness for prevention of
abortion is variable [14]. Therefore, all efforts have been focused on searching better live
rough attenuated vaccine that could be capable of inducing efficient cellular immunity and
protection [8, 15].

Early study has shown that in B. melitensis a wbkC homologous gene was predicted
to be absolutely required for the O-side-chain production [7]. WbkC acts in the LPS
biosynthesis pathway catalyzing the GDP-4-NH;-4,6 dideoximanose conversion in GDP-4-

formamido-4,6 dideoximanose, the monomeric unit of antigen-O presents in Brucella LPS
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[7]. Herein, we have disrupted the wbkC gene using gene replacement by double-
recombination strategy in B. abortus S19 and S2308 strains in order to study its role in
virulence, protection and intracellular multiplication in mice and in bone-marrow derived

macrophages (BMDM).

2. Materials and Methods

2.1. Bacterial strains, plasmids and growth media

Bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table 1. All B. abortus strains
were grown on Brucella Broth medium (BB) (Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) or on
plates of BB containing 1.5% Bacto Agar (Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) at 37°C.
Escherichia coli strains were grown on Luria-Bertani (LB) medium (Invitrogen, Carlsdan,
CA, USA). If necessary, the medium was supplemented with appropriate antibiotic as

follows: ampicillin, 10 pg mL™ and/or kanamycin, 25 ug mL™ for Brucella; ampicillin,
p Y

100 ug mL ™ and/or kanamycin, 50 ug mL ™ for E. coli.

2.2. Animals

A pair of IRF-17 (interferon regulation factor-1 knockout) mice breeders was kindly
donated by Dr. Luis F. Lima Reis from the Ludwig Institute for Cancer Research, S&o
Paulo, Brazil. C57BL/6 mice were purchased from the Federal University of Minas Gerais.
Both mouse strains were bred and maintained at the Department of Biochemistry and

Immunology animal care facility, and used at 6 to 9 weeks-old of age.

2.3. Cloning, DNA sequencing, and gene disruption.
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Chromosomal mutants were generated from the parental B. abortus S2308 and S19 strains
using the gene replacement strategy originally described in Brucella by Halling et al [16].
Brucella genomic DNA extraction was performed as previously described [17]. The 970
bp Xhol/Xbal PCR-amplified fragment containing wbkC was obtained from the B. abortus
genomic DNA. The primers used were: wbkCR, 5’- GCG CTC GAG TAC GAA TTG
CAG CGC CT - 3’; wbkCF, 5°- GCG TCT AGA GCC AGA AGC CTT TAT CAT CA -3’
and the amplification conditions were performed as follows: 94°C for 2 min; 35 cycles
including 94°C for 1 min, 58°C for 1 min, and 72°C for 2 min; and a final extension of 72°C
for 10 min. The nucleotides in bold indicates cleavage site of the endonuclease enzymes
Xbal and Xhol added to the wbkC primer sequences R (reverse) and F (forward),
respectively in order to clone the DNA fragment previously digested with Xhol/Xbal into
pBluescript KS Il (+) (Stratagene, La Jolla, CA, USA) resulting in the pBlue:wbkC
plasmid. A 1250-bp kanamycin resistance cassette (kan) was amplified with primers kanF
5’- GCG GCA TGC CGC TGA GGT CTG CCT C - 3’ and kanR 5’- GCG GCA TGC
GGG GAA AGC CAC GTT GT 3’ from the plasmid pUC4K (GE Healthcare) and it was
cloned into the Sphl site in the middle of the gene wbkC of the pBlue:wbkC plasmid
resulting in the pBlue:wbkC-kan construct. All constructed plasmids were sequenced using
the MegaBACE 1000 (GE Healthcare, Sdo Paulo, Brazil). The obtained clone was
sequenced using a DYEnamic ET Dye Terminator kit (GE Healthcare), and the primers
used were M13 reverse sequence, M13 universal sequence from GE Healthcare, and
specific primers were purchased commercially. To prepare B. abortus S2308 competent
cells, bacteria were grown in 100 mL of Brucella Broth overnight at 37°C to the log phase
(optical density at 600 nm, 0.8 to 1.0). The bacterial cells were harvested by centrifugation

at 3290 g for 10 min at 4°C, and they were washed three times with cold apyrogenic water
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and resuspended in 1.0 ml of the same water. The aliquots were immediately used for
electroporation. One to eight micrograms of pBlue:wbkC-kan plasmid DNA was added to
0.05-ml aliquots of B. abortus competent cells and the electroporation was performed as
previously described [17]. Colonies were plated on Brucella Broth agar plates containing
kanamycin (25 pg/ml) and incubated at 37°C for 3 days. The recombinant clones were
selected in the presence of kanamycin and ampicillin. Ampicillin was used to differentiate
deletions resulting from double recombination events (amp®) from insertions resulting from

a single recombination (amp").

2.4. Characterization of B. abortus AwbkC mutants

To provide genetic evidence that the B. abortus wbkC gene was interrupted by the
kanamycin cassette, PCR and Southern Blot analysis were performed. PCR analysis was
conducted with genomic DNA of B. abortus 4wbkC mutant strains and the wild type. The
specific primer sequences for wbkC and kan genes described above were used for PCR
amplification. Southern blot analysis of Nhel and Dral digested genomic DNA with wbkC
and kan probes labeled with AlkPhos Direct Labeling and Detection System (GE
Healthcare, Sdo Paulo, Brazil) was performed. An internal 600 pb wbkC fragment and an
amp probe was used to confirm the lack of ampicillin resistance gene within the mutants.
In order to confirm the rough morphology of the mutants, it was used the crystal violet
method [18]. By this methodology, rough colonies take up the dye, whereas the smooth
colonies do not. To confirm the lack of LPS O-chain in AwbkC mutant strains, Western
Blot analysis was also performed as described before [7]. In this study, it was used mAbs
O4F9 (IgG 2a) for S-LPS [19] or A68/24 D08/609 (IgG1) for R-LPS as primary antibodies

(1:2000) (kindly donated by Dr. Axel Cloeckaert from INRA, France) and anti-mouse total
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IgG alkaline phosphatase labeled as secondary antibody (1:4000). The development of the

reaction was performed using CDP-Star (GE Healthcare, S&o Paulo, Brazil).

2.5. Persistence of AwbkC mutant strains in C57BL/6 mice

Mice were injected intraperitoneally with 1x10® CFU of smooth Brucella S19 or $2308 or
1x10® CFU of rough Brucella AwbkC mutants or RB51 in 0.1 ml of phosphate-buffered
saline (PBS). To count residual Brucella CFU in the spleens of mice, 8 animals from each
group were examined at 1, 2, 3, and 6-weeks post-infection. Spleens from individual
animals were homogenized in PBS, 10-fold serially diluted, and plated on Brucella Broth
agar. For AwbkC mutant strains culture, the BB agar containing kanamycin (25 mg/mL)
was used. Plates were incubated at 37°C, and the number of CFU was counted after 3 days.

The experiments were repeated twice with similar results.

2.6. Virulence of AwbkC mutants in IRF-1 KO mice

Five groups of eight IRF-1 KO mice were injected i.p. with 1 x 10° CFU of either B.
abortus S2308, S19, AwbkC S2308, AwbkC S19 or RB51 vaccine strains in 0.1 ml. Number
of surviving mice was observed during 30 days post-infection. The experiments were

repeated twice with similar results.

2.7. BMDM culture and infection

Bone marrow cells were isolated from femurs and tibias of 6-9-weeks-old C57BL/6 mice
and differentiated into macrophages as previously described [20]. Infections were
performed at a multiplicity of infection of 50:1. Bacteria were centrifuged onto

macrophages at 400 g for 10 min at 4°C then incubating the cells for 30 min at 37°C under
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7% CO,. Macrophages were extensively washed with HBSS to remove extracellular
bacteria and incubated for an additional 90 min in medium supplemented with 100 pg/ml
gentamicin to Kkill extracellular bacteria. Thereafter, the antibiotic concentration was
decreased to 10 ug/ml. At each time point, samples were washed three times with HBSS
before processing. To monitor Brucella intracellular survival, infected cells were lysed with
0.1% (vol/vol) Triton X-100 in H,O and serial dilutions of lysates were rapidly plated onto
Brucella Broth agar plates to count the number of CFU. The level of I1L-12 (p40) and TNF-
o in the supernatants of BMDM were measured by a commercially available ELISA

Duoset kit (R&D Systems, Minnesota, MN).

2.8. Immunofluorescence microscopy

Bone marrow-derived macrophages from C57BL/6 mice were infected with a multiplicity
of infection of 25:1. Infected cells grown on 12-mm glass coverslips in 24-well plates were
fixed in 3% paraformaldehyde, pH 7.4, at 37 °C for 15 min at different time points. Cells
were labeled by inverting coverslips onto drops of primary antibodies diluted in 10% horse
serum and 0.1% saponin in PBS and incubating for 30 min at room temperature. The
primary antibodies used for immunofluorescence microscopy were: cow anti-B.abortus
polyclonal antibody and rat anti-mouse LAMP1 ID4B (Developmental Studies Hybridoma
Bank, National Institute of Child Health and Human Development, University of lowa,
lowa city, lowa). Bound antibodies were detected by incubation with 1:1000 dilution of
Alexa Fluor 488 goat anti-rat or 1:100 dilution of TexRed goat anti-cow (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Suffolk, UK) for 30 min at room temperature. Cells were

washed twice with 0.1% saponin in PBS, once in PBS, once in H,O and then mounted in
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Mowiol 4-88 mounting medium (Calbiochem, Darmstadt, Germany). Samples were
examined on a Zeiss LSM 510 laser scanning confocal microscope for image acquisition.
Images of 1024 x 1024 pixels were then assembled using Adobe Photoshop 7.0.
Intracelullar bacteria of at least 50 cells for each time point and each strain were counted in

three independent experiments.

2.9. Protection induced by AwbkC mutants in IRF-1 KO and C57BL/6 mice.

The challenge infection using the virulent strain B. abortus S2308 was performed in two
mouse models, C57BL/6 and IRF-1 KO. Groups of eight-weeks-old-male C57BL/6 mice
(n=8 per group) were vaccinated intraperitoneally (i.p.) with 1 x 10° CFU of smooth strain
B. abortus S19 or with 1 x 10® of rough strains B. abortus RB51, AwbkC 2308 or AwbkC
S19, separately. A control group of 8 unvaccinated mice was injected i.p. with 0.1 ml of
PBS. Six weeks after vaccination, mice were challenged i.p. with 1 x 10° CFU/mouse of the
virulent B. abortus S2308 strain. C57BL/6 mice were euthanized by cervical dislocation
two weeks after challenge and the bacterial loads in their spleen were determined. Using
the IRF-1 KO mouse model, protection was observed in groups of eight-weeks-old-male
IRF-1 KO (n=8 per group). These mice were vaccinated with the same strains and doses as
mentioned above for the C57BL/6 experiment. Six weeks after vaccination, mice were
challenged i.p. with 1 x 10° CFU/mouse of the virulent B. abortus S2308 strain. The
number of surviving mice was observed during 30 days after challenge. The experiments

were repeated twice with similar results.
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2.10. Statistical analysis. Student’s t test was used to analyze the data for bacterial
clearance and protection experiments. The other experiments were analyzed by two-way

ANOVA with Bonferroni post-test.

3. Results

3.1. B. abortus AwbkC are rough mutants

After disrupting the wbkC gene with the kanamycin resistance cassette, B. abortus AwbkC
mutants where double recombination event took place were successfully obtained. The
wbkC gene disruption was confirmed by PCR (data not shown) and by Southern blot
analysis (Figure 1). A PCR analysis was conducted on genomic DNA with specific primers
to amplify wbkC gene from Brucella parental strains and respective mutants. For Southern
blot analysis, genomic DNA was isolated from B. abortus S2308 and S19 parental strains
and B. abortus AwbkC mutants and digested with Dral and Nhel, simultaneously. DNA
digested was hybridized with kan probe (Figure 1-1) and one band of approximately 1800
bp was observed for the mutants B. abortus AwbkC S2308 or AwbkC S19. When the same
membrane was hybridized with the probe for wbkC gene (Figure 1-11), we observed one
band of approximately 600 bp in parental strains B. abortus S2308 or S19, and another
band of 1800 bp in AwbkC S2308 or AwbkC S19 mutant strains that correspond to the
kanamycin resistance gene integrated into the wbkC gene. The strain where a single
recombination occurred presented both bands (600pb and 1800 pb) which indicate the
presence of two wbkC gene copies, one functional and one interrupted with the kanamycin
resistance gene. Also only this strain where a single recombination event took place was

recognized when a probe for ampicillin resistance gene was used (Figure 1-111). It presented
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two bands that resulted from cleavage of ampicillin gene when the DNA was digested to
perform the Southern blot. Southern blot analysis confirmed the disruption of the wbkC
gene in the AwbkC 2308 and AwbkC S19 mutants. Characterization by crystal violet colony
staining also confirmed that the mutants B. abortus AwbkC 2308 and AwbkC S19, and the
vaccine strain B. abortus RB51 were all morphologically rough strains as they absorbed the
dye, which was not observed for smooth parental strains (data not shown). Additionally,
crude extracts of the obtained mutants, the parental strains, and the vaccine rough strain B.
abortus RB51, were analyzed by Western blot. The immunoblotting with mAbs O4F9
(IgG2a) revealed S-LPS presence only in B. abortus S2308 and S19 strains (Figure 2A,
lanes 1 and 3). On the other hand, the mutants and the RB51 strains were not recognized by
the anti-S-LPS antibodies, once this mAb recognize antigen-O specifically, confirming that
the antigen-O was altered in the mutants. However, Western blot analysis with mAbs
A68/24 D08/609 (IgG1l) specific for R-LPS of Brucella revealed high molecular mass
ladder-like pattern only in B. abortus S2308 and S19, which was absent in rough strains.
On the other hand, B. abortus RB51, AwbkC 2308 and AwbkC S19 have shown low
molecular mass ladder-like pattern when probed with mAb specific for R-LPS (Figure 2B)

what was expected considering the absence of the O-chain.

3.2. B. abortus AwbkC are attenuated in C57BL/6 and IRF-1 KO mice

To verify if there are differences in virulence of the mutants compared to parental strains
and the rough vaccine strain B. abortus RB51, we compared the bacterial persistence in
C57BL/6 and IRF-1 KO mice inoculated i.p. with these strains. In C57BL/6 mice, the

rough mutants were significantly attenuated (p<0.001) at all time points observed when



Anexos 134

compared to parental strains and they were undetected by 3 weeks post-infection (Figure 3).
The rough vaccine strain RB51 load on mouse spleens was reduced to almost two logs by
three weeks post-infection but it was completely eliminated at six weeks post-infection.
Regarding testing these strains in IRF-1 KO mice, all infected mice with B. abortus S2308
died in 16 days. After 30 days, it was observed that 70% of the B. abortus S19 group
survived. However, all mice inoculated with the mutants or RB51 group survived during

the period of time studied (Figure 4).

3.3. Intracellular survival of B. abortus AwbkC mutants and production of pro-
inflammatory cytokines by infected BMDM

BMDM were infected with the B. abortus 4wbkC rough mutants and compared to the
parental smooth strains (Figure 5A and B). The parental smooth strain B. abortus 2308 was
able to replicate and survive inside macrophages, while AwbkC 2308 mutant decreased its
intracellular number at 24 and 48 hours post-infection (Figure 5A). For the parental smooth
strain B. abortus S19 and the mutant AwbkC S19 (Figure 5B), both had a prominent
intracellular number decrease at 24 hours post-infection; however, S19 recovered and
replicated, while AwbkC S19 mutant maintained its intracellular number at 48 hours after
infection. At later time points, after 48 hours, the intracellular numbers of both mutants
kept on decreasing and the same profile was observed for the B. abortus RB51 strain (data
not shown). Meanwhile parental strains replicated inside the macrophages, maintaining
their intracellular CFU number.

Because different LPS molecules can interact differently with TLR [21] and it is known

that stimulation of TLR-4 by B. abortus LPS induces low TNF-o and IL-12 production, we
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evaluated IL-12 (Figure 5C) and TNF-a (Figure 5D) production in supernatants of infected
cells. B. abortus AwbkC 2308 mutant produced higher levels of IL-12 at 24 and 48 hours
post-infection compared to the its parental strain B. abortus 2308. The same profile was
observed for B. abortus AwbkC S19 mutant (p<0.01). A significant accumulation of TNF-o
was observed into supernatants of all rough Brucella strains infected-cells, which in each

case was significantly higher than cells infected with smooth parental strains.

3.4. Intracellular localization of Brucella AwbkC mutants in BMDM

Upon entry, wild type B. abortus establishes a replicative niche, acquiring endoplasmic
reticulum markers (calnexin, calreticulin, PDI). While mutants, as the AvirB, maintain late
endosomal/lysosomal marker (LAMP-1), fuse with lysosomes and are eliminated.
Immunofluorescence analysis of infected BMDM showed that unlike wild type bacteria,
over 80% of AwbkC mutant BCVs retained LAMP-1 (Figure 6A and B). Both AwbkC
mutants showed the same profile as both the vaccine rough strain RB51 and the AvirB

mutant.

3.5. Protective efficacy of B. abortus AwbkC mutants against B. abortus 2308 challenge
To evaluate the potential use of AwbkC mutants as vaccine candidates, the protection level
induced in mice against virulent challenge infection was assessed. The degree of vaccine
efficacy in C57BL/6 mice was determined by subtracting the mean CFU/spleen recovered
from mice after 6 weeks of vaccination and challenged with 2308 from the mean
CFU/spleen recovered from non-vaccinated but challenged control mice (PBS). At this

time, mice immunized with B. abortus S19, RB51 and AwbkC S2308 mutant strain had
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significantly (P < 0.05) fewer splenic Brucella than non-immunized animals (Table 2).
However, B. abortus Awbkc S19 mutant strain conferred no significant protection
compared to the control group. This is probably due to the fact that this mutant came from
the parental strain S19 that is already attenuated, so the rough LPS introduced an additional
attenuation, inhibiting sufficient bacterial growth to induce protective immunity. The
protection tested in IRF-1 KO mice was carried out following the same protocol as for
C57BL/6 mice, but instead of counting CFU in mouse spleens, the survival of the animals
was observed during 30 days post-challenge. Therefore, B. abortus AwbkC S19 mutant
showed lower level of protection (60% survival) against virulent challenge in IRF-1 KO
mice and the AwbkC S2308 mutant (80% survival) showed similar level of protection as the

vaccine strains S19 and RB51 (Figure 7).

4. Discussion

B. abortus is the causative agent of human and animal brucellosis, and many
research groups around the world have been dedicating their efforts in isolation,
identification and characterization of new antigens and virulence factors. Early
observations that rough B. abortus strains are attenuated and do not agglutinate with
antibody elicited by smooth bacteria led to the concept of Brucella rough vaccine [15]
avoiding the problem of serological interference presented by smooth strain vaccines.
Therefore, all efforts have been focused on searching better live rough attenuated vaccine
that could be able of inducing an efficient cellular immunity and protection [8, 15].

In a tentative of developing a B. abortus rough vaccine strain, the wbkC gene was

chosen to be disrupted in our study. Two AwbkC mutants were generated by gene
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replacement using double-recombination strategy and they were termed B. abortus AwbkC
S2308 and AwbkC S19. WbkC gene disruption, confirmed by Southern blot, resulted in
rough mutant strains. Lack of LPS O-side chain was also confirmed by crystal violet
staining and immunoblotting assays. Earlier study by Godfroid et al [7] has also shown that
wbkC is required for the O-side chain production in B. melitensis 16 M strain. Further, by
mass spectrometry analysis we could verify that wbkC gene mutation did not interfere in
lipid A biosynthesis in B. abortus (data not shown).

To evaluate the persistence of the mutants, in vivo assays were performed in
C57BL/6 and IRF-1 knockout mice. The mutant strains were cleared faster than the
parental strains in C57BL/6 mice even though the dose used for the rough mutants was 100
times higher. Three weeks after infection, the mutant strains had already been cleared in
C57BL/6 mice. The AwbkC mutants showed reduced persistence when compared to the
rough vaccine strain B. abortus RB51 which was completely cleared within 6 weeks post-
infection. At that time, the parental smooth strains still had more than 3 log of CFU. Ko et
al. [22] have previously demonstrated that IRF-1 KO mice are an important tool to
determine the level of Brucella virulence and to evaluate Brucella mutants for attenuation.
They reported that survival of IRF-1 KO mice can be correlated to virulence of Brucella
strains, the criteria of Brucella virulence among several strains can be based on the rapidity
of death in IRF-1 KO mice. Therefore, we have compared the virulence of our AwbkC
mutants with the virulent strain B. abortus S2308 and the vaccine strains B. abortus S19
and RB51 in IRF-1 KO mice. AwbkC mutants showed the same reduced virulence as B.
abortus RB51 and a lower virulence when compared to B. abortus S19 and S2308. All

mice infected with the AwbkC mutants survived after infection, in contrast no animals
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infected with B. abortus S2308 survived after 16 days. In general, strains containing
alterations in LPS are less virulent when compared to the wild type strain, except Brucella
ovis and Brucella canis that are naturally rough virulent bacteria [23].

Brucella can infect macrophages and entry in these cells is essential for bacterial
replication and survival in animals. Changes in the LPS structure can interfere with
bacterial entry into host cells and some authors described that smooth LPS is an essential
virulence factor for intracellular survival [24]. The rough strain B. abortus RB51 has a low
persistence in vivo and cannot replicate as the smooth parental strain inside macrophages
[11]. However, it has been shown that genetically characterized rough mutants have not lost
their ability to replicate intracellularly even without the entire antigen-O structure [25]. Our
experiments with bone marrow-derived macrophages demonstrate that AwbkC mutants
showed a reduced rate of replication inside these cells. Additionally, as observed with B.
abortus RB51 strain, AwbkC mutants remained in LAMP-1-positive compartments and
were eventually eliminated. This is consistent with previous reports showing that the
vaccine strain B. abortus RB51 had a low persistence in vivo and cannot replicate inside
macrophages [25]. As reported before, the smooth LPS and consequently its antigen-O, are
important for entry and early stages of BCV development. The LPS O-side chain is
involved in the inhibition of early fusion events between Brucella suis-containing vacuoles
and lysosomes in murine macrophages [2]. Also, AwbkC mutants had the same intracellular
fate observed for the AvirB mutant. The Brucella type 1V secretion system has also been
shown to be required for late maturation events necessary for the biogenesis of an ER-

derived replicative organelle in BMDM [4].
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The presence of the O-side chain on LPS structure has also been reported to
influence pro-inflammatory cytokine production [26]. These authors have shown that rough
Brucella strains induce higher production of pro-inflammatory cytokines than smooth
strains. IL-12 is involved in the development of Thl responses, which in vivo are critical
for the elimination of Brucella [27]. Higher IL-12 and TNF-a production by BMDM
infected with AwbkC rough mutants might be one of the reasons for their faster elimination
by infected cells when compared to parental smooth strains.

Ko et al [22] also showed that utilization of a high dose of the rough vaccine strain
B abortus RB51 (5 x10” CFU) elicited a higher level of protection against B. abortus 2308
challenge when compared to lower doses. So, we used 1 x 10® CFU dose for the rough
strains in the protection experiments using C57BL/6 mice. These results showed that B.
abortus AwbkC 2308 conferred similar protection as the currently used rough vaccine
RB51, but both induced lower protection compared to the smooth vaccine strain B. abortus
S19.

As previously demonstrated [22] IRF-1 KO mice maintain an adaptative
immunological memory necessary for protection, that is dependent on the level of bacteria
virulence and dose of immunization. Therefore, we performed the protection experiment in
IRF-1 KO mice and the B. abortus AwbkC 2308 mutant could prevent death of 80% of
challenged mice, inducing similar protection as B. abortus RB51 or B. abortus S19.
However, the B. abortus AwbkC S19 mutant showed no protection in C57BL/6 mice and
low protection in IRF-1 KO mice.

As a conclusion, we can assume that wbkC gene is required for LPS O-side chain

biosynthesis and virulence of Brucella abortus. Further, the AwbkC mutants behave



Anexos 140

intracellularly as most rough Brucella mutants. The B. abortus AwbkC 2308 mutant
generated in this study showed similar protection as the current available rough vaccine B.
abortus RB51, having the advantage of not being rifampicin resistant and the identity of the
attenuation is known, which is still not completely known for RB51. Although B. abortus
AwbkC 2308 mutant does not confer the same level of protection when compared to the
smooth vaccine strain B. abortus S19, it has the advantage of not interfering with
serological diagnosis of infected animals. However, due to this moderate protection

efficacy the AwbkC 2308 has to be further evaluated.
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Tables

Table 1. Bacterial strains and vectors used in this study

Strain or plasmid Characteristics Source
E.coli Top10F F- mcrA A(mrr-hsdRMS- Invitrogen
mcrBC) $80lacZAM15
AlacX74 recAl
araAl39 A(ara-leu)7697
galU galK rpsL (Str)
endAl nupG
Brucella strains
B. abortus S2308 Wild-type, smooth, Laboratory stock
virulent
B. abortus S19 Vaccine strain, smooth Laboratory stock
B. abortus RB51 Rif, rough mutant of | Laboratory stock
S2308
B. abortus virB9 Mutation in type IV | Cellietal. [4]
secretion system
B. abortus AwbkC Kan" AwbkC mutant of | This study
S2308
Plasmids
pUC4K ColE1, Amp" Kan' GE Healthcare
pBluescript 11 KS (+) ColE1, Amp' Stratagene
pBlue:wbkC-Kan Amp'-  Kan', contains | This study
whbkC::Kan'

Kan' — kanamycin resistance;

Amp' — ampicillin resistance;
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Table.2 Protective immunity induced by immunization with the mutant strains B. abortus
AwbkC S2308 and AwbkC S19 in C57BL/6 mice.

Vaccine Log;o CFU of B. abortus S2308 Logso units of
in spleen (mean + SD)* protection
PBS control 6.14 £ 0.14
B. abortus S19 4.45 + 0.50 1.70°
B. abortus RB51 5.31+0.35 0.84°
B. abortus AwbkC2308 5.57 + 0.48 0.58°
B. abortus AwbkCS19 5.90 £ 0.35 0.24

4 Mice were immunized with PBS, 10° CFU of B. abortus S19 or 10° CFU of the other
strains. Six weeks later were challenged i.p with 10° CFU of B. abortus 2308 and spleen
CFU was enumerated 2 weeks after challenge.

®Significantly different compared to the PBS control group (P < 0.05).
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Figure Legends

Figure 1. Molecular characterization of Brucella abortus AwbkC2308 and AwbkCS19
mutant strains. Southern blot analysis of AwbkC strains was performed. Genomic DNA of
B. abortus 2308 (1), S19 (2) wbkC2308 (3), wbkCS19 (4) and strain where a single
recombinant event took place (5) were restriction endonuclease digested and probed with

the kanamycin (1), wbkC (I1) and ampicillin (111) genes.

Figure 2. Characterization of LPS morphology by Western blot. Western blot analysis
using mAbs O4F9 (IgG 2a) for smooth LPS (A), or mAbs A68/24 D08/609 (IgG1) for
rough LPS (B) was performed. (A) Only B. abortus S2308 and B. abortus S19 had positive
results for anti-smooth LPS mAb. B. abortus wbkC2308, wbkCS19 and RB51 were
negative for this antibody reaction. (B) B. abortus S2308 and B. abortus S19 had the
typical high molecular ladder-like pattern and all rough strains presented only low

molecular ladder-like pattern.

Figure 3. Persistence of B. abortus AwbkC S2308 and AwbkC S19 mutant strains in
C57BL/6 mice. Eight mice of each group were infected i.p. with a dose of 10° CFU of
smooth strains (S2308 and S19) and 10% CFU of rough strains (AwbkC S$2308, AwbkC S19
and RB51). Spleens were removed 1, 2, 3 and 6 weeks after infection and the CFU number
was determined by serial dilutions and plating. The values correspond to means + standard
deviations. The asterisks indicate statistically significant differences between the results
obtained for the groups that received the parental strains and the results obtained for the

groups that received the mutant strains (P < 0.001).
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Figure 4. Virulence of B. abortus AwbkC S2308 and AwbkC S19 in IRF-1 KO mice.
Eight mice for each group were infected with 1x10° CFU of the smooth strains (52308 and
S19) and 1x10° of the rough strains (AwbkC S2308, AwbkC S19 and RB51). Mice survival

was observed during 30 days after infection.

Figure 5. BMDM infection with AwbkC S2308 and AwbkC S19 mutants and pro-
inflammatory cytokine production. BMDMs infected (MOI:50) with B. abortus 2308 or
AwbkC2308 mutant (A) and B. abortus S19 or AwbkCS19 mutant (B) were lysed and
intracellular CFUs enumerated at different times after inoculation. In both graphs, data are
presented as relative fold increase over 2-hour data. All CFU/mI (colony forming units)
values were divided by the corresponding two-hour data. Analysis of IL-12 (C) and TNF-a
(D) secretion was measured by ELISA from the supernatant of macrophages at 24 and 48

hours after infection. (*) Significantly different compared to parental strains (p<0.01).

Figure 6. Intracellular localization of B. abortus AwbkC mutants and parental strains
in BMDM. Macrophages infected with B. abortus 2308, B. abortus S19, AwbkC S2308
mutant, AwbkC S19 mutant, RB51 or AvirB9. (A) Quantification of the percentage of
bacteria BCVs that contain LAMP-1 by confocal immunofluorescence microscopy. The
difference between wild type and mutant were statistically significantat 24 hours
(p<0.001). Data are means from tree different experiments. (B) Representative confocal
images of BMDM 24 hours post-infection with wild type B. abortus 2308, S19, RB51, or

AwbkC mutants . B.abortus is labelled in red and LAMP-1 in green. Scale bars are 5 pum.
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Figure 7. Protection induced by B. abortus AwbkC S2308 or AwbkC S19 immunization
in IRF-1 KO mice . Mouse groups were immunized i.p with 10 CFU of the AwbkC
mutants and the vaccine strain RB51 and with 1x10° of the vaccine strain $19. The control
group received 100 pL of PBS i.p. Six weeks after immunization mice were challenged
with 1x10° CFU of B. abortus $2308 virulent strain. Mice survival was observed during 30

days after infection.



Anexos

150

Figures
Vaccine - Lacerda, T.L.S.

Figure 1
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Vaccine - Lacerda, T.L.S.
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Vaccine - Lacerda, T.L.S.

Figure 5
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Vaccine - Lacerda, T.L.S.

Figure 6
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Vaccine -Lacerda, T.L.S.

Figure 7
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