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Resumo	

	

	

O	 imunoproteassoma	 é	 uma	 isoforma	 de	 proteassoma	 constituído	 por	 três	

subunidades	denominadas	LMP2,	LMP7	e	MECL-1.	Sua	atividade	proteolítica	aumenta	a	

quantidade	e	a	qualidade	dos	peptídeos	a	serem	apresentados	pelas	moléculas	de	MHC	

de	classe	I	às	células	T	CD8+.	Por	esta	razão,	esta	isoforma	especializada	de	proteassoma	

desempenha	 um	 importante	 papel	 no	 controle	 de	 infecções	 em	 hospedeiros.	 Neste	

trabalho,	 foi	 abordado	o	papel	do	 imunoproteassoma	durante	a	 infecção	por	Brucella	

abortus,	uma	bactéria	Gram-negativa,	intracelular	facultativa,	patogênica	para	humanos	

e	animais,	cuja	resposta	imune	protetora	é	dependente	dos	linfócitos	T	CD4+	e	T	CD8+.	

Vários	 trabalhos	 demonstraram	 a	 importância	 do	 imunoproteassoma	 no	 controle	 de	

infecções	 por	 diferentes	 patógenos	 por	meio	 da	 utilização	de	 camundongos	knockout	

para	uma	ou	duas	 subunidades	do	 imunoproteassoma.	Nós	buscamos	 investigar,	 pela	

primeira	 vez,	 o	 impacto	 da	 ausência	 das	 três	 subunidades	 desta	 estrutura	 durante	 a	

infecção	por	uma	bactéria	intracelular.	Para	isto,	a	infecção	por	B.	abortus	foi	induzida	

em	 camundongos	 triplo	 knockout	 para	 o	 imunoproteassoma,	 que	 se	mostraram	mais	

susceptíveis	à	 infecção	bacteriana,	devido	a	uma	diminuição	na	produção	de	IFN-γ	por	

linfócitos	TCD4+	e	TCD8+.	Além	disso,	a	ausência	do	imunoproteassoma	teve	um	impacto	

sobre	 a	 expressão	 de	 moléculas	 de	 MHC-I	 na	 superfície	 de	 células	 dendríticas	 e	 na	

geração	e	apresentação	de	antígenos	por	essas	células.	A	 função	dos	 linfócitos	T,	que	

desempenha	 um	 papel	 fundamental	 na	 imunidade	 adaptativa	 contra	 B.	 abortus,	

também	 foi	 comprometida,	 tendo	 sido	 observada	 uma	 redução	 na	 produção	 de	

granzima-B	 e	 consequentemente	 na	 atividade	 citotóxica	 dos	 linfócitos	 T	 CD8+.	 Em	

conclusão,	 esses	 resultados	 sugerem	 fortemente	 que	 o	 imunoproteassoma	 é	

importante	na	resistência	do	hospedeiro	à	infecção	por	B.	abortus,	impactando	tanto	a	

magnitude	quanto	a	qualidade	das	respostas	das	células	T	CD8+.	



	

Abstract	

	

The	 immunoproteasome	 is	 a	 specific	 proteasome	 isoform	 constituted	 of	 three	

subunits	 termed	 β1i,	 β2i	 and	 β5i.	 Its	 proteolytic	 activity	 enhances	 the	 quantity	 and	

quality	of	peptides	to	be	presented	by	MHC	class	I	molecules	to	CD8+	T	cells.	However,	

the	role	of	combined	deficiency	of	the	three	immunoproteasome	subunits	in	protective	

immunity	 against	 bacterial	 pathogens	 have	 not	 been	 investigated.	 In	 this	 study,	 we	

addressed	 the	 role	 of	 immunoproteasome	 during	 Brucella	 abortus	 infection,	 an	

intracellular	bacterium	that	requires	CD8+	T	cell	responses	for	control	of	infection.	Here,	

we	 demonstrate	 that	 immunoproteasome	 triple	 knockout	 mice	 (TKO)	 were	 more	

susceptible	to	the	Brucella	infection.	This	observed	susceptibility	was	accompanied	with	

reduced	 IFN-γ	 production	 by	 mouse	 CD4+	 and	 CD8+	 T	 lymphocytes.	 Moreover,	 the	

absence	 of	 the	 immunoproteasome	 had	 an	 impact	 on	 dendritic	 cells	 MHC-I	 surface	

expression	and	antigen	presentation	by	these	cells.	CD8+	T	cell	function,	which	plays	a	

pivotal	 role	 in	B.	 abortus	 immunity,	 also	 presented	 partial	 impairment	 of	 granzyme-B	

expression	 and	 consequently	 reduced	 cytotoxic	 activity.	 In	 conclusion,	 these	 results	

strongly	 suggest	 that	 immunoproteasome	 subunits	 are	 important	 components	 in	host	

resistance	to	B.	abortus	infection	by	impacting	both	the	magnitude	and	quality	of	CD8+	T	

cell	responses.	
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1.	INTRODUÇÃO	

	

1.1	O	gênero	Brucella	

	

As	 bactérias	 do	 gênero	 Brucella,	 representadas	 na	 Figura	 1,	 são	 cocobacilos	

Gram-negativos,	 intracelulares	 facultativos,	 não	 formadores	 de	 esporos	 e	 de	

crescimento	aeróbico	(Corbel	&	Morgan,	1984).	Apresentam	crescimento	ótimo	a	37°C	

em	meio	com	pH	entre	6,6	a	7,4	(Morgan,	1990).	

	

	
	

Figura	 1:	 Bactérias	 do	 gênero	 Brucella.	 Imagem	 obtida	 de	 University	 of	 Georgia	
Veterinary	College.	Brucellosis.	Introduction.	2002.	
	

Antigos	relatos	da	humanidade	já	evidenciaram	dados	de	infecção	por	bactérias	

do	gênero	Brucella,	pois	análises	antropológicas	de	esqueletos	datados	do	ano	79	D.C.		

revelaram	a	presença	destas	bactérias	 (Caspasso,	 2002).	No	 ano	de	1859,	 foi	 descrita	

como	uma	doença	infecciosa	que	apresentava	sintomas	de	fadiga	(Vassallo,	1992).	Mas	

apenas	em	1887,	David	Bruce	isolou	na	ilha	de	Malta	o	microrganismo	causador	desta	

doença	que	foi	denominado	Micrococcus	melitensis	(Nicoletti,	2002).		

Alguns	 anos	 depois,	 no	 ano	 1895,	 Berhard	 Bang,	 isolou	 um	 cocobacilo	 Gram-

negativo	 de	 tecidos	 bovinos	 abortados	 e	 denominou-o	 Bacillus	 abortus.	 No	 entanto,	

estudos	 com	os	 dois	microorganismos	 verificaram	 a	 grande	 similaridade	 entre	 eles	 e,	

diante	desse	fato,	foi	decidido	homenagear	o	descobridor	deste	gênero,	denominando-
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o	Brucella	(Nicoletti,	2002).	

Dez	 espécies	 do	 gênero	 Brucella	 já	 foram	 descritas.	 Estas	 espécies	 foram	

nomeadas	 de	 acordo	 com	 os	 hospedeiros	 das	 quais	 foram	 isoladas:	 Brucella	 abortus	

isolada	 de	 bovinos,	 Brucella	 melitensis	 isolada	 de	 caprinos,	 Brucella	 ovis	 isolada	 de	

ovinos,	 Brucella	 suis	 isolada	 de	 suínos,	 Brucella	 canis	 isolada	 de	 caninos,	 Brucella	

neotomae	 isolada	 de	 um	 rato	 do	 deserto	 americano,	 Brucella	 cetaceae	 e	 Brucella	

pinnipediae,	ambas	isoladas	de	mamíferos	marinhos	(Cloeckaert	et	al.	2001;	Christopher	

et	 al.	 2010).	 Recentemente,	 outras	 duas	 espécies	 foram	 descritas,	 Brucella	 microti,	

isolada	 de	 roedores	 e	 Brucella	 inopinata,	 isolada	 de	 uma	 infecção	 de	 transplante	

mamário	de	seres	humanos	(Audic	et	al.	2009;	Scholz	et	al.	2010)	

Das	 espécies	 identificadas,	 B.	 melitensis,	 B.	 suis	 e	 B.	 abortus	 são	 capazes	 de	

infectar	seres	humanos	(Moreno	et	al.,	2002).	A	espécie	B.	abortus	é	a	mais	difundida	

pelo	 mundo,	 sendo	 então	 responsável	 pelo	 maior	 número	 de	 casos	 de	 infecção	 por	

bactérias	 deste	 gênero	 (Corbel,	 1997).	 B.	 melitensis,	 por	 sua	 vez,	 é	 a	 espécie	 mais	

virulenta	para	o	homem	(Solera,	2010).	

	

	

1.2	Brucelose	

	

Brucelose	é	uma	zoonose	causada	por	bactérias	do	gênero	Brucella.	Está	na	lista	de	

doenças	 da	 World	 Organization	 for	 Animal	 Health	 (Organização	 Mundial	 de	 Saúde	

Animal	 –	 OIE)	 sendo	 considerada	 por	 este	 órgão	 como	 uma	 doença	 de	 importância	

sócio-econômica	uma	vez	que	pode	impactar	o	comércio	internacional	de	animais	e	de	

seus	subprodutos,	 como	carne	e	 leite	 (OIE,	2015).	Segundo	a	Organização	Mundial	de	

Saúde	 (WHO),	 a	 cada	 ano	 são	 diagnosticados	 cerca	 de	 500	 mil	 casos	 de	 brucelose	

humana	no	mundo.	É	prevalente	em	vários	países,	sendo	que	a	região	do	Mediterrâneo,	

Oriente	Médio,	Arábia	 Saudita,	México,	América	Central	 e	do	 Sul,	Ásia	 central	 e	 Índia	

são	as	regiões	mais	afetadas	(Pappas	et	al.	2006).	A	prevalência	da	brucelose	animal	é	

em	torno	de	5%	no	Brasil	e	estima-se	que	o	prejuízo	causado	por	esta	enfermidade	é	de	
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mais	de	30	milhões	de	dólares	por	ano	para	a	economia	nacional	(Poester	et	al.	2002).	

A	 Brucelose	 pode	 ser	 chamada	 também	 de	 Febre	 de	 Malta,	 Febre	 do	

Mediterrâneo	 ou	 Febre	 ondulante	 (Jong	 e	 Tsolis,	 2012).	 Os	 reservatórios	 de	 espécies	

causadoras	de	brucelose	humana	são	suínos,	caprinos,	ovinos	e	bovinos.	Os	indivíduos	

mais	facilmente	expostos	são	os	que	trabalham	diretamente	com	animais	infectados	ou	

com	 produtos	 de	 origem	 animal,	 como	 proprietários,	 veterinários	 ou	 laboratoristas.	

(Doganay	&	Aygen,	2003).	

Uma	forma	de	transmissão	recorrente	se	dá	através	da	liberação	da	placenta	de	

animais	 abortados	 no	 ambiente,	 as	 quais	 podem	 ser	 ingeridas	 por	 outros	 animais,	

disseminando	assim	a	doença.	Outras	formas	de	infecção	entre	animais	se	dá	por	meio	

de	secreções	durante	o	acasalamento	ou	através	do	leite	durante	a	amamentação.	Em	

humanos	 é	 adquirida	 principalmente	 via	 consumo	 de	 leite	 não	 pasteurizado	 e	 seus	

subprodutos	contaminados	ou	pelo	contato	direto	com	animais	 infectados.	A	Figura	2	

retrata	as	principais	formas	de	transmissão	da	brucelose	(Atluri	et	al.	2011).	

	
Figura	 2:	 Formas	 de	 transmissão	 de	 Brucelose.	 Dependendo	 da	 espécie	 de	 Brucella	

envolvida,	a	transmissão	entre	os	hospedeiros	naturais	pode	ocorrer	via	aborto,	contato	genital	
durante	 o	 acasalamento	 ou	 via	 amamentação.	 A	 transmissão	 para	 humanos	 ocorre	
principalmente	 via	 consumo	 de	 leite	 não	 pasteurizados	 e	 contato	 com	 aerossóis	 contendo	
Brucella	spp.	(Atluri	et	al,	2011).		
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Ao	 entrar	 em	 contato	 com	 o	 homem,	 as	 bactérias	 penetram	 nas	 mucosas,	

alcançando	 a	 corrente	 sanguínea	 sendo	 então	 espalhadas	 para	 diversos	 órgãos	

(Archambaud	 et	 al.	 2010).	 A	 Brucella	 é	 disseminada	 para	 linfonodos,	 baço	 e	 fígado,	

estabelecendo	 assim	 a	 infecção	 e	 reações	 inflamatórias.	 Brucella	 spp.	 podem	 ainda	

atingir	 órgãos	 reprodutores	 como	 placenta,	 glândulas	 mamárias	 e	 epidídimo.	 Em	

humanos	os	sintomas	da	fase	aguda	da	doença	são	febre	ondulante,	dores	de	cabeça,	

mialgia,	 fadiga	e	perda	de	peso	 (Solera,	2010).	 Já	na	 fase	 crônica	pode	 ser	observado	

endocardite,	artrite,	osteomielite	e	complicações	neurológicas	(Young,	1988).		

Atualmente	não	existe	uma	vacina	eficiente	para	humanos	enquanto	que	para	

bovinos	são	encontradas	três	linhagens	vacinais:	a	B.	abortus	S19,	a	B.	abortus	RB51	e	a	

B.	melitensis	Rev-1,	todas	elas	utilizam	cepas	vacinais	vivas,	atenuadas	(Young,	2006).	

	

	

1.3	Patogênese	

	

Após	 a	 infecção,	 as	 bactérias	 penetram	 nas	 mucosas	 alcançando	 a	 corrente	

sanguínea	se	espalhando	assim	pelos	órgãos	(Archambaud	et	al.	2010).	A	patogênese	da	

Brucella	 está	 associada	 a	 sua	 capacidade	 de	 evadir	 dos	 mecanismos	 de	 defesa	 do	

hospedeiro,	 levando	à	sua	persistência	no	interior	da	célula	hospedeira	bem	como	aos	

seus	 fatores	 de	 virulência	 (Parent	 et	 al.	 2007).	 Dentre	 os	 mecanismos	 de	 evasão	 do	

sistema	imune	podemos	citar	a	presença	de	uma	alteração	na	estrutura	de	seu	LPS.	O	

lipopolisacarídeo	 da	 Brucella	 apresenta	 uma	modificação	 no	 lipídeo	 A,	 levando	 à	 um	

menor	 reconhecimento	 pelas	 moléculas	 de	 TLR4	 e	 maior	 resistência	 à	 ação	 de	

macrófagos	 (Giambartolomei	et	al.	2004;	Forestier	et	al.	2000).	Brucella	spp.,	 também	

apresenta	 uma	 alteração	 na	 porção	 N-terminal	 da	 proteína	 flagelina,	 levando	 a	 uma	

fraca	ativação	do	receptor	TLR5	(Andersen-Nissen	et	al.	2005;	Jong	et	al.	2010).		

Brucella	 tem	 a	 capacidade	 de	 alterar	 o	 tráfego	 intracelular	 nas	 células	

hospedeiras,	 permitindo	 sua	 proliferação	 no	 interior	 de	 células	 fagocíticas	 (Arellano-

Reynoso	 et	 al.	 2005).	 No	 interior	 dos	 fagócitos,	 as	 bactérias	 formam	 o	 "vacúolo	
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contendo	Brucella"	(BCV)	que	interage	com	endossomos	primários	e	tardios,	seguido	da	

fusão	com	lisossomos	(Starr	et	al.	2008;	Celli	et	al.	2004;	Pizarro-Cerda	et	al.	1998).	Esta	

fusão	 leva	 a	 uma	 consequente	 destruição	 das	 bactérias	 por	 enzimas	 proteolíticas	 e	

pelos	reativos	 intermediários	de	nitrogênio	e	oxigênio	(Celli	et	al.	2004)	(Pizarro-Cerda	

et	 al.	 1998).	 Cerca	 de	 90%	 da	 Brucella	 internalizada	 é	morta	 pela	 ação	 das	 enzimas,	

enquanto	que	os	10%	restantes	são	capazes	de	evadir	dos	mecanismos	de	destruição.	

Alguns	autores	sugerem	que	esta	evasão	está	associada	à	uma	acidificação	do	BCV	que	

induz	 o	 sistema	 de	 secreção	 do	 tipo	 IV	 a	 liberar	moléculas	 no	 citoplasma	 das	 células	

hospedeiras	 (Boschiroli	 et	 al.	 2002).	 As	 bactérias	 sobreviventes,	 em	 seguida,	

redirecionam	 o	 tráfego	 do	 BCV	 até	 chegar	 ao	 retículo	 endoplasmático	 onde	

estabelecem	 seu	 nicho	 replicativo	 (Celli	 et	 al.	 2004).	 Algumas	 cepas	 atenuadas	 da	

bactéria	não	são	capazes	de	redirecionar	o	 tráfego	e	acabam	sendo	destruídas	após	a	

fusão	 com	 o	 lisossomo	 (Gorvel	 &	 Moreno,	 2002).	 A	 Figura	 3	 exemplifica	 o	 tráfego	

intracelular	da	cepa	virulenta	de	Brucella	no	interior	de	uma	célula	fagocítica.	

Este	mecanismo	de	escape	do	sistema	imune	do	hospedeiro	torna-se	a	principal	

base	para	o	estabelecimento	da	 infecção	crônica.	A	persistência	da	Brucella	no	 tecido	

leva	 à	 geração	 de	 granulomas,	 como	 uma	 resposta	 do	 organismo	 à	 infecção.	 Os	

granulomas	 já	 são	 visíveis	 a	 partir	 da	 primeira	 semana	 após	 a	 infecção	 e	 podem	 ser	

encontrados	no	fígado	e	em	alguns	outros	tecidos	(Hunt	&	Bothwell,	1967;	Grillá	et	al.	

2012).	
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Figura	3:	Modelo	de	tráfego	intracelular	de	Brucella.	Após	a	entrada,	o	BCV	trafega	ao	

longo	 da	 via	 endocítica	 interagindo	 com	 endossomos	 primários	 (mostrados	 em	 amarelo)	 e	
endossomos	 tardios	 (mostrados	 e	 verde),	 antes	 da	 fusão	 com	 lisossomos	 (mostrados	 em	
vermelho).		Em	seguida	ocorre	o	tráfego	e	posterior		direcionamento	para	o	retículo	(ER)	onde	
estabelecem	 seu	 nicho	 replicativo	 (B,	 C	 e	 D).	 Mutantes	 VirB	 não	 conseguem	 direcionar	 os	
vacúolos	para	o	retículo	e	amadurecem	em	um	vacúolo	bactericida	(E).	(Starr	et	al.,	2008).		
	

	

1.4	Diagnóstico	e	Tratamento	

	

	 O	 diagnóstico	 clínico	 da	 Brucelose	 muitas	 vezes	 pode	 ser	 difícil	 devido	 à	

inespecificidade	dos	sintomas,	sendo	os	diagnósticos	laboratoriais	necessários	para	um	

diagnóstico	mais	acurado.		É	possível	isolar	a	Brucella	do	sangue,	do	líquido	sinovial	ou	

céfalo-raquidiano	e	da	medula	óssea	 (Shehabi,	 et	 al.,	 1990;	Gottuzo,	 et	 al.,	 1992).	No	

entanto	a	detecção	de	anticorpos	no	sangue	é	a	forma	mais	eficaz	de	se	diagnosticar	a	

late endosomes/lysosomes are necessary for further traf-
ficking toward the ER. Further work detailing the phys-
iochemical environment within the intermediate BCV is
needed to address these questions.

Our work provides evidence that intermediate BCVs
interact with the endocytic pathway and experience limi-
ted fusion with lysosomes to generate a transient, intra-
vacuolar environment conducive to further trafficking of
the BCV toward the ER (Figure 10). Because the VirB type
IV secretion system is required for subsequent trafficking
events, such as the biogenesis of the ER-derived replica-
tive organelle (2,3,8), it is tempting to speculate that
intermediate BCVs provide environmental cues required
for VirB expression and/or activation and that treatments
affecting proper maturation of the intermediate BCV affect
VirB functions. In support of this hypothesis, intracellular
B. abortus virB gene induction is maximal at 4 h p.i. in

J774A.1 cells (26) when bacteria are within intermediate
BCVs. Moreover, expression of the VirB type IV secretion
system encoding genes in B. suis can be induced in vitro at
acidic pH, and BAF reduces intracellular virB promoter
activity in J774A.1 cells (17). Consistent with this hypoth-
esis, Brucellamutants in the VirB type IV secretion system
in untreated cells exhibit trafficking defects (2,3,8) similar
to those we observed for wild-type bacteria in BAF-treated
cells or cells expressing Rab7[T22N]. This suggests that
the trafficking defects because of perturbation of late
endosomal/lysosomal compartments may be because of
an impaired expression, or activation, of VirB. Although we
could reproduce the inhibitory effect of BAF on B. abortus
virB gene induction (17) in both BMMs and HeLa cells
using quantitative reverse transcriptase–polymerase chain
reaction of virB4 (Figure S2, see also Supplementary
Materials and Methods) or virB11 messenger RNAs (data
not shown), our attempts at measuring VirB expression in
cells expressing dominant alleles of Rab7were unsuccess-
ful. Despite this, our data do support a model whereby
transient fusion of BCVs with lysosomes provides the
intravacuolar cues required for proper expression of VirB-
associated functions, which in turn allows for trafficking to
the ER and replication.

The demonstrated interaction of intermediate BCVs with
the late endosomal/lysosomal compartment suggests that
Brucella is capable of resisting a potentially degradative
environment, at least transiently. The fact that VirB-
deficient mutants of Brucella do not traffic further than
intermediate BCVs and are progressively killed (2) indi-
cates that such an organelle can acquire bactericidal
functions over time. It also raises the possibility that, once
expressed and assembled, the VirB apparatus translocates
effector molecules that support bacterial survival in the
intermediate BCV, possibly by limiting fusion with lyso-
somes. Such a process would allow bacteria to redirect the
trafficking of their vacuole to the ER in a VirB-dependent
manner. Cyclic b-1,2-glucan synthesized by Brucella has
also been proposed to control avoidance of lysosome
fusion based on experiments using delivery of cathepsin
D as evidence for BCV–lysosome (24). It will be interesting
to assess the relative contributions of cyclic b-1,2-glucan
and the type IV secretion system using our live cell assays,
which are extremely sensitive in measuring the extent of
BCV–lysosome fusion. Ultimately, the identification of
substrates of the VirB apparatus and their characterization
will be required to clarify if, and how, the VirB apparatus
participates in the trafficking transition of the BCV from the
endocytic pathway to the ER.

Materials and Methods

Bacterial strains and plasmids
The bacterial strains used in this study were the smooth virulent B. abortus

strain 2308 and two derivatives expressing either the GFP from plasmid

pJC43 (5) or the DsRedm from plasmid pJC44. To construct pJC44, a fusion

Figure 10: Revised model of Brucella intracellular trafficking.
A) Upon entry, newly formed BCVs traffic along the endocytic
pathway, sequentially interacting with early compartments of the
endocytic pathway (shown in yellow) and late endosomes and
multivesicular bodies (MVB; shown in green) before fusing with
lysosomes (shown in red). Such interactions are required for
further trafficking (B), whereby intermediate BCVs interact with
ER exit sites (ERES) and subsequently fuse with the ER (shown in
blue) (C) to generate ER-derived, replicative BCVs (D). BCVs
containing VirB-defective mutants that cannot sustain interactions
with the ER (2) and/or limit fusion with the lysosomal compart-
ment and mature into a bactericidal vacuole (E).
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Brucelose.	 Esse	 diagnóstico	 baseia-se	 na	 detecção	 de	 títulos	 elevados	 de	 anticorpos	

específicos	 contra	 antígenos	 de	 Brucella	 spp.,	 existindo	 diversos	 testes	 serológicos	

disponíveis,	sendo	o	mais	utilizado	o	teste	imuno-enzimático	(ELISA).	O	teste	tipo	ELISA,	

apresenta	 uma	 maior	 sensibilidade	 e	 maior	 especificidade	 quando	 comparado	 com	

outros	 testes	diagnósticos	propostos,	 como	por	exemplo	o	Teste	de	Rosa	Bengala	e	a	

Imunofluorescência	Indireta	(Jong	and	Tsolis,	2012;	Pessegueiro	et	al.,	2003)	

O	 tratamento	 terapêutico	 preconizado	 pela	 OMS	 consiste	 na	 associação	 dos	

antibióticos	 doxiciclina	 e	 rifampicina,	 no	 entanto	 a	 combinação	 de	 doxiciclina	 com	

estreptomicina	 também	 é	 amplamente	 utilizado.	 A	 politerapia	 se	mostra	 importante,	

uma	 vez	 que	 reduz	 as	 recidivas	 e	 chances	 de	 estabelecimento	 de	 Brucelose	 crônica	

(Ariza	et	al.,	1992;	Jong	and	Tsolis,	2012;)	

	

	

1.5	A	resposta	imune	à	Brucella	

	

	 A	 resposta	 imune	 do	 hospedeiro	 frente	 à	 infecção	 por	 bactérias	 do	 gênero	

Brucella	se	dá	por	meio	da	ativação	da	resposta	imune	inata	e	de	uma	resposta	imune	

adquirida.	Estes	dois	tipos	de	resposta	imune	agem	em	conjunto	a	fim	de	promover	uma	

proteção	à	infecção.	

	

	

1.5.1	A	resposta	imune	inata	

O	reconhecimento	da	Brucella	por	células	da	imunidade	inata,	como	macrófagos	

e	células	dendríticas,	resulta	na	ativação	dessas	células,	 levando	produção	de	citocinas	

pró-inflamatórias,	 principalmente	 IL-12	 (Ugalde	 et	 al.	 2003;	 Bessoles	 et	 al.	 2009).	 Os	

macrófagos	 são	 importantes	 componentes	 na	 resposta	 imune	 à	 Brucella	 por	 serem	

considerados	 o	 principal	 tipo	 celular	 no	 qual	 essas	 bactérias	 se	 replicam	 (Sangari	 &	

Aguero,	1996).	As	células	dendríticas	também	são	importantes	nesta	infecção	uma	vez	

que	após	serem	infectadas	e	produzirem	IL-12,	migram	para	zona	de	células	T	do	baço	



	

	 23	

apresentando	antígenos	da	Brucella	(Huang	et	al.	2001;	Billard	et	al.	2007).		

Vários	receptores	são	responsáveis	pelo	reconhecimento	inicial	da	Brucella,	tais	

como	os	receptores	da	 família	NOD	(Nucleotide	Oligomerization	Domain)	e	receptores	

do	 tipo	 Toll	 (TLR)	 (Inohara	&	Nunez	 2003;	Medzhitov	 R	 et	 al.	 1997).	 Estes	 receptores	

podem	 ser	 encontrados	 externamente	 na	 membrana	 celular	 ou	 em	 compartimentos	

intracelulares,	desencadeando	a	ativação	de	vias	de	sinalização	que	induzem	a	produção	

de	IFN	do	tipo	I	bem	como	de	citocinas	pró-inflamatórias	(Iwasaki	and	Medzhitov	2004).	

O	 reconhecimento	 de	 componentes	 de	 B.	 abortus,	 como	 por	 exemplo,	 o	 LPS	 pelo	

receptor	TLR4	e	de	proteínas	da	membrana	externa,	Omp16	e	Omp19,	por	TLR2	levam	à	

ativação	da	sinalização	 intracelular	via	MyD88	 resultando	na	ativação	de	NF-	κB,	MAP	

cinases	e	a	expressão	de	citocinas	pró-inflamatórias	 (Campos	et	al.	2004;	Huang	et	al.	

2005);	(Weiss	et	al.	2005;	Oliveira	et	al.	2008).	Estudos	com	o	receptor	TLR9,	mostraram	

que	este	 receptor	 também	apresenta	um	papel	 importante	durante	 a	 infecção	por	B.	

abortus,	uma	vez	que	ele	é	capaz	de	reconhecer	sequências	CpG	não	metiladas	do	DNA	

da	bactéria	 (Macedo	et	al.	 2008).	Os	animais	deficientes	em	TLR9	 se	mostraram	mais	

susceptíveis	 após	 a	 infecção	 por	 Brucella	 quando	 comparados	 aos	 camundongos	

selvagens	e	camundongos	deficientes	em	TLR2,	TLR4	e	TLR6	(Macedo	et	al.	2008).		

	

	

1.5.1	A	resposta	imune	adquirida	

A	 resposta	 adquirida,	 por	 sua	 vez,	 é	 dependente	 de	 uma	 resposta	 celular	 de	

perfil	TH1	e	da	ação	de	linfócitos	T	CD8+	citotóxicos	e	produtores	de	IFN-γ	(Araya	et	al.	

1989).	 A	 principal	 fonte	 produtora	 de	 IFN-γ	 é	 a	 população	 de	 linfócitos	 T	 CD4+,	 no	

entanto	 já	 foi	demonstrado	que	uma	 fração	desta	citocina	é	produzida	 também	por	T	

CD8+	(Zhan	et	al.	1993).	A	citocina	IL-12,	produzida	pelas	células	fagocíticas,	tem	como	

efeito	 estimular	 linfócitos	 T	 CD4+	 a	 secretarem	 IFN-γ	 que	por	 sua	 vez	 ativam	o	poder	

microbicida	 dos	 macrófagos	 através	 da	 produção	 de	 espécies	 reativas	 de	 oxigênio		

levando	à	morte	da	bactéria	(Golding	et	al.	2001).	

Apesar	 da	 importância	 da	 resposta	 mediada	 pelas	 células	 T	 CD4+,	 em	 1995,	
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Oliveira	e	colaboradores	demonstraram	que	as	células	T	CD8+	são	mais	importantes	no	

controle	da	infecção	por	Brucella,	uma	vez	que	animais	deficientes	para	o	MHC-I	foram	

mais	 susceptíveis,	 enquanto	 que	 a	 deficiência	 de	MHC-II	 não	 impediu	 que	 os	 animais	

eliminassem	 as	 bactérias	 (Oliveira	 &	 Splitter,	 1995).	 A	 importância	 dessas	 células	

consiste	 na	 sua	 capacidade	 em	eliminar	 células	 alvo	 infectadas	 com	Brucella.	 Estudos	

anteriores	em	humanos	e	 camundongos	mostraram	que	há	um	aumento	de	 células	 T	

CD8+	 durante	 a	 infecção	 por	 Brucella,	 confirmando	 a	 capacidade	 dos	 macrófagos	

infectados	com	Brucella	em	apresentarem	antígenos	bacterianos	por	meio	de	moléculas	

de	MHC-I	e	ativar	respostas	de	células	T	CD8+	citotóxicas	(He	et	al,	2001;	Skendros	et	al.,	

2011).	

A	principal	função	de	 linfócitos	T	CD8+	é	destruir	células	hospedeiras	 infectadas	

(Kägi	 et	 al.	 1994;	 Russell	 &	 Ley,	 2002).	 A	 citotoxicidade	 mediada	 por	 linfócitos	 T	

citotóxicos	 e	 células	 NK	 pode	 ocorrer	 pela	 via	 de	 exocitose	 de	 grânulos	 ou	 pela	 via	

Fas/FasL.	A	primeira	delas	utiliza	a	perforina	para	formar	um	poro	transmembrânico	nas	

células-alvo	 por	 onde	 as	moléculas	 de	 granzima	 entram.	 A	 granzima-B	 é	 uma	 serino-

protease	 que	 ativa	 alguns	 membros	 da	 família	 de	 caspases	 por	 meio	 de	 proteólise	

(Darmon	et	al.	1995).	As	granzimas	então	provocam	a	fragmentação	do	DNA	levando	à	

apoptose	celular	(Russell	&	Ley,	2002).	Já	o	segundo	deles	ocorre	em	células	T	ativadas,	

que	 expressam	 o	 receptor	 FasL	 que	 por	 sua	 vez	 interage	 com	 Fas	 na	 superfície	 de	

células	 alvo	 levando	 à	 lise	 sua	 celular	 por	 meio	 de	 apoptose	 pela	 ação	 de	 caspases	

(Nagata	et	al.	1997).	O	sistema	Fas/FasL	é	responsável	pela	morte	celular	 induzida	por	

ativação,	 mas	 também	 desempenha	 um	 papel	 importante	 na	 morte	 mediada	 por	

linfócitos	 sob	 certas	 circunstâncias	 (Russell	 &	 Ley	 2002).	 Apesar	 dos	 sistemas	 de	

perforina/granzima	e	FasL	poderem	ativar	a	célula	de	forma	independente,	o	processo	

que	leva	à	apoptose	é	similar	nos	dois	casos	(Nagata	et	al.	1997).	

Além	 da	 ação	 citotóxica	 mediada	 por	 T	 CD8+,	 Martirosyan	 e	 colaboradores	

(2013)	 identificaram	 linfócitos	 T	 CD4+	 citotóxicos	 em	 camundongos	 infectados	 por	 B.	

abortus.	 Estas	 células	 produzem	 altos	 níveis	 de	 granzima-B	 e	 IFN-γ,	 e	 apresentam	

atividade	 citolítica	 contra	 fagócitos	 infectados.	 Estes	 dados	 indicam	 que	 a	 imunidade	
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adquirida	 para	 B.	 abortus	é	 devido	 à	 ação	 cooperativa	 de	 linfócitos	 T	 CD4+	 e	 T	 CD8+,	

principalmente	mediado	por	duas	funções	efetoras:	produção	de	IFN-γ	e	citotoxicidade.	

	

	

1.6	Proteólise	intracelular	

	

A	degradação	proteica	é	imprescindível	para	manter	a	homeostase	intracelular.	

Para	 que	 isto	 ocorra,	 as	 células	 eucarióticas	 apresentam	 diferentes	 mecanismos	

proteolíticos	 importantes	 (Berg	 et	 al.	 2010).	 Dentre	 eles	 podemos	 destacar	 a	 via	 de	

degradação	lisossomal,	as	proteases	intracelulares	dependentes	de	cálcio	e	a	proteólise	

dependente	 de	 proteassoma	 (Guha	 &	 Padh,	 2008;	 Mykles,	 1998;	 Glickman	 &	

Ciechanover,	2002).	A	via	proteassomal	é	considerada	a	mais	importante	dentre	as	vias	

citadas	(Jung	et	al.	2009).	

O	 proteassoma	 é	 uma	 estrutura	 altamente	 conservada,	 sendo	 encontrada	 em	

arquea,	bactérias	e	em	todas	as	células	eucarióticas	(Voges	et	al.	1999).	Está	envolvido	

em	 processos	 como:	 degradação	 de	 proteínas	 mal	 enoveladas,	 regulação	 do	 ciclo	

celular,	expressão	gênica,	regulação	da	meia	vida	proteica,	carcinogênese	e	na	resposta	

imune,	foco	principal	deste	trabalho	(Jung	et	al.	2009).	

O	 proteassoma	 26S	 é	 um	 complexo	 catalítico	 de	 proteases	 encontrado	 no	

citoplasma	e	no	núcleo	das	 células.	 É	 constituído	de	dois	 componentes:	uma	unidade	

chamada	 de	 20S,	 e	 duas	 unidades	 19S.	 Esta	 última	 é	 a	 unidade	 reguladora	 do	

proteassoma	 e	 se	 liga	 nas	 duas	 extremidades	 do	 componente	 20S,	 formando	 o	

complexo	26S.	A	unidade	20S	é	o	cerne	catalítico	e	é	constituída	de	quatro	anéis	com	

sete	 subunidades	 cada.	 Através	 de	 cristalografia	 e	 difração	 de	 raio-X,	 Lowe	 e	

colaboradores	(1995),	revelaram	que	esta	estrutura	é	cilíndrica	de	diâmetro	aproximado	

de	10	nm	e	comprimento	de	16	nm.	Os	dois	anéis	das	extremidades	são	constituídos	de	

subunidades	α	e	os	dois	anéis	 internos	de	subunidades	β,	mostrados	na	Figura	4.	Três	

das	 sete	 subunidades	β	 são	 responsáveis	pela	atividade	 catalítica	do	proteassoma.	β1	

tem	atividade	tipo-caspase	e	cliva	as	proteínas	após	resíduos	de	aminoácidos	ácidos.	A	
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subunidade	β2	cliva	após	resíduos	básicos,	apresentando	atividade	tipo-tripsina.	Já	a	β5	

tem	atividade	tipo-quimiotripsina	clivando	após	resíduos	hidrofóbicos.		

O	proteassoma,	ao	degradar	as	proteínas,	gera	um	repertório	de	peptídeos	que	

são	 transportados	 para	 dentro	 do	 retículo	 endoplasmático	 por	meio	 da	 proteína	 TAP	

(transportadores	associados	com	o	processamentos	do	antígeno)	onde	se	ligam	ao	MHC	

de	classe	I.	A	ligação	dos	peptídeos	é	uma	passo	importante	na	aquisição	de	um	estado	

estável	pelas	moléculas	de	MHC.	Portanto,	o	dobramento	 final,	dessas	moléculas,	por	

meio	da	ação	de	chaperonas,	ocorre	apenas	após	a	ligação	dos	peptídeos	à	sua	fenda.	O	

complexo	peptídeo-MHC	é	 então	 exportado	para	 a	 superfície	 celular	 que	por	 sua	 vez	

apresenta	 estes	 peptídeos	 aos	 receptores	 TCR	 de	 linfócitos	 T	 CD8+,	 desencadeando	

assim	uma	resposta	citotóxica	mediada	por	estas	células	(Murphy	et	al.	2008).	

	
Figura	4:	Estrutura	do	proteassoma	20S	em	eucariotos.	Os	anéis	das	extremidades	são	

constituídos	de	subunidades	α	que	estão	representadas	em	cinza	e	os	anéis	internos	formados	
de	subunidades	β	representadas	em	branco,	formando	uma	estrutura	α	ββα.	Estão	destacadas	
as	subunidades	catalíticas	β1,β2	e	β5	(Jung,	2009).	

	
	 Existem	 diferentes	 subtipos	 de	 proteassomas	 que	 são	 classificados	 de	

acordo	 com	 a	 composição	 de	 suas	 subunidades	 catalíticas,	 e	 são	 diferentemente	
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expressos	nos	tecidos	(Jung	&	Grune,	2012).	Além	dos	proteassomas	clássicos,	descritos	

acima,	são	encontrados	também	os	imunoproteassomas,	constituídos	das	subunidades	

induzíveis	 β1i,	 β2i	 e	 β5i	 (os	 quais	 serão	 discutidos	 de	 forma	 mais	 aprofundada	 no	

próximo	 tópico);	 os	 proteassomas	 intermediários,	 constituídos	 de	 uma	 mistura	 das	

subunidades	 padrões	 e	 induzíveis;	 e	 o	 subtipo	 timo-específico,	 descrito	 por	Murata	 e	

colaboradores	(2007).		A	Figura	5	exemplifica	os	diferentes	tipos	de	proteassoma.	

	 O	 subtipo	 timo-específico	é	 constituído	das	 subunidades	β1i	e	β2i,	 assim	

como	 o	 imunoproteassoma,	 mas	 apresenta	 a	 subunidade	 β5t	 no	 lugar	 de	 β5.	 Esta	

subunidade	 é	 expressa	 exclusivamente	 nas	 células	 do	 córtex	 tímico,	 que	 são	

responsáveis	 pela	 seleção	 positiva	 dos	 linfócitos	 em	 desenvolvimento	 (Murata	 et	 al.	

2007).	

	
Figura	 5:	 Porção	 20S	 dos	 subtipos	 de	 proteassoma.	 (A)	 Estrutura	 do	 proteassoma	

constitutivo,	do	imunoproteassoma	e	do	timoproteassoma,	e	suas	subunidades	catalíticas.	(B)	O	
proteassoma	degrada	polipeptídeos	no	citoplasma,	gerando	peptídeos	de	tamanhos	ideais	para	
a	 ligação	 ao	 MHC-I.	 No	 entanto	 outras	 clivagens	 podem	 ser	 realizadas	 por	 aminopeptidases	
(ERAP1	e	ERAP2)	no	retículo.	Após	a	interação		peptídeo-MHC-I	no	retículo	endoplasmático	este	
complexo	é	então	transportado	para	a	superfície	das	células	(Martinon	&	Aksentijevich,	2014).	
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1.7	O	Imunoproteassoma		

	

	 O	 imunoproteassoma,	 forma	 especializada	 do	 proteassoma,	 foi	 descrito	

em	meados	da	década	de	90	e	foi	assim	denominado	devido	a	dois	fatores	relevantes:	a	

incorporação	das	subunidades	desta	estrutura	é	positivamente	regulada	por	citocinas	e	

os	 genes	 codificadores	 de	 duas	 de	 suas	 três	 subunidades	 estão	 localizados	 dentro	 da	

região	codificadora	do	complexo	de	histocompatibilidade	principal	de	classe	II	(MHC-II)	

(Ferrington	&	Gregerson,	2012).	

	 A	 estrutura	 do	 imunoproteassoma	 é	 basicamente	 a	 mesma	 do	

proteassoma	clássico,	no	entanto	há	uma	substituição	das	subunidades	β1,	β2	e	β5	por	

β1i,	β2i	e	β5i,	respectivamente.	β1i,	também	chamada	de	LMP2	(low	molecular	weight	

proteins),	 diferentemente	 de	 β1	 apresenta	 atividade	 tipo-quimiotripsina.	 Já	 a	

substituições	 de	 β2	 por	 β2i,	 conhecida	 por	 MECL-1	 (multicatalytic	 endopeptidase	

complex	 subunit	 1)	 e	 de	 e	 β5	 por	 β5i	 (LMP7),	 não	 acarretam	 em	 diferenças	 nas	

especificidade	 da	 estrutura,	 mantendo	 as	 mesmas	 funções	 tipo-tripsina	 e	 tipo-

quimiotripsina,	respectivamente	(Loidl	et	al.	1999;	Groll	&	Huber,	2004).	

	 Algumas	 células	 expressam	 as	 subunidades	 do	 imunoproteassoma	

constitutivamente,	como	por	exemplo	as	células	dendríticas,	mas	na	maioria	das	células,	

esta	 expressão	 é	 induzida	 por	 estímulo	 da	 citocina	 IFN-γ	 (Tanaka,	 1994;	 Tanaka	 &	

Kasahara,	1998).	Esta	citocina	gera	uma	resposta	mediada	por	STAT-1	e	IRF-1,	os	quais	

são	 capazes	 de	 se	 ligarem	 aos	 promotores	 dos	 genes	 de	 LMP2	 e	 LMP7,	 estimulando	

assim	a	expressão	destas	moléculas.	Além	de	IFN-γ,	sob	stress	oxidativo	e	estímulo	de	

TNF-α	as	subunidades	também	podem	ser	expressas	(Huber	et	al.	2012;	Hussong	et	al.	

2010).	

	 A	montagem	do	 imunoproteassoma	 se	dá	de	 forma	 rápida,	 podendo	 ter	

uma	 velocidade	 até	 quatro	 vezes	 maior	 do	 que	 a	 incorporação	 das	 subunidades	 do	

proteassoma	padrão.	No	entanto,	a	meia	vida	desta	estrutura	é	menor,	 tendo	ela	um	

maior	 turnover,	 por	 isso	 o	 imunoproteassoma	 é	 rapidamente	 responsivo	 à	 estímulos	

(Heink	et	al.	2005).	
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	 O	 proteassoma	 clássico,	 ao	 degradar	 proteínas,	 gera	 um	 repertório	 de	

peptídeos	que	são	apresentados	pelo	MHC	de	classe	I.	O	imunoproteassoma	é	capaz	de	

gerar	um	repertório	ainda	maior	de	peptídeos	a	serem	apresentados	pelas	moléculas	de	

MHC-I,	uma	vez	que	a	subunidade	LMP2,	por	apresentar	atividade	quimiotripsina,	gera	

peptídeos	que	apresentam	aminoácidos	hidrofóbicos	na	porção	c-terminal	favorecendo	

a	 ligação	às	moléculas	do	MHC-I	e	consequentemente	aumentando	a	apresentação	de	

antígenos	(Ferrington	&	Gregerson,	2012).	

	 Diversos	 trabalhos	 mostraram	 que	 a	 ausência	 de	 uma	 subunidade	 do	

imunoproteassoma	 causam	 efeitos	 no	 sistema	 imune.	 Fehling	 e	 colaboradores	 (1994)	

mostraram	 que	 animais	 knockout	 para	 a	 subunidade	 LMP7	 apresentaram	 uma	

diminuição	da	expressão	de	MHC-I	na	superfície	de	suas	células,	enquanto	que	Van	Kaer	

e	 colaboradores	 (1994)	 e	 Basler	 e	 colaboradores	 (2006)	mostraram,	 respectivamente,	

que	a	ausência	de	LMP2	ou	de	MECL-1	leva	à	uma	diminuição	da	população	de	linfócitos	

T	CD8+.	

	 Apesar	dos	resultados	de	estudos	com	animais	knockout	para	uma	ou	duas		

das	 subunidades	 do	 imunoproteassoma	 serem	 um	 indício	 da	 importância	 desta	

estrutura,	não	retratam	de	 fato	como	se	comportaria	uma	célula	na	ausência	 total	do	

imunoproteassoma.	 Sendo	 assim,	 dois	 outros	 trabalhos	 foram	 realizados	 a	 fim	 de	

elucidar	a	função	desta	estrutura.		

	 No	primeiro	deles	 foi	utilizado	um	animal	duplo	knockout	 para	 LMP2-/-	 e	

MECL-1-/-	em	conjunto	com	a	utilização	de	um	inibidor	para	a	subunidade	LMP7,	o	ONX	

0914,	gerando	assim	um	animal	desprovido	da	atividade	do	 imunoproteassoma.	Estes	

animais	 apresentaram	 uma	 redução	 na	 quantidade	 de	 células	 T	 CD8+	 bem	 como	

alteração	nas	respostas	de	células	T	à	diferentes	epitopos	apresentados	via	MHC-I,	após	

a	infecção	pelo	vírus	causador	da	coriomeningite	linfocítica	(LCMV)	(Basler	et	al.	2011).	

	 Em	 2012,	 Kincaid	 e	 colaboradores	 apresentaram	 pela	 primeira	 vez	 um	

trabalho	utilizando	um	animal	knockout	 	para	as	 três	 subunidades,	no	qual	 realizaram	

infecções	 virais,	 e	 relataram	 que	 o	 imunoproteassoma	 é	 mais	 importante	 para	 a	

apresentação	de	antígenos	do	que	havia	 sido	 relatado	até	então	 (Kincaid	et	al.	2012).	
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Ersching	 e	 calaboradores,	mais	 recentemente,	 usando	 esses	 animais	 TKO,	mostraram	

que	 a	 quantidade	e	 a	 qualidade	das	 respostas	 de	 células	 T	 CD8+	 contra	Trypanosoma	

cruzi	 foram	alteradas.	Além	disso,	 os	 animais	 TKO	 sucumbiram	após	o	desafio	 com	T.	

cruzi,	mesmo	após	a	vacinação	com	o	DNA	do	parasita	(Ersching	et	al.,	2016).	

	 Além	disso,	 já	 foi	 descrito	que	 a	 inibição	do	 imunoproteassoma	pode	prevenir	

doenças	como	 lúpus,	colite,	e	síndrome	de	Hashimoto	em	modelos	murinos	(Basler	et	

al.	 2012;	 Ichikawa	 et	 al.	 2011;	 Nagayama	 et	 al.	 2012).	 Diversos	 outros	 estudos	

relacionaram	 o	 imunoproteassoma	 com	 desordens	 inflamatórias	 em	 humanos	

(Kitamura	 et	 al.	 2011;	 Arima	 et	 al.	 2011;	 Agarwal	 et	 al.	 2010);	 Basler	 et	 al.	 2010;	

Fitzpatrick	et	al.	2006;	Schmidt	et	al.	2010).	

O	 imunoproteassoma	 também	está	envolvido	na	eliminação	de	patógenos,	e	a	

exigência	 desta	 estrutura	 pode	 variar	 de	 acordo	 com	 o	 modelo	 de	 infecção.	 Foi	

demonstrada	 a	 importância	 da	 subunidade	 LMP7	no	 controle	 da	 infecção	por	 Listeria	

monocytogenes.	Esse	controle	se	deu	através	da	super	expressão	de	LMP7	em	tecidos	

não	 linfóides,	 levando	 à	 um	 aumento	 da	 geração	 de	 epitopos	 para	 a	 resposta	 de	

linfócitos	T	CD8+	nestes	tecidos	(Strehl	et	al.	2006).	Animais	desprovidos	da	subunidade	

LMP7	também	foram	mais	susceptíveis	à	infecção	pelo	parasita	Toxoplasma	gondii,	uma	

vez	que	houve	uma	diminuição	do	número	de	linfócitos	T	CD8+	funcionais	devido	à	uma	

redução	na	geração	de	epitopos	necessários	para	seu	desenvolvimento	(Tu	et	al.	2009).	

Apesar	de	 inúmeros	 trabalhos	mostrarem	a	 importância	do	 imunoproteassoma	para	a	

resposta	 à	 patógenos,	 existem	 ainda	muitas	 lacunas	 acerca	 do	 papel	 desta	 estrutura	

para	o	controle	de	infecções	bacterianas.	
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2.	JUSTIFICATIVA	

	
A	 Brucelose,	 causada	 por	 bactérias	 do	 gênero	 Brucella,	 é	 considerada	 a	 zoonose	

bacteriana	 mais	 comum	 em	 todo	 o	 mundo	 (Pappas,	 2010).	 Segundo	 a	 Organização	

Mundial	de	Saúde	(OMS)	ocorrem	500.000	novos	casos	de	Brucelose	por	ano	no	mundo	

(World	Health	Organization,	1998).	As	manifestações	patológicas	desta	zoonose	incluem	

febre	ondulante,	artrite,	endocardite	e	meningite	em	humanos,	enquanto	a	brucelose	

animal	causa,	principalmente,	aborto	em	fêmeas	gestantes.		

Brucella	 spp.	 apresentam	 diversos	 mecanismos	 de	 evasão	 do	 sistema	 imune	 do	

hospedeiro	e	fatores	de	virulência	que	fazem	com	que	a	infecção	se	estabeleça	(Parent	

et	 al.	 2007;	 Arellano-Garcia	 et	 al.	 2014).	 A	 resposta	 imune	 contra	 Brucella	 requer	 a	

participação,	principalmente,	de	linfócitos	T	CD8+	e	produção	de	citocinas	do	perfil	TH1	

como	IFN-γ	e	fator	de	necrose	tumoral	alfa	(TNF-α),	além	da	ativação	de	macrófagos	e	

células	dendríticas	(Golding	et	al.	2001;	Oliveira	et	al.	2012).	Dentre	os	componentes	do	

sistema	 imune,	 a	 ação	 citotóxica	 de	 linfócitos	 T	 CD8+	 foi	 considerada	 por	 Oliveira	 e	

colaboradores,	em	1995	como	um	dos	principais	mecanismos	de	controle	da	 infecção	

pela	Brucella.	

A	ativação	dos	linfócitos	T	CD8+	se	dá	por	meio	da	apresentação	de	antígenos	pelo	

MHC-I	 de	 células	 infectadas	 aos	 seus	 receptores	 TCR.	 Os	 peptídeos	 do	 patógeno	 são	

gerados	 no	 citoplasma	 pelo	 complexo	multi-catalítico,	 proteassoma,	 e	 exportados	 ao	

retículo	para	ligação	ao	MHC-I.	Conforme	descrito	por	 	Groettrup	e	colaboradores,	em	

1995,	 o	 imunoproteassoma,	 um	 dos	 subtipos	 de	 proteassoma,	 otimiza	 qualitativa	 e	

quantitativamente	os	peptídeos	gerados	para	a	apresentação	por	moléculas	de	MHC-I.	

Vários	 trabalhos	 mostraram	 a	 importância	 desta	 estrutura	 por	 meio	 da	 infecção	 de	

animais,	 desprovidos	 de	 uma	 ou	 duas	 subunidades	 do	 imunoproteassoma,	 com	

diferentes	patógenos	(Strehl	et	al.	2006;	Basler	et	al.	2011;	Tu	et	al.	2009).		

Porém,	só	recentemente	foi	desenvolvido	por	Kincaid	e	colabores	(2012),	um	animal	

desprovido	 das	 três	 subunidades	 do	 imunoproteassoma,	 que	 foi	 utilizado	 neste	

trabalho.		
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Diante	do	exposto	acima,	a	investigação	do	papel	do	imunoproteassoma	durante	a	

infecção	 por	 B.	 abortus	 é	 uma	 importante	 estratégia	 para	 entender	 a	 relação	 desta	

estrutura	no	desenvolvimento	da	função	efetora	de	 linfócitos	T	CD8+	e	no	controle	da	

infecção	no	modelo	murino.	
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3.	OBJETIVOS	

	

3.1.	Objetivo	Geral	

Avaliar	a	importância	das	subunidades	do	imunoproteassoma	na	resposta	imune	

adaptativa	contra	a	infecção	pela	bactéria	Brucella	abortus.	

	

3.2.	Objetivos	específicos	

3.2.1.	 Analisar	 o	 curso	 da	 infecção	 in	 vivo	 contabilizando	 o	 número	 de	 unidades	

formadoras	 de	 colônia	 (UFC)	 no	 baço	 de	 camundongos	 knockout	 para	 as	 três	

subunidades	do	imunoproteassoma	(TKO).	

3.2.2.	 Avaliar	 o	 envolvimento	 do	 imunoproteassoma	 na	 produção	 de	 IFN-γ	 por	

linfócitos	T	CD4+	e	T	CD8+	de	animais	infectados.	

3.2.3.	 Avaliar	 a	 atividade	 citotóxica	 de	 esplenócitos	 totais	 e	 linfócitos	 T	 CD4+	e	 T	

CD8+	de	TKO	e	C57BL/6	frente	à	macrófagos	e	células	dendríticas	infectados.	

3.2.4.	Avaliar	a	eficiência	da	geração	de	epitopos	e	da	apresentação	de	antígenos	

por	células	dendríticas	de	TKO	e	C57BL/6.	

3.2.5.	 Avaliar	 a	 produção	 de	 Granzima-B	 por	 esplenócitos	 de	 TKO	 e	 C57BL/6	

infectados	com	B.	abortus.	

3.2.6.	Analisar	a	influência	do	imunoproteassoma	na	expressão	de	MHC-I	e	MHC-II	

por	células	dendríticas	de	C57BL/6	e	TKO	infectadas.	

3.2.7.	 Avaliar	 o	 perfil	 de	 produção	 de	 citocinas	 pró-inflamatórias	 por	 células	

dendríticas,	 deficientes	 para	 o	 imunoproteassoma,	 em	 resposta	 a	 infecção	 por	B.	

abortus.	
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4.	Metodologia	

	

4.1.	Animais	experimentais	

	

Foram	 utilizados	 camundongos	 selvagens	 da	 linhagem	 C57BL/6,	 camundongos	

geneticamente	 deficientes	 para	 o	 imunoproteassoma	 (TKO)	 gentilmente	 cedidos	 pelo	

Dr.	 Keneth	 Rock	 (University	 of	 Massachussetts,	 USA)	 e	 animais	 deficientes	 para	 a	

produção	 de	 IFN-γ	 (IFN-γ-/-),	 com	 6	 a	 8	 semanas	 de	 idade,	 criados	 no	 biotério	 do	

Laboratório	 de	 Imunologia	 de	 Doenças	 Infecciosas	 do	 ICB-	 UFMG.	 	 Os	 experimentos	

foram	aprovados	pelo	Comitê	de	Ética	Animal	(CETEA	#128/2014)	

	

	

4.2.	Cepas	bacterianas	

	

A	cepa	virulenta	2308	da	bactéria	Brucella	abortus	e	a	 linhagem	mutante	de	B.	

abortus	 expressando	proteína	verde	 fluorescente	 (GFP)	 foram	crescidas,	 sob	agitação,	

em	 meio	 BB	 (Brucella	 Broth)	 a	 37°C	 por	 72	 horas.	 Posteriormente,	 as	 culturas	 de	

bactérias	 foram	 lavadas	 com	 PBS	 por	 10	 min	 a	 5.000	 rpm.	 Em	 seguida,	 foram	

ressuspendidas	em	1	mL	PBS:glicerol	na	proporção	de	9:1	e	armazenada	a	-80°C.	

	

	

4.3.	Infecção	com	B.	abortus	e	análise	da	resposta	imunológica	

	

Camundongos	C57BL/6	e	TKO	foram	infectados	por	via	intraperitoneal	(i.p.)	com	

106	unidades	formadoras	de	colônias	(UFC)	da	cepa	2308	de	B.	abortus	em	0,1	mL.	Após	

1,	2	e	4	semanas	de	 infecção	os	animais	 foram	sacrificados	para	a	extração	do	baço	e	

contabilização	das	unidades	formadoras	de	colônia.	Foram	utilizados	5	animais	de	cada	

linhagem	em	cada	tempo	de	infecção.		
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4.4.	Determinação	do	número	de	unidades	formadoras	de	colônia	(UFC)	

	

O	baço	extraído	de	cada	animal	foi	macerado	em	9	mL	de	PBS,	com	o	auxílio	de	

uma	peneira	de	aço	e	diluído	serialmente.	As	diluições	foram	plaqueadas	em	duplicata,	

em	meio	BB	(Brucella	Broth)	ágar.	Após	3	dias	de	incubação	à	37oC,	o	número	de	UFC	foi	

determinado.	As	células	excedentes	foram	utilizadas	em	ensaios	de	cultura	celular	para	

análise	da	produção	de	IFN-γ.	

	

	

4.5.	Cultura	de	esplenócitos	

	

As	 suspensões	 de	 células	 obtidas	 após	 os	 baços	 serem	 macerados	 foram	

submetidas	 à	 centrifugação	por	10	minutos	 a	 600xg.	 Posteriormente,	 o	 sobrenadante	

foi	descartado	e	o	pellet	de	células	foi	ressuspendido	em	1	mL	de	tampão	ACK	(10mM	

KHCO3,	 155mM	 NH4Cl,	 pH	 7.2	 em	 água	 destilada)	 e	 incubadas	 por	 5	 minutos,	 à	

temperatura	ambiente,	ocorrendo	assim	a	 lise	osmótica	das	hemácias.	Acrescentou-se	

solução	 salina	 às	 amostras	 até	 atingir	 o	 volume	 de	 30	 mL,	 quando	 então	 foram	

centrifugadas	novamente.	O	pellet	foi	então	ressuspendido	em	2	mL	de	meio	RPMI	1640	

(Gibco)	 suplementado	 com	 10%	 de	 FSB	 e	 1%	 dos	 antibióticos	 (penicilina	 e	

estreptomicina),	e	a	concentração	de	células	foi	determinada	na	câmara	de	Neubauer.	

As	células	foram	então	cultivadas	em	meio	RPMI	1640	suplementado	com	25mM	

HEPES,	 10%	 de	 soro	 fetal	 bovino	 (Sigma),	 Penicilina	 (100U/mL)	 e	 Streptomicina	 (100	

g/mL)	em	placas	de	96	poços	de	fundo	em	U,	na	concentração	de	106células/poço.	Em	

seguida,	esplenócitos	foram	estimulados	com	a	cepa	S2308	de	B.	abortus	(MOI	100:1).	

Células	não-estimuladas	foram	utilizadas	como	controle	negativo	e	as	estimuladas	com	

Concanavalina	 A	 (5	 μg/mL)	 serviram	 como	 controle	 positivo.	 Após	 72	 horas	 de	

incubação	à	37oC	e	 sob	5%	de	CO2,	os	 sobrenadantes	 foram	coletados	para	posterior	

análise	de	da	produção	de	IFN-γ.	
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4.6.	Análise	por	citometria	de	fluxo	

	

	 Para	 a	 análise	 do	 perfil	 das	 populações	 de	 linfócitos	 nos	 esplenócitos	 de	

camundongos	 C57BL/6,	 TKO	 e	 IFN-γ-/-	 não	 infectados	 ou	 infectados	 por	 1,	 2	 ou	 4	

semanas,	 foram	processadas	e	semeadas	a	1x106	células/poço.	As	células	então	 foram	

marcadas	 para	 os	 determinantes	 de	 superfície	 CD4	 ou	 CD8	 e	 CD3.	 Brevemente,	 as	

células	foram	incubadas	por	20	min	com	anti-mouse	CD16/32	(BD	Biosciences,	Franklin	

Lakes,	 NJ)	 para	 bloquear	 os	 receptores	 Fc	 em	 FACS	 buffer	 (PBS,	 0.25%	 BSA,	 1	 mM	

NaN3).	 Então	 as	 células	 receberam	 os	 marcadores	 de	 superfície	 anti-mouse	 CD8	

conjugado	a	FITC	(1:200,	clone	53-6.7,	BD	Biosciences),	CD4	conjugado	a	PE-Cy7	(1:200,	

clone	 GK1.5,	 BD	 Biosciences)	 	 e	 anti-mouse	 CD3	 conjugado	 a	 biotina	 (1:200,	 clone	

500A2,	 BD	 Biosciences)	 por	 20	 minutos.	 Em	 seguida,	 Streptavidina-Perc-P	 (1:200,	 BD	

Biosciences)	foi	adicionado.	Após	20	min,	as	células	foram	lavadas	e	ressuspendidas	em	

PBS.		

Para	 a	 detecção	 de	 IFN-γ	 intracelular	 ou	 granzima-B,	 esplenócitos	 de	

camundongos	 C57BL/6,	 TKO	 e	 IFN-γ-/-	 infectados	 por	 1,	 2	 ou	 4	 semanas,	 foram	

processados	e	semeados	a	1x106	células/poço.	Foi	adicionada	Brefeldina	A	(1	μg/poço,	

Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO)	durante	4	horas	de	estímulo	e	as	células	foram	mantidas	

em	estufa	a	37°C	5%	CO2.	As	células	então	foram	marcadas	para	os	determinantes	de	

superfície	CD4	ou	CD8	e	CD3,	conforme	protocolo	acima.	Em	seguida,	as	células	foram	

lavadas,	fixadas	e	permeabilizadas	utilizando	o	kit	BD	Cytofix/Cytoperm	(BD	Biosciences)	

de	acordo	com	as	instruções	do	fabricante.	Então	foram	marcadas	com	anti-mouse	IFN-

γ	conjugado	a	APC	(clone	XMG1.2,	BD	Biosciences)	ou	anti-mouse	granzima-B	conjugado	

a	FITC	(1:200,	clone	FJK-16s,	eBioscience)	por	30	min.	Então	elas	 foram	lavadas	com	a	

solução	de	permeabilização	e	ressuspendidas	em	PBS.	

Para	 os	 dois	 tipos	 de	 procedimentos	 descritos	 acima,	 100.000	 eventos	 foram	

capturados	 usando	 citômetro	 de	 fluxo	 Attune	 Acoustic	 Focusing	 Cytometer	 (Life	

Technologies,	Carlsbad,	CA)	e	os	 resultados	 foram	analisados	usando	FlowJo	Software	

(Tree	 Star,	 Ashland,	 OR).	 A	 estratégia	 de	 gate	 utilizada	 foi:	 células	 isoladas	 foram	
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selecionadas	 por	 FSC-H	 e	 FSC-A;	 em	 seguida	 selecionamos	 as	 células	 CD3+CD4+,	

CD3+CD8+	duplo	positivas;	e,	finalmente,	selecionamos	células	CD4+/IFN-γ+,	CD8+/IFN-γ+	

duplo	positivas	ou	CD4+/granzima-B+,	CD8+/granzima-B+	duplo	positivas.	

As	 células	dendríticas	de	TKO	e	de	C57BL/6	 foram	estimuladas	 com	B.	abortus	

(MOI	 100:1)	 ou	 DMEM	 durante	 24	 horas	 e	 então	 a	 marcação	 com	 anticorpos	 foi	

realizada.	No	primeiro	passo,	as	células	 foram	bloqueadas	com	MAbs	anti-CD16/CD32	

(BD	 Biosciences,	 Franklin	 Lakes,	 NJ)	 e	 depois	 coradas	 para	 marcadores	 de	 superfície	

CD11c,	MHC-I	e	MHC-II.	Anti-mouse	CD11c	conjugado	com	FITC	(1:	200,	clone	HL3,	de	

BD	 Biosciences),	 anti-mouse	 MHC-I	 conjugado	 com	 PE	 (1:	 100,	 clone	 MOPC-173,	

Biolegend)	 e	 anti-mouse	 MHC-II	 conjugado	 a	 APC	 (1	 :	 100,	 clone	 AF6-120.1;	 BD	

Biosciences),	foram	incubadas	durante	20	min	a	4ºC	com	solução	de	anticorpo	(PBS	0,15	

M,	albumina	de	soro	bovino	a	0,5%,	NaN3	2	mM).	Para	o	procedimento	descrito	acima,	

100.000	 eventos	 foram	 capturados	 usando	 o	 citômetro	 de	 fluxo	 Attune	 Acoustic	

Focusing	Cytometer	 (Life	Technologies,	Carlsbad,	CA)	e	os	resultados	 foram	analisados	

usando	FlowJo	Software	(Tree	Star,	Ashland,	OR).	As	células	foram	selecionadas	por	FSC-

H	 e	 FSC-A;	 Em	 seguida,	 selecionamos	 as	 células	 CD11c+	 MHC-I+	 ou	 CD11c+	 MHC-II+	

duplo-positivas.	

	

	

4.7.	Diferenciação	de	Macrófagos	e	Células	Dendríticas	derivadas	da	medula	óssea	

	

Para	a	obtenção	de	células	da	medula	óssea,	camundongos	C57BL/6	e	TKO	foram	

sacrificados	 através	 de	 deslocamento	 cervical	 para	 remoção	 dos	 fêmures	 e	 tíbias.	 As	

células	 da	 medula	 foram	 extraídas	 através	 da	 ruptura	 das	 extremidades	 proximal	 e	

distal	dos	ossos	e	 injeção	de	HBSS	 (Hank’sBalanced	Salt	 Solution)	 com	auxílio	de	uma	

seringa,	de	forma	a	remover	toda	a	medula	do	interior	do	osso.	Para	diferenciação	das	

células	 da	 medula	 óssea	 em	 macrófagos,	 o	 material	 obtido	 foi	 centrifugado,	

ressuspendido	em	meio	DMEM	(Dulbecco’s	Modified	Eagle	Medium)	e	transferido	para	

uma	 placa	 de	 petri	 contendo	 DMEM	 suplementado	 com	 10%	 de	 LCCM	 (L929	 cell	
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conditioned	 medium).	 Após	 incubação	 overnight	 a	 37°C,	 5%	 de	 CO2,	 as	 células	 não	

aderentes	 foram	 coletadas,	 contadas	 e	 plaqueadas	 em	 placas	 de	 24	 poços	 na	

concentração	de	5x105	células	por	mL	em	meio	DMEM	acrescido	de	10%	de	LCCM.		

Para	 diferenciação	 das	 células	 da	medula	 óssea	 em	 células	 dendríticas	 (DC),	 o	

material	obtido	foi	lavado	com	PBS	e,	em	seguida,	as	células	foram	incubadas	em	placas	

de	petri	em	um	total	de	1	x	107	células	em	7mL	de	meio	DMEM	contendo	10%	de	soro	

fetal	bovino	inativado	(SFB),	100u/mL	de	penicilina	e	100	g/mL	de	estreptomicina	a	37oC	

e	 5%	 de	 CO2.	 Nos	 dias	 0,	 3,	 5	 e	 7	 foi	 adicionado	 20ng/mL	 de	 GM-CSF	 murina	

recombinante	(fator	estimulador	de	colônias	de	macrófagos	e	granulócitos).No	décimo	

dia	 as	 células	 já	 diferenciadas	 foram	 coletadas,	 contadas	 em	 câmara	 de	 Neubauer	 e	

plaqueadas	em	placas	de	24	poços	na	concentração	de	5x105	células	por	mL	em	meio	

DMEM.	

	

	

4.8.	Detecção	do	complexo	MHC-I-SIINFEKL	na	superfície	de	células	dendríticas	

	

Células	 dendríticas	 (5x105	 células/poço)	derivadas	 dos	 animais	 TKO	 e	 C57BL/6	

foram	plaqueadas	em	placas	de	96	poços	com	50	μg	de	ovalbumina	 (OVA)	 (Sigma,	St.	

Louis,	MO)	e	1,25	μL	de	FUGENE	(Promega,	Madison,	WI)	Gaithersburg,	MD)	em	0,2	mL	

de	DMEM-20	mM	de	HEPES	(pH	7,4)	durante	2	horas	a	37oC	e	utilizado	para	análise	por	

citometria	 de	 fluxo.	 No	 primeiro	 passo,	 as	 células	 foram	 bloqueadas	 com	 MAbs	

CD16/CD32	 anti-mouse	 (Fc-Block)	 e	 depois	 marcadas	 para	 marcadores	 de	 superfície	

CD11c	e	MHC-I-SIINFEKL.	Os	anticorpos	anti-mouse	CD11c	conjugado	com	FITC	(1:	200,	

clone	HL3,	de	BD	Biosciences)	e	MHC-I-SIINFEKL	conjugado	com	APC	(1:	100,	clone	25-

D1.16)	 foram	 incubados	durante	20	min	a	4oC	com	solução	de	anticorpo	(PBS	0,15	M,	

0,5%	de	albumina	de	soro	bovino,	NaN3	2	mM).	As	células	foram	lavadas	com	150	μL	de	

tampão	de	diluição	de	anticorpo	 (eBioscience)	e	 ressuspendidas	em	200	μL	de	PBS.	A	

aquisição	 de	 dados	 foi	 realizada	 pelo	 citômetro	 de	 fluxo	 Attune	 Acoustic	 Focusing	

Cytometer	 (Life	 Technologies,	 Carlsbad,	 CA)	 e	 os	 resultados	 foram	 analisados	 usando	
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FlowJo	Software	(Tree	Star,	Ashland,	OR).	As	células	individuais	foram	selecionadas	por	

FSC-H	 e	 FSC-A;	 e	 em	 seguida,	 selecionadas	 células	 CD11c+	 MHC-I-SIINFEKL+	 duplo-

positivas.	

	

	

4.9.	Isolamento	de	linfócitos	T	CD4+	e	T	CD8+	através	de	Cell	Sorting	

	

A	células	obtidas	a	partir	do	baço	de	animais	 infectados	por	2	semanas	com	B.	

abortus	 foram	 preparadas	 conforme	 descrito	 acima.	 Os	 esplenócitos	 receberam	 os	

marcadores	 de	 superfície	 anti-mouse	 CD8	 conjugado	 a	 FITC	 (1:200,	 clone	 53-6.7,	 BD	

Biosciences),	CD4	conjugado	a	PE-Cy7	(1:200,	clone	GK1.5,	BD	Biosciences)	e	anti-mouse	

CD3	conjugado	a	biotina	 (1:200,	clone	500A2,	BD	Biosciences)	por	20	min,	 seguido	da	

adição	de	Streptavidina-Perc-P	 (1:200,	BD	Biosciences).	Após	20	min,	 as	 células	 foram	

lavadas	 e	 ressuspendidas	 em	HBSS	 +	 1%	 FBS.	 Em	 seguida	 as	 células	 foram	 sorteadas	

através	do	aparelho	FACS	Aria	II	(BD	Biosciences),	a	fim	de	se	obter	linfócitos	T	CD8+	e	T	

CD4+	 isolados.	 Uma	 pequena	 quantidade	 de	 células	 foram	 re-analisadas	 para	

certificação	da	efetiva	separação	das	subpopulações.	

	

	

4.10.	Ensaio	de	Citotoxicidade	

	

Para	 determinar	 a	 atividade	 citotóxica	 de	 esplenócitos	 de	 camundongos	

infectados	 por	 Brucella,	 utilizou-se	 o	 CytoTox	 96	 Nonradioactive	 Cytotoxicity	 Assay	

(Promega,	 Madison,	 USA),	 que	 se	 baseia	 na	 detecção	 colorimétrica	 dos	 níveis	 de	

liberação	 da	 enzima	 lactato	 desidrogenase	 (LDH).	 Macrófagos	 ou	 células	 dendríticas	

diferenciados	(5×105	células/poço)	foram	infectados	com	B.	abortus	 (MOI	100:1).	Após	

24	 horas	 de	 infecção	 o	 sobrenadante	 foi	 removido.	 Os	 macrófagos	 ou	 as	 células	

dendríticas	 infectados	 foram	 usados	 como	 células	 alvo	 para	 o	 ensaio	 citotóxico.	 Os	

esplenócitos	(1x106	células/poço),	obtidos	a	partir	de	C57BL/6	e	TKO	com	1,	2	e	4	s.p.i.,	
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ou	linfócitos	T	CD4+	e	T	CD8+isolados	foram	utilizados	como	células	efetoras	e	foram	co-

cultivados	 com	 macrófagos	 ou	 células	 dendríticas	 em	 placas	 de	 24	 poços	 em	 meio	

DMEM.		

As	células	efetoras	foram	adicionadas	às	células	alvo	em	duplicata	nas	seguintes	

proporções:	 2:1	 esplenócitos:DC,	 1:1	 linfócitos	 T	 CD4+:DC	 1:2	 	 linfócitos	 T																																											

CD8+:DC.	A	cultura	foi	mantida	a	37°C	em	5%	de	CO2	durante	24	horas	e	em	seguida	os	

sobrenadantes	 foram	 coletados,	 seguido	 da	 adição	 de	 um	 tampão	 de	 lise	 contendo	

Triton	X100	0,1%	aos	poços.	Os	sobrenadantes	das	células	foram	quantificados	quanto	a	

liberação	de	LDH	seguindo	o	protocolo	do	fabricante.	A	porcentagem	de	lise	específica	

foi	 calculada	 de	 acordo	 com	 a	 fórmula:	 [(Liberação	 experimental	 -	 Liberação	

espontânea)	 /	 (Liberação	 experimental	 -	 Liberação	 espontânea	 +	 Lisado)]	 ×	 100%.	

(Brandão	et	al.	2012).	

	

	

4.11.	Dosagem	de	Citocinas	

	

A	dosagem	das	citocina	IFN-γ	na	cultura	de	esplenócitos	e	de	IL-12,	IL-6	e	TNF-α,	

nos	sobrenadantes	das	culturas	de	células	dendríticas	foram	realizadas	pelo	kit	de	ELISA	

Duoset	(R&D	Diagnostic)	de	acordo	com	o	protocolo	do	fabricante.	

	

	

4.12.	Análises	estatísticas	

	

Todas	 os	 experimentos	 foram	 repetidos	 pelo	 menos	 três	 vezes	 e	 as	 Figuras	

mostram	 dados	 representativos	 dos	 experimentos.	 As	 análises	 de	 gráficos	 e	 dados	

foram	 realizadas	 usando	 o	GraphPad	 Prism	 5	 (GraphPad	 Software),	 utilizando	 o	 teste	

estatístico	one-way	ANOVA	e	Bonferroni	post-hoc.		
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5.	RESULTADOS	

	

5.1.	Perfil	de	populações	de	células	imunes	de	animais	C57BL/6	e	TKO	não	infectados	

	

Para	avaliar	o	perfil	das	populações	de	células	dendríticas	e	de	linfócitos	T	CD4+	e	T	

CD8+	no	baço	e	nos	linfonodos	dos	animais	TKO	não	infectados,	foi	realizada	uma	análise	

por	 citometria	 de	 fluxo.	 Para	 este	 experimento	 foram	usados	 animais	 IFN-γ-/-	 e	 C57BL/6	

como	controle.	

Primeiramente,	 as	 células	 dendríticas	 e	 os	 linfócitos	 foram	marcados	 de	 acordo	

com	 o	 tamanho	 e	 a	 granulosidade	 característicos	 dessas	 células.	 A	 partir	 dessa	 seleção	

foram	criados	Dot	plots	para	cada	população	das	células,	T	CD4+,	T	CD8+	e	dendríticas,	e	

então	 foram	 gerados	 histogramas	 revelando	 a	 porcentagem	 de	 cada	 população,	

representados	nas	Figura	6	e	7.	

Análises	das	células	do	baço	 revelaram	que	os	animais	TKO	apresentaram	menor	

porcentagem	de	células	T	CD8+	(5.55%),	quando	comparados	com	o	perfil	dos	animais	IFN-

γ-/-	 (9.42%)	 e	C57BL/6	 (8.37%)	 (Figura	 6C).	 Esta	 diferença	 foi	 ainda	maior	 na	 análise	 das	

células	 dos	 linfonodos	 de	 TKO	 (8.37%)	 e	 C57BL/6	 (17.58%)	 (Figura	 7C).	 Estes	 resultados	

mostram	que	os	animais	desprovidos	de	imunoproteassoma	apresentam	uma	deficiência	

na	geração	de	linfócitos	T	CD8+.	Quando	analisado	o	perfil	das	células	T	CD4+	e	das	células	

dendríticas,	 não	 foi	 observada	 diferença	 entre	 as	 três	 linhagens	 de	 animais	 testadas	

(Figura	6	B,	D,	e	7	B,	D).	
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Figura	6:	Análise	da	população	de	 linfócitos	e	 células	dendríticas	em	esplenócitos	e	de	
camundongos	C57BL/6,	TKO	e	IFN-γ-/-	não	infectados.	(A)	Dot	plot	demonstrando	o	quadrante	das	
células	CD4+,	CD8+	e	dendríticas	nos	baços	dos	animais,	nesta	ordem.	A	análise	de	citometria	de	
fluxo	 de	 esplenócitos	 de	 animais	 C57BL/6,	 TKO	 e	 IFN-γ-/-	 foi	 realizada	 por	meio	 da	marcação	 de	
células	 com	 anticorpos	 afim	 de	 avalia-las	 para	 (B)	 CD3+CD4+	 (C)	 	 CD3+CD8+	 e	 (D)	 CD11c+	CD8+.	
100.000	 eventos	 foram	 adquiridos	 no	 citômetro	 FACScan	 e	 os	 resultados	 foram	 analisados	 no	
programa	FlowJo.	*	(p<0,05)	indica	valor	estatisticamente	significativo	referente	ao	C57BL/6.		
	

B	 C	

A	
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Figura	 7:	 Análise	 da	 população	 de	 linfócitos	 e	 células	 dendríticas	 em	 linfonodos	 de	

camundongos	C57BL/6,	TKO	e	IFN-γ-/-	não	infectados.	(A)	Dot	plot	demonstrando	o	quadrante	das	
células	CD4+,	CD8+	e	dendríticas	nos	linfonodos	dos	animais,	nesta	ordem.	A	análise	de	citometria	
de	fluxo	de	esplenócitos	de	animais	C57BL/6,	TKO	e	IFN-γ-/-	foi	realizada	por	meio	da	marcação	de	
células	 com	 anticorpos	 afim	 de	 avalia-las	 para	 (B)	 CD3+CD4+	 (C)	 	 CD3+CD8+	 e	 (D)	 CD11c+MHCII+.	
100.000	 eventos	 foram	 adquiridos	 no	 citômetro	 FACScan	 e	 os	 resultados	 foram	 analisados	 no	
programa	FlowJo.	*	(p<0,05)	indica	valor	estatisticamente	significativo	referente	ao	C57BL/6.		
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5.2.	Avaliação	da	infecção	por	B.	abortus	em	camundongos	C57BL/6	e	TKO		
	

A	fim	de	se	avaliar	a	 importância	do	imunoproteassoma	na	infecção	causada	pela	

bactéria	B.	 abortus,	 camundongos	deficientes	para	 essa	 estrutura	 foram	 infectados	 com	

1x106	UFC	da	 cepa	 virulenta	2308	e	o	número	de	bactérias	no	baço	 foi	monitorado	por	

meio	da	contagem	de	UFC	,	1,	2	e	4	semanas	após	a	infecção	(Figura	8).	

Os	 camundongos	 TKO	 foram	 mais	 susceptíveis	 à	 B.	 abortus	 na	 primeira	 e	 na	

segunda	 semana	 após	 a	 infecção,	 sendo	 a	 diferença	 no	 número	 de	 UFC	 entre	 TKO	 e	

C57BL/6	ainda	maior	na	segunda	semana.	Neste	período,	o	número	de	UFC	no	baço	dos	

animais	 TKO	 foi	 0,95	 log	 superior	 ao	número	de	UFC	nos	 animais	 selvagens.	A	partir	 da	

quarta	semana	de	 infecção	a	contagem	do	número	de	bactérias	no	baço	 foi	 semelhante	

aos	 animais	 C57BL/6,	 indicando	 que	 o	 imunoproteassoma	 é	 mais	 importante	 para	 o	

controle	 da	B.	 abortus	 nas	 fases	 iniciais	 da	 infecção.	Os	 animais	 IFN-γ-/-	morreram	 após	

duas	 semanas	 de	 infecção,	 ao	 passo	 que	 os	 animais	 TKO	 sobreviveram	 durante	 todo	 o	

período	de	experimentação.	

	

	
Figura	8:	Cinética	de	infecção	em	camundongos	C57BL/6,	TKO	e	IFN-γ-/-.	Os	camundongos	

foram	infectados	com	1x106	UFC	da	cepa	S2308	de	B.	abortus	e	o	número	de	bactérias	no	baço	foi	
analisado	por	meio	da	contagem	de	UFC	1,	2	e	4	semanas	após	a	infecção.	*	(p<0,05),	**	(p<0,01)	e	
***	(p<0,001)	indicam	valor	estatisticamente	significativo	referente	ao	C57BL/6.	+++	Indica	morte	
dos	animais.	
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5.3.	Produção	de	IFN-γ	por	esplenócitos	de	C57BL/6	e	TKO	infectados	por	B.	abortus	

	

Visto	que	IFN-γ	é	crucial	para	o	controle	da	infecção	por	Brucella	spp.	(Murphy	et	

al.,	2001),	a	produção	desta	citocina	também	foi	avaliada	nas	células	do	baço	de	animais	

WT,	 TKO	 e	 IFN-γ-/-	 após	 a	 infecção	 com	 a	 bactéria.	 O	 baço	 das	 três	 linhagens	 foram	

retirados	 1,	 2	 e	 4	 semanas	 após	 a	 infecção	 e	 as	 células	 foram	 preparadas	 e	 semeadas	

conforme	descrito	na	 seção	4.5.	Os	esplenócitos	 foram	re-estimulados	com	B.	abortus	 e	

também	com	concanavalina-A	como	controle	positivo	da	produção	de	IFN-γ.	

Após	 72	 horas	 de	 cultura,	 os	 sobrenadantes	 das	 células	 foram	 coletados	 para	

avaliação	 da	 produção	 de	 IFN-γ	 (Figura	 9).	 Houve	 uma	 menor	 produção	 desta	 citocina	

pelos	 esplenócitos	 de	 camundongos	 TKO	 em	 relação	 aos	 camundongos	 C57BL/6	 na	

primeira	e	na	segunda	semana	após	a	infecção	quando	as	células	foram	estimuladas	com	

B.	abortus	 S2308,	 corroborando	os	dados	que	 indicaram	a	maior	 susceptibilidade	destes	

animais	nesta	 fase.	Assim	como	na	contagem	de	UFC,	a	diferença	de	produção	de	 IFN-γ	

entre	TKO	e	C57BL/6	foi	maior	na	segunda	semana	quando	comparada	à	primeira	semana	

pós-infecção.	Vale	ressaltar	que,	conforme	esperado,	os	esplenócitos	dos	animais	 IFN-γ-/-	

não	produziram	IFN-γ	em	nenhum	tempo	de	infecção.	
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Figura	9:	Produção	de	IFN-γ	pelas	células	dos	baços	de	camundongos	C57BL/6,	TKO	e	IFN-
γ-/-infectados	com	B.	abortus.	(A)	Uma	semana	após	a	infecção	(s.p.i.)	,	(B)	2	s.p.i.	e	(C)	4	s.p.i.	os	
esplenócitos	 foram	 re-estimulados	 com	 B.	 abortus	 (MOI	 100:1)	 e	 concanavalina-A	 (con-A)	 (5	
μg/mL).	Os	 sobrenadantes	 foram	coletados	após	72	horas	e	a	produção	de	 IFN-γ	 foi	medida	por	
ELISA.	*	(p<0,05),	**	(p<0,01)	e	***	(p<0,001)	indicam	valor	estatisticamente	significativo	referente	
ao	C57BL/6.	
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5.4.	 Perfil	 de	 populações	 de	 linfócitos	 T	 CD4+	 e	 T	 CD8+	 de	 animais	 infectados	 por	 B.	

abortus	

	

Uma	nova	análise	de	citometria	de	fluxo	foi	realizada	a	fim	de	se	avaliar	o	perfil	das	

populações	de	linfócitos	T	CD4+	e	linfócitos	T	CD8+	no	baço	de	animais	após	a	infecção	por	

B.	abortus.	Os	animais	 IFN-γ-/-	e	C57BL/6	 foram	usados	como	controle	do	experimento	e	

foram	avaliados	os	tempos	de	1,	2	e	4	semanas	de	infecção.	

Quando	 analisado,	 o	 perfil	 das	 células	 T	 CD4+	 não	 foi	 observada	 diferença	 na	

porcentagem	 deste	 tipo	 celular	 nos	 animais	 deficientes	 para	 o	 imunoproteassoma	 com	

relação	aos	animais	C57BL/6	em	nenhum	dos	tempos	de	infecção	analisados	(Figura	10	B).	

No	 entanto,	 os	 animais	 TKO	 apresentaram	menor	 porcentagem	 de	 linfócitos	 T	 CD8+	 na	

primeira	 (4.97%)	 e	 na	 segunda	 (7.63%)	 semanas	 pós-infecção	 por	 B.	 abortus	 quando	

comparados	 com	 os	 animais	 C57BL/6	 (7.25%	 na	 primeira	 e	 9.82%	 na	 segunda	 semana)	

(Figura	 10	 C).	 Houve	 uma	 diminuição	 também	 Esta	 diferença	 também	 havia	 sido	

observada	em	animais	TKO	não	infectados	(Figuras	6	e	7).		
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Figura	 10:	 Análise	 da	 população	 de	 linfócitos	 T	 CD4+	 e	 T	 CD8+	 em	 esplenócitos	 de	

camundongos	 C57BL/6,	 TKO	 e	 IFN-γ-/-	 infectados	 com	B.	 abortus.	 (A)	Dot	plot	 demonstrando	o	
quadrante	das	células	CD3+CD4+,	1	s.p.i.,	2	s.p.i.	e	4	s.p.i.,	nesta	ordem.	(B)	A	análise	de	citometria	
de	fluxo	de	células	dos	baços	de	animais	C57BL/6,	TKO	e	IFN-γ-/-	após	1,	2	e	4	semanas	de	infecção	
com	B.	abortus	foi	realizada	por	meio	da	marcação	com	anticorpos	anti-mouse	CD3	e	CD4.	(C)	Dot	
plot	demonstrando	o	quadrante	das	células	CD3+CD8+,	1	s.p.i.,	2	s.p.i.	e	4	s.p.i.,	nesta	ordem.		(D)	A	
análise	de	citometria	de	fluxo	de	células	dos	baços	de	animais	C57BL/6,	TKO	e	IFN-γ-/-	após	1,	2	e	4	
semanas	de	infecção	com	B.	abortus	foi	por	meio	da	marcação	com	anticorpos	anti-mouse	CD3	e	
CD8.	100.000	eventos	foram	adquiridos	no	citômetro	FACScan	e	os	resultados	foram	analisados	no	
programa	FlowJo.	*	(p<0,05)	 indica	valor	estatisticamente	significativo	referente	ao	C57BL/6.	+++	
Indica	morte	dos	animais.	
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5.5.	Determinação	das	subpopulações	de	linfócitos	produtores	de	IFN-γ	após	a	infecção	

por	B.	abortus	

	

Com	 o	 objetivo	 de	 verificar	 o	 tipo	 celular	 envolvido	 na	 produção	 de	 IFN-γ	 nas	

células	dos	baços	dos	animais	TKO,	foram	feitas	análises	de	citometria	de	fluxo	para	avaliar	

a	 produção	 desta	 citocina	 pelas	 células	 T	 CD4+	 e	 T	 CD8+.	 Os	 animais	 IFN-γ-/-	e	 C57BL/6	

foram	usados	como	controles	do	experimento.	

Primeiramente,	 foram	 demarcadas	 as	 populações	 das	 células	 T	 CD4+	 e	 T	 CD8+.	

Dentro	de	cada	população	celular	foi	obtido	um	histograma	revelando	a	porcentagem	de	

células	dentro	daquela	população	produtora	de	IFN-γ.	Os	dados	obtidos	a	partir	da	análise	

demonstram	 que	 a	 produção	 de	 IFN-γ	 após	 a	 infecção	 por	 B.	 abortus	 é	 inferior	 nos	

linfócitos	 T	 CD4+	 dos	 animais	 TKO	 	 quando	 comparada	 à	 produção	 dessa	 citocina	 nos	

animais	selvagens	em	todos	os	tempos	analisados	(Figura	11B).	Além	disso,	a	produção	de	

IFN-γ	pelos	 linfócitos	 T	CD8+	 também	 foi	 inferior	nos	 camundongos	 TKO	 comparada	aos	

camundongos	 C57BL/6,	 na	 1ª	 e	 na	 2ª	 s.p.i.	 (Figura	 11C).	 Estes	 dados	 podem	 explicar	 a	

maior	susceptibilidade	apresentada	pelos	animais	quando	 infectados	com	B.	abortus	por	

uma	 e	 duas	 semanas	 (Figura	 7).	 É	 importante	 ressaltar	 que	 os	 animais	 IFN-γ-/-	 não	

produziram	 IFN-γ	após	 1	 e	 2	 semanas	 de	 infecção	 e	 na	 quarta	 semana	 após	 a	 infecção	

foram	ao	óbito,	por	isso	não	estão	representados	nos	gráficos.	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

A	



	

	 54	

	

	
	

	
Figura	 11:	 Análise	 da	 população	 de	 linfócitos	 T	 CD4+	 e	 T	 CD8+	 produtores	 de	 IFN-γ	 em	

esplenócitos	 de	 camundongos	 C57BL/6,	 TKO	 e	 IFN-γ-/-	 infectados	 com	B.	 abortus.	 (A)	Dot	 plot	
demonstrando	o	quadrante	das	células	CD3+CD4+	IFN-γ+,	1	s.p.i.,	2	s.p.i.	e	4	s.p.i.,	nesta	ordem.	(B)	
A	análise	de	citometria	de	fluxo	de	células	dos	baços	de	animais	C57BL/6,	TKO	e	IFN-γ-/-	após	1,	2	e	
4	semanas	de	infecção	com	B.	abortus	foi	realizada	após	4	horas	de	incubação	com	brefeldina	A	e	
Concanavalina	A,	seguido	da	marcação	com	anticorpos	anti-mouse	CD3,	CD4	e	IFN-γ.	(C)	Dot	plot	
demonstrando	o	quadrante	das	células	CD3+CD8+	IFN-γ+,	1	s.p.i.,	2	s.p.i.	e	4	s.p.i.,	nesta	ordem.		(D)	
A	análise	de	citometria	de	fluxo	de	células	dos	baços	de	animais	C57BL/6,	TKO	e	IFN-γ-/-	após	1,	2	e	
4	semanas	de	infecção	com	B.	abortus	foi	realizada	após	4	horas	de	incubação	com	brefeldina	A	e	
Concanavalina	 A,	 seguido	 da	 marcação	 com	 anticorpos	 anti-mouse	 CD3,	 CD8	 e	 IFN-γ+.	 100.000	
eventos	 foram	 adquiridos	 no	 citômetro	 FACScan	 e	 os	 resultados	 foram	 analisados	 no	 programa	
FlowJo.	*	(p<0,05)	e	**	(p<0,01)	indicam	valor	estatisticamente	significativo	referente	ao	C57BL/6.	
+++	Indica	morte	dos	animais.	
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5.6.		Avaliação	da	expressão	de	MHC-I	e	MHC-II		
	

As	moléculas	de	MHC-I	 no	 retículo	endoplasmático	 ligam-se	 a	peptídeos	 gerados	

pelo	 proteassoma	ou	 pelo	 imunoproteassoma	para	 formar	 o	 complexo	 peptídeo-MHC-I.	

Esse	complexo	é	então	exportado	para	a	membrana	celular	e	apresenta	os	antígenos	aos	

linfócitos	T	CD8+	através	de	receptores	TCR	(Janeway,	1992).	Para	determinar	o	papel	do	

imunoproteassoma	 na	 apresentação	 do	 antígeno,	 medimos	 a	 expressão	 de	 MHC-I	 na	

superfície	de	células	dendríticas	por	citometria	de	fluxo	e	observou-se	uma	porcentagem	

diminuída	de	das	células	de	TKO	que	expressam	moléculas	de	MHC-I	(Figura	12).	A	Figura	

12	 mostra	 que	 as	 células	 dendríticas	 de	 TKO	 reduziram	 drasticamente	 a	 expressão	 de	

MHC-I	na	sua	superfície	quando	comparadas	com	as	células	de	C57BL/6.	Diferentemente,	

moléculas	MHC-II	 apresentam	 peptídeo	 para	 as	 células	 T	 CD4+,	 independentemente	 da	

atividade	 proteassomal	 (Janeway	 et	 al.,	 1988).	 Para	 confirmar	 que	 a	 ausência	 do	

imunoproteassoma	não	interfere	na	expressão	do	MHC-II,	também	medimos	o	percentual	

de	células	dendríticas	expressando	moléculas	de	MHC-II	na	superfície	e	não	foi	observada	

diferença	 estatisticamente	 significativa	 entre	 as	 células	 TKO	 quando	 comparadas	 ao	

C57BL/6	(Figura	12C).	
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Figura	12:	Expressão	de	MHC-I	 	e	MHC-II	por	 células	dendríticas	de	TKO	e	C57BL/6.	 (A)	
Dot	plot	demonstrando	o	quadrante	das	células	CD11c+/MHC-I+,	CD11c+/MHC-II+,	nesta	ordem.	As	
células	dendríticas	derivadas	da	medula	óssea	de	C57BL/6	e	TKO	foram	infectadas	com	B.	abortus	
S2308	 (MOI	100:	1)	e	 foram	avaliadas	para	 (B)	CD11c	+	MHC-I+	e	 (C)	CD11c	+	MHC-II+.	1000.000	
eventos	 foram	 adquiridos	 no	 citômetro	 FACScan	 e	 os	 resultados	 foram	 analisados	 no	 programa	
FlowJo.		*	(p<0,0005)	indicam	valor	estatisticamente	significativo	referente	ao	C57BL/6.		
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5.7.	Produção	de	citocinas	pró-inflamatórias	por	células	dendríticas	de	C57BL/6	e	TKO	

	

O	 reconhecimento	 da	Brucella	 por	 células	 dendríticas	 resulta	 na	 ativação	 dessas	

células	 e	 concomitante	 produção	 de	 citocinas	 pró-inflamatórias	 a	 fim	 de	 gerar	 uma	

resposta	 imune	 protetora.	 Com	 o	 intuito	 de	 avaliar	 o	 papel	 do	 imunoproteassoma	 na	

produção	das	citocinas	pró-inflamatórias	IL-12,	IL-6	e	TNF-α,	células	dendríticas	derivadas	

da	medula	óssea	de	C57BL/6	e	TKO	foram	estimuladas	com	B.	abortus	e	após	24	horas	de	

estimulação	 o	 sobrenadante	 foi	 coletado	 para	 determinação	 da	 concentração	 dessas	

citocinas	por	ELISA.		

Os	 resultados	 indicam	 que	 o	 imunoproteassoma	 parece	 não	 exercer	 papel	

importante	 na	 produção	 de	 IL-12,	 IL-6	 e	 TNF-α,	 uma	 vez	 que	 não	 houve	 diferença	 nos	

níveis	 de	 produção	 destas	 citocinas	 por	 células	 dendríticas	 de	 TKO	 quando	 estimuladas	

com	a	cepa	virulenta	S2308,	quando	comparado	às	células	do	animal	selvagem	(Figura	13).	
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Figura	13:	Produção	de	 citocinas	pró-inflamatórias	por	 células	dendríticas	derivadas	de	

medula	 óssea	 de	 camundongos	 TKO	 e	 C57BL/6.	 As	 células	 dendríticas	 foram	 cultivadas	 e	
estimulados	com	a	cepa	S2308	de	B.	abortus	e	com	a	bactéria	morta	pelo	calor,	HKBa,	(MOI	100:1)	
por	 24	 horas.	 As	 concentrações	 de	 (A)	 IL-12,	 (B)	 IL-6	 e	 (C)	 TNF-α	 foram	determinadas	 por	 ELISA	
conforme	 instruções	 do	 fabricante.	 *	 (p<0,05),	 **	 (p<0,01)	 e	 ***	 (p<0,001)	 indicam	 valor	
estatisticamente	significativo	referente	ao	C57BL/6.	
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5.8.	 Citotoxicidade	 de	 esplenócitos	 primados	 contra	 macrófagos	 infectados	 como	
células-alvo	
	

Após	 a	 observação	 de	 que	 os	 animais	 deficientes	 para	 o	 imunoproteassoma	

apresentam	menor	número	de	linfócitos	T	CD8+	e	que	estas	células	produzem	menos	IFN-

γ,	 o	 próximo	passo	 foi	 a	 investigação	 da	 capacidade	 destas	 células	 em	 lisar	 células	 alvo	

apresentando	antígenos	de	interesse.	Para	esta	análise,	esplenócitos	de	animais	TKO	ou	de	

C57BL/6	na	1ª,	2ª	e	4ª	s.p.i.	foram	incubados	com	macrófagos	derivados	da	medula	óssea	

de	animais	C57BL/6	infectados	com	B.	abortus.	Após	24	horas	de	co-cultura,	foi	avaliada	a	

liberação	da	enzima	lactato	desidrogenase	(LDH),	uma	enzima	citosólica	estável	que,	após	

algum	 tipo	 de	 dano	 que	 comprometa	 a	 integridade	 da	 membrana,	 é	 liberada	 para	 o	

exterior	 da	 célula	 (Bernt	 &	 Hess,	 1965).	 Portanto,	 foi	 estimada	 a	 lise	 celular	 dos	

macrófagos	pelos	linfócitos	citotóxicos	através	da	dosagem	da	quantidade	de	LDH	liberada	

no	sobrenadante	da	cultura	celular.	

Os	resultados	revelam	que	os	esplenócitos	de	TKO	da	1ª	e	da	2ª	s.p.i.	são	capazes	

de	 provocar	 uma	 menor	 lise	 dos	 macrófagos	 infectados	 com	 B.	 abortus	 do	 que	 os	

esplenócitos	 de	 C57BL/6,	 indicando	 uma	 importância	 do	 imunoproteassoma	 neste	

processo	(Figura	14).		
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Figura	14:	Lise	de	macrófagos	 infectados	com	B.	abortus	por	esplenócitos	de	C57BL/6	e	

TKO.	Macrófagos	derivados	da	medula	óssea	de	C57BL/6	foram	diferenciados	(5×105	células/poço),	
infectados	com	B.	abortus	(MOI	100:1)	e	utilizados	como	células	alvo.	Após	24	horas	de	infecção,	
esplenócitos	(1×106	células/poço)	obtidos	de	camundongos	C57BL/6	e	TKO,	(A)	1	s.p.i.	,	(B)	2	s.p.i.	
ou	 (C)	 4	 s.p.i.	 foram	 utilizados	 como	 células	 efetoras	 para	 o	 ensaio	 de	 citotoxicidade	 e	 co-
cultivados	com	os	macrófagos	em	placas	de	24	poços	em	meio	DMEM.	As	células	efetoras	foram	
adicionadas	 na	 proporção	 2:1	 Esplenócitos:Macrófagos	 e	 24	 horas	 após	 a	 co-cultura	 o	
sobrenadante	 foi	 coletado	 para	 quantificar	 a	 liberação	 da	 enzima	 LDH.	 Como	 controle,	 foi	
adicionado	meio	de	cultura	DMEM	(Meio).	*	(p<0,05)	e	**	(p<0,01)	indicam	valor	estatisticamente	
significativo	referente	ao	C57BL/6.		
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5.9.	Citotoxicidade	de	esplenócitos	primados	contra	células	dendríticas	infectadas		

	

	 O	 imunoproteassoma	 é	 uma	 estrutura	 responsável	 pelo	 aumento	 do	

repertório	de	peptídeos	a	serem	apresentados	pelo	MHC	de	classe	I	aos	linfócitos	T	CD8+	

(Ferrington	 &	 Gregerson,	 2012).	 Sendo	 assim,	 o	 próximo	 passo	 do	 trabalho	 foi	 a	

verificação	da	 eficiência	 de	 apresentação	de	 antígenos	pelas	 células	 dendríticas	 de	 TKO.	

Conforme	 descrito	 previamente	 por	 Tanaka	 e	 colaboradores,	 em	 1994,	 as	 células	

dendríticas	 expressam	 constitutivamente	 as	 subunidades	 do	 imunoproteassoma,	 sendo	

assim,	 as	 células	 dos	 animais	 C57BL/6	 expressam	esta	 estrutura	 sem	necessitar	 de	 uma	

estimulação	prévia	por	IFN-γ,	enquanto	as	células	dendríticas	de	TKO	não	são	capazes	de	

expressar	o	imunoproteassoma,	expressando	apenas	o	proteassoma	clássico	(Tanaka	et	al.	

1994).	Para	a	realização	deste	experimento	mais	uma	vez	foi	verificada	a	liberação	de	LDH	

após	a	co-cultura	de	esplenócitos	de	animais	obtidos	após	a	infecção	com	B.	abortus	com	

células	dendríticas	infectadas	ou	não	com	a	bactéria.	Neste	experimento	foram	utilizados	

animais	 infectados	 por	 duas	 semanas,	 uma	 vez	 que	 nos	 experimentos	 mencionados	

anteriormente	este	tempo	de	infecção	foi	o	tempo	que	apresentou	maior	diferença	entre	

os	grupos.	

Conforme	mostrado	na	 Figura	15,	 a	 lise	das	 células	 apresentadoras	de	 antígenos	

(APCs)	é	específica	para	células	dendríticas	apresentando	antígenos	de	Brucella,	uma	vez	

que	 células	 não	 infectadas	 não	 foram	 lisadas.	 As	 análises	 dos	 dados	mostraram	 que	 as	

células	 dendríticas	 de	 C57BL/6	 infectadas	 com	 B.	 abortus	 foram	 lisadas	 com	 maior	

eficiência	pelos	esplenócitos	de	C57BL/6	em	relação	à	lise	realizada	pelos	esplenócitos	de	

TKO,	 corroborando	 assim	 os	 resultados	 da	 lise	 em	 macrófagos.	 Já	 quando	 as	 APCs	

utilizadas	 foram	 células	 dendríticas	 de	 TKO	 a	 lise	 diminuiu	 durante	 a	 co-cultura	 com	

esplenócitos	de	ambas	 linhagens,	sugerindo	uma	deficiência	no	aparato	de	apresentação	

de	 antígenos	 das	 células	 de	 TKO.	 É	 importante	 ressaltar	 que	 os	 linfócitos	 dos	 animais	

deficientes	 no	 imunoproteassoma	 apresentaram	 uma	 lise	 menos	 eficiente	 das	 células	

dendríticas	tanto	de	C57BL/6	quanto	de	TKO	(Figura	15).	



	

	 62	

	
Figura	 15:	 Lise	 de	 células	 dendríticas	 infectadas	 com	 B.	 abortus	 por	 esplenócitos	 de	

C57BL/6	 e	 TKO.	 Células	 dendríticas	 derivadas	 da	 medula	 óssea	 de	 C57BL/6	 e	 de	 TKO	 foram	
diferenciadas	 (5×105	 células/poço),	 infectadas	 ou	 não	 com	 B.	 abortus	 (MOI	 100:1)	 e	 utilizadas	
como	 células	 alvo.	 Após	 24	 horas	 de	 infecção,	 esplenócitos	 (1×106	 células/poço)	 obtidos	 de	
camundongos	 C57BL/6	 e	 TKO	 2	 s.p.i.	 foram	 utilizados	 como	 células	 efetoras	 para	 o	 ensaio	 de	
citotoxicidade	e	co-cultivados	com	as	células	dendríticas	em	placas	de	24	poços	em	meio	DMEM.	
As	 células	 efetoras	 foram	 adicionadas	 na	 proporção	 2:1	 Esplenócitos:DCs	 e	 24	 horas	 após	 a	 co-
cultura	o	sobrenadante	foi	coletado	para	quantificar	a	liberação	da	enzima	LDH.	*	(p<0,05)		e	***	
(p<0,001)	indicam	valor	estatisticamente	significativo	referente	ao	C57BL/6.		
	

	

5.10.	 Transfecção	 de	 células	 dendríticas	 com	OVA	 e	 quantificação	 da	 apresentação	 do	

epitopo	SIINFEKL	

	

Para	 confirmar	 a	 importância	 do	 imunoproteassoma	 na	 apresentação	 de	 antígenos,	

células	 dendríticas	 foram	 transfectadas	 com	 a	 proteína	 OVA	 e	 em	 seguida	 foi	 realizada	

uma	 análise	 por	 citometria	 de	 fluxo	 utilizando	 um	 anticorpo	 monoclonal	 capaz	 de	

reconhecer	o	peptídeo	derivado	de	OVA,	 SIINFEKL	 (OVA	 257-264),	 complexado	ao	MHC	de	

classe	I	(Jameson	et	al.,	1992;	Porgador	et	al.,	1997).	Os	resultados	apresentados	na	Figura	

16	 revelaram	 uma	 capacidade	 diminuída	 das	 células	 dendríticas	 de	 TKO	 em	 gerar	 o	

peptídeo	 de	 OVA	 a	 ser	 apresentado	 por	 moléculas	 de	 MHC-I	 na	 superfície	 celular	 em	

comparação	com	células	de	animais	selvagens.		
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Figura	16:	Expressão	de	do	peptídeo	SIINFEKL	conjugado	à	MHC-I	na	superfície	de	células	

dendríticas	de	TKO	e	C57BL/6.	 (A)	Dot	plot	demonstrando	o	quadrante	das	células	CD11c+	MHC-
SIINFEKL+.	 (B)	 As	 células	 dendríticas	 de	 animais	 C57BL/6	 e	 TKO	 foram	 incubadas	 com	 OVA	
complexada	com	fugene	durante	2	horas,	em	seguida	foram	coradas	com	anticorpo	anti-SIINFEKL-
H-2b	 conjugado	à	APC	e	analisadas	por	 citometria	de	 fluxo.	 Foram	obtidos	e	analisados	100.000	
eventos.	Os	eventos	foram	adquiridos	no	citômetro	FACScan	e	os	resultados	foram	analisados	no	
programa	FlowJo.	***	(p<0,001)	indica	valor	estatisticamente	significativo	referente	ao	C57BL/6.		

	

	

5.11.	Purificação	de	linfócitos	T	CD4+	e	T	CD8+	e	análise	da	citotoxicidade	

	

Visto	 que	 os	 esplenócitos	 de	 TKO	 são	 menos	 eficientes	 em	 lisar	 as	 células	

apresentadoras	 de	 antígenos	 (Figuras	 14	 e	 15),	 o	 próximo	 passo	 foi	 a	 avaliação	 da	

participação	 das	 subpopulações	 de	 linfócitos,	 T	 CD4+	 e	 T	 CD8+,	 nesta	 lise.	 Para	 tal,	 as	

células	 dos	 baços	 de	 animais	 infectados	 com	 B.	 abortus	 por	 duas	 semanas,	 foram	

purificadas	e	os	 linfócitos	 T	CD8+	ou	os	 linfócitos	 T	CD4+	 isolados	 foram	utilizados	neste	

experimento.	A	Figura	17	mostra	o	perfil	celular	antes	e	após	o	isolamento	das	células	por	

meio	da	técnica	de	citometria	de	fluxo,	Cell	Sorting.		

	

B	
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Figura	 17:	 Dot	 plot	 demonstrando	 o	 perfil	 das	 células	 antes	 e	 depois	 do	 cell	 sorting.	 Os	
esplenócitos	de	animais	C57BL/6	e	TKO	obtidos	após	2	semanas	de	infecção	com	B.	abortus	foram	
marcados	com	(A)	PE-Cy7	anti-mouse	CD4	e	biotina-anti	mouse	CD3	e	(B)	FITC-anti	mouse	CD8	e	
biotina-anti	mouse	CD3.	Em	seguida	foram	submetidos	à	separação	por	meio	do	Sorting,	através	
do	aparelho	FACS	Aria	II.	Os	resultados	foram	analisados	no	programa	FlowJo.		

A	 A	

B	
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Após	 isolar	os	 linfócitos,	 foi	avaliada	a	 importância	dos	mesmos	na	 lise	de	células	

dendríticas	 infectadas	ou	não	por	B.	abortus	em	um	novo	ensaio	de	citotoxicidade.	Para	

tal,	quantidades	iguais	de	linfócitos	T	CD4+	ou	T	CD8+	de	C57BL/6	ou	TKO	foram	utilizadas.	

A	Figura	18	A	mostra	que	os	linfócitos	T	CD4+	de	ambas	as	linhagens	foram	capazes	

de	 lisar	 as	 células	 dendríticas	 de	 C57BL/6	 e	 de	 TKO	 e	 que	 não	 houve	 diferença	

estatisticamente	significativa	na	lise	provocada	por	T	CD4+	de	C57BL/6	ou	TKO.	Quando	as	

células	 dendríticas	 de	 C57BL/6	 foram	 incubadas	 com	 linfócitos	 T	 CD8+	 de	 C57BL/6	 foi	

observada	uma	lise	maior	do	que	a	lise	realizada	por	linfócitos	T	CD8+	de	TKO	quando	estas	

células	 foram	 incubadas	 com	 células	 dendríticas	 de	 C57BL/6	 (Figura	 18	 B).	 Visto	 que	 a	

quantidade	utilizada	de	 linfócitos	 das	 duas	 linhagens	 foi	 a	mesma,	 este	 resultado	 indica	

que	os	linfócitos	T	CD8+	de	TKO	apresentam	uma	falha	na	sua	função	citotóxica.		

Quando	 as	 células	 dendríticas	 de	 TKO	 foram	 incubadas	 com	 linfócitos	 T	 CD8+	 de	

C57BL/6	 foi	observada	uma	 lise	menor	destas	 células	quando	 infectadas	 com	B.	abortus	

(Figura	18	B).	Esses	dados	corroboram	portanto	os	 indícios	que	as	células	dendríticas	de	

TKO	apresentam	uma	deficiência	na	apresentação	de	antígenos,	independente	das	células	

efetoras	adicionadas.	
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Figura	18:	Lise	de	células	dendríticas	infectadas	com	B.	abortus	por	linfócitos	T	CD4+	e	T	

CD8+	de	C57BL/6	e	TKO.	Células	dendríticas	derivadas	da	medula	óssea	de	C57BL/6	e	de	TKO	foram	
diferenciadas	 (5×105	 células/poço),	 infectadas	 ou	 não	 com	 B.	 abortus	 (MOI	 100:1)	 e	 utilizados	
como	células	alvo.	Após	24	horas	de	infecção,	linfócitos	(A)	T	CD4+	ou	(B)	T	CD8+	provenientes	do	
baço	de	camundongos	C57BL/6	e	TKO	infectados	foram	isolados	pelo	sorting	e	co-cultivados	com	
as	células	dendríticas	em	placas	de	24	poços	em	meio	DMEM.	Linfócitos	T	CD4+	foram	adicionados	
na	proporção	1:1	CD4+:DCc	e	 linfócitos	T	CD8+	na	proporção	1:2	CD8+:DCs	e	24	horas	após	a	co-
cultura	 o	 sobrenadante	 foi	 coletado	 para	 quantificar	 a	 liberação	 da	 enzima	 LDH.	 *	 (p<0,05),	 **	
(p<0,01)	e	indicam	valor	estatisticamente	significativo	referente	ao	valor	das	células	dendríticas	de	
C57BL/6.	

	

	

	

A	

B	
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Estes	 resultados	 indicam,	 portanto,	 que	 os	 animais	 desprovidos	 de		

imunoproteassoma	 apresentam	 uma	 menor	 capacidade	 de	 lise	 celular	 devido	 à	 uma	

provável	 deficiência	 na	 função	 efetora	 destas	 células.	 Além	 disso,	 os	 animais	 TKO	

apresentam	falhas	na	apresentação	de	antígenos	de	B.	abortus	pelas	células	dendríticas.	

Portanto,	 tanto	a	 célula	efetora	 (T	CD8+)	 como	a	célula	alvo	 (DCs)	estão	comprometidas	

nos	animais	TKO.	

	

	

5.12.	Avaliação	da	produção	de	granzima-B	por	linfócitos	T	CD4+	e	T	CD8+	

	

		 Conforme	mencionado	 acima,	 a	 atividade	 citolítica	 de	 linfócitos	 T	 CD8+	 é	

predominantemente	realizada	pela	ação	de	perforinas	e	granzimas	que	levam	à	apoptose	

do	 alvo	 celular	 (Kagi	 et	 a.,	 1994;	 Russel	 et	 al.,	 2002).	 Sendo	 assim,	 o	 próximo	 passo	 foi	

verificar	se	a	produção	de	granzima-B	estava	prejudicada	nos	animais	TKO.	Para	 isto	nós	

infectamos	 os	 animais	 com	 B.	 abortus	 e,	 duas	 semanas	 depois,	 retiramos	 o	 baço	 e	

analisamos	 a	 produção	 de	 granzima-B	 intracelular	 pelos	 linfócitos.	 Foram	 utilizados	

animais	 C57BL/6	 como	 controle.	 Observamos	 que	 os	 linfócitos	 T	 CD8+	 de	 animais	 TKO	

produzem	menos	granzima-B	do	que	as	células	dos	animais	selvagens	(Figura	19	B).	 	Por	

outro	 lado,	 não	 foi	 observada	 diferença	 estatisticamente	 significativa	 entre	 ambas	 as	

linhagens	 de	 camundongos	 quando	 a	 porcentagem	 de	 produção	 de	 granzima-B	 por	

linfócitos	 T	 CD4+	 foi	 analisada	 (Figura	 19	 C).	 A	 menor	 produção	 de	 granzima-B	 por	

linfócitos	T	CD8+	de	TKO	quanto	da	lise	de	células	infectadas	com	Brucella	pode	confirmar	

a	deficiência	em	sua	função	citotóxica	vista	no	resultado	anterior.	
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Figura	 19:	 Análise	 da	 produção	 de	 granzima-B	 por	 linfócitos	 T	 CD4+	 e	 T	 CD8+	 de	

esplenócitos	 de	 camundongos	 C57BL/6	 e	 TKO	 infectados	 com	 B.	 abortus.	 (A)	 Dot	 plot	
demonstrando	o	quadrante	das	células	CD3+/CD4+/granzima-B+	e	CD3+/CD8+/granzima-B+.	A	análise	
de	citometria	de	fluxo	de	células	dos	baços	de	animais	C57BL/6	e	TKO	após	2	semanas	de	infecção	
com	 B.	 abortus	 foi	 realizada	 após	 4	 horas	 de	 incubação	 com	 brefeldina	 A	 e	 Concanavalina	 A,	
seguido	da	marcação	 com	anticorpos	anti-mouse	CD3,	CD4,	CD8	e	Granzima-B.	 100.000	eventos	
foram	adquiridos	no	citômetro	FACScan	e	os	resultados	foram	analisados	no	programa	FlowJo.	***	
(p<0,001)	indicam	valor	estatisticamente	significativo	referente	ao	C57BL/6.		
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6.	Discussão	
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6.	DISCUSSÃO	

	

A	função	primária	dos	linfócitos	T	CD8+	é	destruir	células	hospedeiras	infectadas	

por	 meio	 de	 uma	 atividade	 citolítica	 dependente	 de	 perforinas	 e	 granzimas	 ou	 por	

interação	 Fas-Fas	 (Fas/FasL)	 (Kagi	 et	 a.,	 1994;	 Russel	 et	 al.,	 2002).	 Para	 induzir	 uma	

resposta	específica	de	linfócitos	T	CD8+,	as	células	 infectadas	apresentam	os	antígenos	

através	do	MHC-I	aos	receptores	TCR	expressos	pelos	 linfócitos	(Janeway	et	al.,	1988).	

Os	 peptídeos	 apresentados	 pelo	MHC-I	 são	 gerados	 pelo	 proteassoma,	 um	 complexo	

catalítico	responsável	pela	proteólise	 intracelular.	Além	do	proteassoma	clássico,	 já	foi	

descrito	 outros	 subtipos	 deste	 complexo	 proteolítico,	 o	 imunoproteassoma,	 que	 é	

composto	pelas	subunidades	induzíveis	β1i,	β2i	e	β5i,	os	proteassomas	intermediários,	

constituídos	 por	 uma	 mistura	 das	 subunidades	 padrão	 e	 induzíveis	 e	 o	 subtipo	

timoespecífico,	que	é	encontrado	em	células	do	córtex	tímico	 (Murata	et	al.,	2007).	O	

imunoproteassoma	 otimiza	 o	 repertório	 de	 peptídeos	 a	 ser	 apresentado	 pelas	

moléculas	de	MHC-I	ao	 seu	TCR	cognitivo	expresso	na	 superfície	dos	 linfócitos	T	CD8+	

(Groettrup	et	al.,	2012).	Este	complexo	é	constitutivamente	expresso	em	alguns	tipos	de	

células,	como	células	dendríticas,	mas	na	maioria	das	células	sua	expressão	é	 induzida	

por	 IFN-γ	 (Tanaka	 et	 a.,	 1994;	 Tanaka	 et	 al.,	 1998).	 Vários	 estudos	 mostraram	 a	

importância	desta	estrutura	no	controle	da	infecção	por	diferentes	agentes	patogênicos	

em	animais	desprovidos	de	uma	ou	duas	subunidades	do	imunoproteassoma	(Strehl	et	

al.,	2006;	Barton	et	al.,	2002;	Hutchinson	et	al.,	2011;	Khan	et	al.,	2001).	Além	disso,	o	

papel	desta	 isoforma	do	proteassoma	em	modelos	murino	de	 lúpus,	colite	e	síndrome	

de	Hashimoto	também	foi	relatado	(Basler	et	al.,	2010;	Ichikawa	et	al.,	2012;	Nagayama	

et	 al.,	 2012).	 Mais	 recentemente,	 foi	 desenvolvido	 por	 Kincaid	 e	 colaboradores	 um	

animal	knockout	para	as	 três	 subunidades	do	 imunoproteassoma,	que	 foi	utilizado	no	

presente	estudo	(Kincaid	et	al.,	2011)	

No	presente	 trabalho,	 foi	 investigado	o	papel	do	 imunoproteassoma	durante	a	

infecção	pela	bactéria	B.	abortus	em	um	modelo	murino.	Brucella	spp.	são	coccobacilus	

Gram-negativos,	 intracelulares	 facultativos	 e	 são	 responsáveis	 por	 causar	 a	 brucelose	
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que	é	considerada	a	zoonose	bacteriana	mais	comum	no	mundo.	A	resposta	imune	do	

hospedeiro	 contra	 Brucella	 ocorre	 através	 da	 ativação	 das	 respostas	 imunes	 inata	 e	

adaptativa.	A	resposta	inata	é	a	primeira	linha	de	defesa	do	hospedeiro,	onde	diferentes	

tipos	de	 células,	 como	macrófagos,	 células	dendríticas	e	natural	 killers,	 reconhecem	a	

bactéria	gerando	essa	resposta	(Archambaud	et	al.,	2010;	Diacovich	et	al.,	2010).	Entre	

os	 receptores	 capazes	 de	 reconhecer	 Brucella	 spp.,	 os	 receptores	 do	 tipo	 Toll	 (TLR)	

foram	 extremamente	 estudados	 devido	 à	 sua	 grande	 importância	 durante	 o	

reconhecimento	de	B.	abortus.	A	resposta	imune	adaptativa,	por	sua	vez,	é	dependente	

principalmente	de	uma	resposta	celular	que	requer	a	atividade	citotóxica	de	linfócitos	T	

CD8+	 e	 a	 produção	 de	 citocinas	 do	 perfil	 TH1,	 como	 IFN-γ	 (Oliveira	 &	 Splitter,	 1995;	

Golding	et	al.,	2001).	Embora	existam	 inúmeros	dados	que	descrevem	os	mecanismos	

da	 resposta	 imune	 contra	 Brucella,	 a	 importância	 do	 imunoproteassoma	 permanece	

desconhecida.	Sabendo	da	 importância	da	resposta	 imune	mediada	por	células	T	CD8+	

contra	 Brucella	 (Oliveira	 &	 Splitter,	 1995),	 a	 investigação	 do	 papel	 do	

imunoproteassoma	durante	a	infecção	bacteriana	seria	uma	estratégia	importante	para	

entender	melhor	 a	 relação	dessa	 estrutura	 no	desenvolvimento	da	 função	 efetora	 de	

células	T	envolvidas	no	controle	da	doença.		

Sendo	assim,	 animais	desprovidos	das	 três	 subunidades	do	 imunoproteassoma		

(TKO)	 foram	 infectados	 com	 B.	 abortus	 cepa	 2308	 afim	 de	 se	 investigar	 o	 papel	 do	

imunoproteassoma	no	desenvolvimento	da	 resposta	 imune	e	no	controle	da	 infecção.	

Os	animais	apresentaram	uma	maior	carga	bacteriana	e	uma	redução	nos	níveis	de	IFN-

γ	 produzido	 por	 esplenócitos,	 1	 e	 2	 semanas	 após	 a	 infecção,	 sugerindo	 que	 o	

imunoproteassoma	é	importante	no	controle	desse	patógeno.	Na	quarta	semana	após	a	

infecção	 não	 houve	 diferença	 entre	 os	 animais	 TKO	 e	 o	 animais	 controles,	 C57BL/6,	

ressaltando	que	a	participação	do	imunoproteassoma	é	mais	evidente	durante	as	fases	

iniciais	da	infecção	(Figuras	8	e	9).		

Dados	da	literatura	mostraram	que	as	células	T	CD4+	e	T	CD8+	são	consideradas	

as	principais	fontes	de	IFN-γ	durante	a	infecção	por	Brucella	(Araya	et	al.,	1989;	Pavlov	

et	al.,	1982),	uma	vez	que	foi	observada	uma	redução	da	produção	dessa	citocina	pelas	
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células	 do	 baço	 dos	 animais	 TKO,	 decidimos	 então	 investigar	 qual	 a	 subpopulação	 de	

células	 T	 estaria	 comprometida	 ao	 produzir	 esta	 citocina.	 Nossos	 resultados	

demonstraram	uma	grande	redução	nos	níveis	de	IFN-γ	produzidos	pelos	dois	subtipos	

de	 linfócitos,	T	CD4+	e	T	CD8+,	nos	camundongos	TKO	durante	a	 infecção	por	Brucella.	

Alguns	trabalhos	já	mostraram	que	além	da	via	clássica	de	geração	de	antígenos	a	serem	

apresentados	pela	molécula	de	MHC-II,	em	que	as	proteínas	exógenas	são	processadas	

pelo	 sistema	 lisossomal,	 já	 foi	 descrita	 a	 geração	 não	 clássica	 de	 peptídeos	 a	 serem	

apresentados	 às	 células	 T	 CD4+,	 através	 de	mecanismos	 de	 processamento	 endógeno	

(Nuchtern	 et	 al.,	 1990;	 Jaraquemada	 et	 al.,	 1990;	 Jacobson	 et	 al.,	 1989).	 Leung	 e	

colaboradores	 discutiram	 sobre	 o	 papel	 desta	 via	 não-clássica,	 que	 pode	 envolver	 o	

proteassoma,	na	 geração	de	epitopos	 importantes	 a	 serem	apresentados	pelo	MHC-II	

aos	 receptores	 do	 TCR	 na	 superfície	 dos	 linfócitos	 T	 CD4+	 levando	 a	 uma	 resposta	

eficiente	 desta	 célula	 (Leung	 et	 al.,	 2015).	 Diante	 disso,	 a	 ausência	 do	

imunoproteassoma	 pode	 impactar	 negativamente	 no	 repertório	 de	 peptídeos	

apresentados	aos	linfócitos	T	CD4+,	levando	a	uma	diminuição	da	produção	de	IFN-γ	por	

essas	células.		

No	que	diz	respeito	aos	dados	que	mostram	a	redução	da	produção	de	IFN-γ	por	

células	 T	 CD8+,	 estudos	 anteriores	 demonstraram	 que	 os	 camundongos	 que	 não	

possuíam	a	subunidade	LMP7	do	 imunoproteassoma	apresentaram	comprometimento	

na	produção	de	IFN-γ	por	células	T	CD8+	após	a	infecção	por	Toxoplasma	gondii	(Tu	et	

al.,	2009).	Neste	trabalho,	eles	hipotetizam	que	a	subunidade	LMP7	é	crucial	para	gerar	

uma	 resposta	 eficaz	 das	 células	 T	 CD8+	 e	 sugerem	que	 esses	 animais	 apresentam	um	

repertório	 de	 células	 T	 CD8+	 reduzido,	 devido	 a	 problemas	 na	 seleção	 positiva	 de	

linfócitos	no	timo	(Tu	et	al.,	2009).		

Para	 gerar	 respostas	 eficientes	 de	 células	 T	 CD4+	 e	 T	 CD8+,	 é	 necessário	 o	

reconhecimento	 de	 antígenos	 através	 do	 MHC	 de	 classe	 II	 e	 I,	 respectivamente.	 A	

expressão	 de	MHC	 na	 superfície	 das	 células	 apresentadoras	 de	 antígeno	 depende	 da	

ligação	de	peptídeos	à	sua	fenda,	levando	à	formação	do	complexo	MHC-peptídeo	(van	

Helden	 et	 al.,	 2011).	 Fehling	 e	 colaboradores	 mostraram	 que	 camundongos	 LMP7-/-	
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apresentaram	 uma	 diminuição	 da	 expressão	 de	 MHC-I	 na	 superfície	 de	 suas	 células	

comprometendo	a	apresentação	antigênica	(Fehling	et	al.,	1994).	A	deficiência	dupla	de	

MECL-1	e	LMP7	também	reduziu	a	expressão	de	MHC	de	classe	 I	em	células	knockout	

após	 infecção	viral	 (van	Heden	et	al.,	2011).	Mais	recentemente,	Kincaid	et	al.,	2012	e	

Ersching,	 al.,	 2016	 também	 demonstraram	 a	 deficiência	 de	 expressão	 de	 MHC-I	 em	

animais	 TKO	 após	 a	 infecção	 de	 células	 dendríticas	 com	 LCMV	 e	 T.	 cruzi,	

respectivamente	(Kincaid	et	al.,	2011;	Ersching	et	al.,	2016).	Além	disso,	Kincaid	et	al.,	

2011	mostraram	que	não	apenas	as	células	dendríticas	de	TKO	infectadas	reduziram	a	

expressão	do	MHC-I,	mas	também	as	células	não	infectadas	apresentaram	uma	redução	

de	 50%	 da	 expressão	 dessa	 molécula	 (Kincaid	 et	 al.,	 2011).	 De	 acordo	 com	 esses	

resultados	 reportados	 anteriormente,	 nossos	 dados	 reforçaram	 essa	 capacidade	

diminuída	 de	 TKO	 em	 expressar	 MHC-I	 na	 superfície	 das	 APCs.	 Os	 resultados	

apresentados	 aqui	 sugerem	 que	 os	 animais	 TKO	 têm	 capacidade	 reduzida	 para	

expressar	 moléculas	 de	 MHC-I	 na	 superfície	 celular	 após	 a	 infecção,	 e	 portanto	

sugerimos	 que	 a	 formação	 do	 complexo	 MHC-I-Brucella	 está	 comprometida	 nesses	

animais	(Figura	12).	Em	2012,	Barrionuevo	e	colaboradores	já	haviam	demonstrado	que	

Brucella	 abortus	 manipula	 a	 expressão	 de	 moléculas	 de	MHC	 de	 classe	 I	 e	 a	 efetiva	

ativação	de	 linfócitos	TCD8+,	 induzindo	a	 retenção	 intracelular	de	moléculas	de	MHC-I	

em	macrófagos	humanos,	 levando	assim	à	uma	menor	expressão	destas	moléculas	na	

superfície	celular	(Barrionuevo	et	al.	2013).	Este	fenômeno	era	dependente	de	bactérias	

metabolicamente	viáveis	e	a	modulação	de	MHC-I	correlacionada	com	o	a	redução	no	

desenvolvimento	de	respostas	de	células	T	CD8+	citotóxicas	(Milillo	et	al.,	2017).		

Alguns	 autores	 mostraram	 que	 Brucella	 ativa	 células	 dendríticas,	 induzindo	 a	

produção	da	citocina	pró-inflamatória	IL-12,	conforme	descrito	anteriormente	(Bessoles	

et	 al.,	 2009;	 Ugalde	 et	 al.,	 2003).	 Nossos	 dados	 mostraram	 que	 B.	 abortus	 induz	 à	

produção	 de	 níveis	 similares	 de	 IL-12,	 IL-6	 e	 TNF-α	 por	 células	 dendríticas	 de	 TKO	 e	

C57BL/6	 (Figura	 13).	 A	 literatura,	 no	 entanto,	 é	 controversa	 quanto	 ao	 papel	 do	

imunoproteassoma	 na	 via	 de	 sinalização	 de	 NF-kB	 e	 na	 produção	 de	 citocinas	 pró-

inflamatórias.	Anteriormente	foi	demonstrado	que	a	deficiência	do	imunoproteassoma	



	

	 75	

levou	a	uma	menor	produção	de	citocinas	IL-6,	TNF-α	e	IFN-γ	por	esplenócitos	após	uma	

infecção	viral	(Basler	et	al.,	2011).	Em	contraste,	Bitzer	e	colaboradores	não	observaram	

alterações	na	produção	de	TNF-α,	IL-6	e	IL-10	e	na	via	canônica	de	NF-kB	em	macrófagos	

peritoneais	 ou	 fibroblastos	 embrionários	 de	 camundongos	 knockout	 para	 duas	

subunidades	do	imunoproteassoma	após	estímulo	com	LPS	(Bitzer	et	al.,	2017).	Ao	usar	

os	 camundongos	 TKO,	 Ersching	 e	 colaboradores	 também	 não	 observaram	 diferenças	

nos	 níveis	 de	 IL-12	 após	 a	 infecção	 de	 células	 dendríticas	 derivadas	 da	medula	 óssea	

com	 T.	 cruzi	 (Ersching,	 al.,	 2016).	 Os	 dados	 da	 literatura	 aqui	 apontados,	 juntamente	

com	 os	 dados	 obtidos	 em	 nossos	 experimentos,	 sugerem	 que	 a	 relevância	 do	

imunoproteassoma	na	produção	de	 citocinas	pró-inflamatórias	 varia	de	acordo	 com	o	

tipo	de	célula		e	os	estímulos	utilizados.	

Uma	 vez	 que	 as	 células	 dendríticas	 expressam	 constitutivamente	 as	 subunidades	

β1i,	β2i	e	β5i,	decidimos	 investigar	sua	capacidade	de	apresentar	antígenos	durante	a	

infecção	 por	 Brucella.	 Nós	 estimulamos	 essas	 células	 com	 B.	 abortus	 e	 as	 avaliamos	

como	 alvos	 para	 esplenócitos	 de	 camundongos	 selvagens	 e	 TKO,	 previamente	

infectados.	Em	relação	aos	ensaios	citotóxicos,	nossos	resultados	mostraram	que	a	lise	

específica	era	mais	evidente	em	células	dendríticas	de	C57BL/6	 infectadas	do	que	em	

células	de	TKO.	Além	disso,	a	ausência	de	 imunoproteassoma	levou	a	uma	redução	da	

função	efetora	de	 linfócitos	T	CD8+.	Para	confirmar	a	deficiência	no	processamento	de	

antígenos	 por	 células	 dendríticas	 de	 TKO,	 quantificamos	 a	 apresentação	 do	 epitopo	

OVA257-264	 (SIINFEKL)	por	células	dendríticas.	A	degradação	da	proteína	OVA	produz	

comumente	este	epitopo,	que	se	 liga	ao	MHC-I	 formando	o	complexo	H-2Kb-SIINFEKL	

que	 é	 expresso	 na	 superfície	 das	 células.	 Uma	 baixa	 expressão	 do	 complexo	 MHC-I-

SIINFEKL	 na	 superfície	 celular	 pode	 refletir	 um	 desempenho	 anormal	 da	 atividade	

proteolítica	do	 imunoproteassoma.	Nossos	resultados	mostraram	que	a	geração	desse	

epitopo	em	animais	TKO	foi	38%	menor	em	comparação	com	células	do	tipo	selvagem,	

confirmando	 assim	 uma	 falha	 na	 geração	 de	 peptídeos	 e	 consequentemente	 na	

apresentação	do	antígeno	pelas	células	de	TKO	(Figura	16).	

Diante	 deste	 resultado,	 investigamos	 a	 importância	 de	 cada	 sub-população	 de	
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linfócitos	 T	 em	 lisar	 células	 dendríticas	 infectadas	 com	 B.	 abortus.	 A	 análise	 das	

subpopulações	de	células	T	indicou	que	os	linfócitos	T	CD8+	de	TKO	não	foram	capazes	

de	 lisar	 de	 forma	 eficiente	 as	 DCs	 infectadas	 com	 Brucella,	 mostrando	 assim	 uma	

redução	em	sua	função	citotóxica.	De	acordo	com	Oliveira	et	al.,	a	resposta	das	células	T	

CD8+	é	um	mecanismo	importante	para	controlar	a	infecção	por	Brucella,	uma	vez	que	

os	 animais	 deficiente	 em	 MHC-I	 foram	 mais	 susceptíveis	 a	 infecção	 bacteriana,	

enquanto	 que	 a	 deficiência	 de	 MHC-II	 não	 impediu	 que	 os	 animais	 eliminassem	 a	

bactéria	(Oliveira	&	Splitter,	1995).	Ainda	no	trabalho	mencionado	acima,	foi	mostrado	

que	os	animais	que	não	possuíam	células	T	CD8+	produziram	níveis	mais	altos	de	IL-10,	

uma	citocina	 imunossupressora,	 e	essas	 células	não	 conseguiram	eliminar	macrófagos	

infectados	 com	 Brucella,	 mostrando	 a	 importância	 das	 células	 T	 CD8+	 durante	 esta	

infecção	 bacteriana	 (Oliveira	 &	 Splitter,	 1995).	 Além	 disso,	 Durward-Diioia	 e	

colaboradores	 demonstraram	 que,	 durante	 a	 brucelose	 crônica,	 Brucella	 é	 capaz	 de	

subverter	 a	 resposta	 das	 células	 T	 CD8+	 para	 permitir	 sua	 persistência	 no	 hospedeiro	

como	mecanismo	de	 evasão	 imunológica	 (Durward-Diioia	 et	 al.	 2015).	Deste	modo,	 a	

importância	 das	 células	 T	 CD8+	 na	 imunidade	 protetora	 à	 infecção	 por	 Brucella	 é	

ilustrada	pela	maior	susceptibilidade	dos	animais	TKO.		

De	fato,	a	deficiência	de	células	TCD8+	mostrada	aqui	neste	trabalho	é	coerente	

com	a	maior	susceptibilidade	de	animais	TKO,	uma	vez	que	este	subtipo	de	linfócitos	é	

crucial	para	controlar	a	infecção	por	Brucella.	Essa	deficiência	pode	estar	relacionada	à	

problemas	na	seleção	tímica.	Em	2007,	Murata	e	colaboradores	descreveram	um	tipo	de	

proteassoma	timo-específico,	o	qual	é	constituído	das	subunidades	β1i,	β2i	e	β5t,	sendo	

esta	última	encontrada	apenas	nas	células	corticais	do	timo,	que	são	responsáveis	pela	

seleção	 positiva	 dos	 timócitos.	Os	 autores	 sugerem	um	papel	 fundamental	 de	 β5t	 na	

geração	 de	 repertório	 para	MHC-I	 a	 ser	 apresentado	 para	 linfócitos	 T	 CD8+	durante	 a	

seleção	tímica	(Murata	et	al.	2007).	Os	animais	TKO	não	apresentam	as	subunidades	β1i	

e	 β2i,	 logo	 não	 apresenta	 também	o	 timoproteassoma,	 sendo	 assim	 a	 seleção	 tímica	

pode	estar	prejudicada	nestes	animais.	
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Além	da	função	citotóxica	mediada	por	células	T	CD8+,	Martirosyan	et	al.	(2013)	

descreveram	a	capacidade	dos	 linfócitos	T	CD4+	em	lisar	células	alvo	de	camundongos	

infectados	com	B.	abortus	(Martirosyan	et	al.,	2013).	Estes	linfócitos	T	CD4+	produziram	

altos	níveis	de	granzima-B	e	 IFN-γ,	e	apresentaram	atividade	citolítica	contra	 fagócitos	

infectados.	 Os	 resultados	 aqui	 mostrados	 são	 consistentes	 com	 estes	 dados,	 pois	

também	podemos	observar	a	lise	mediada	por	células	T	CD4+.	No	entanto,	a	ausência	do	

imunoproteassoma	não	alterou	a	atividade	dos	linfócitos	T	CD4+	contra	DCs	infectadas	

com	Brucella,	uma	vez	que	não	houve	diferença	na	quantidade	de	LDH	liberada	(Figura	

18).		

A	 citotoxicidade	 mediada	 por	 células	 T	 pode	 ocorrer	 através	 de	 exocitose	 de	

grânulos,	 que	 usa	 perforinas	 para	 formar	 um	 poro	 transmembranar	 nas	 células	 alvo	

pelas	 quais	 as	 moléculas	 de	 granzima	 são	 internalizadas.	 Granzima-B	 é	 uma	 serino-

protease	que	ativa	alguns	membros	da	família	das	caspases,	levando	a	apoptose	celular	

(Russel	et	al.,	2002;	Darmon	et	al.,	1995).	Quando	os	linfócitos	citotóxicos	reconhecem	o	

antígeno	 apresentado	 via	 TCR,	 o	 grânulo	 de	 granzima	 previamente	 sintetizado	 é	

exocitado	 através	 da	 sinapse	 imunológica	 formada	 pelas	 células	 T-APCs	 e	 também	 a	

biossíntese	de	novo	de	moléculas	de	granzima	 se	 inicia	 (Rotonda	et	 al.,	 2001).	 Foram	

descritos	vários	fatores	de	transcrição,	incluindo	NFAT,	AP-1	e	NF-κB	que	leva	à	ativação	

da	transcrição	do	gene	da	granzima	após	um	estímulo	(Wargnier		et	al.,	1998;	Huang,	et	

al.,	 2006;	 Haddad	 et	 al.,	 1993).	 Diante	 do	 exposto,	 e	 com	 o	 objetivo	 de	 obter	 uma	

melhor	 compreensão	 da	 importância	 do	 imunoproteassoma	 na	 função	 efetora	 dos	

linfócitos	 citotóxicos,	 foi	 avaliada	 a	 produção	 de	 granzima-B	 pelas	 células	 T	 CD4+	 e	 T	

CD8+.	 Com	 relação	 à	 expressão	 de	 granzima-B	 por	 células	 T	 CD4+,	 não	 foi	 observada	

diferença	entre	as	células	de	camundongos	TKO	em	comparação	com	o	tipo	selvagem	

(Figura	19).	A	 redução	da	expressão	de	granzima-B	por	 linfócitos	T	CD8+	de	TKO	pode	

explicar	a	diminuição	da	 lise	mediada	por	esta	subpopulação	de	células	T.	Esta	menor	

expressão	de	granzima-B	poderia	estar	relacionada	à	ativação	de	fatores	dos	transcrição	

mencionados,	mas	ainda	é	necessário	uma	investigação	mais	aprofundada	para	que	isto	

seja	confirmado.	Arias	e	colaboradores	mostraram	que	as	células	T	CD8+	e	a	atividade	



	

	 78	

citolítica	 por	 meio	 de	 granzima-B	 participam	 no	 controle	 da	 infecção	 por	 Brucella	

microti,	uma	vez	que	a	eliminação	de	bactérias	no	baço	foi	retardada	em	camundongos	

granzima-B-/-	(Arias,	et	al.,	2014).		

Em	resumo,	os	resultados	apresentados	aqui	sugerem	que	o	imunoproteassoma	

é	 importante	 para	 o	 controle	 da	 infecção	 pela	 bactéria	Brucella	 abortus.	 A	 Figura	 20	

resume	 os	 resultados	 obtidos	 neste	 trabalho	 em	 um	modelo	 que	 mostra	 a	 resposta	

imune	 alterada	 contra	 B.	 abortus	 na	 ausência	 do	 imunoproteassoma.	 Nosso	 modelo	

esquemático	 sugere	 que,	 nos	 animais	 TKO	 o	 repertório	 de	 peptídeos	 gerado	 pela	 via	

proteassomal	é	diferente	de	C57BL/6,	levando	a	uma	diminuição	da	ativação	de	células	

T	CD8+	e	produção	reduzida	de	granzima-B	e	 IFN-γ.	Portanto,	a	ausência	completa	das	

subunidades	 do	 imunoproteassoma	 interferiu	 negativamente	 com	 os	 mecanismos	 de	

controle	do	hospedeiro	durante	a	infecção	por	B.	abortus.	

	

	
Figura	20:	Modelo	esquemático	da	resposta	de	células	T	CD8+	durante	B.	abortus	em	animais	
TKO.	As	 proteínas	 da	 bactéria	B.	 abortus	 secretadas	 no	 citoplasma	 de	 células	 dendríticas	 são	
degradadas	pelo	imunoproteassoma	gerando	uma	variedade	de	peptídeos.	Estes	peptídeos	são	
então	transportados	para	o	retículo	endoplasmático	e	se	 ligam	à	molécula	MHC-I.	O	complexo	
MHC-I-peptídeo	é	exportado	para	a	membrana	celular	e	reconhecido	pelos	linfócitos	T	CD8+.	Em	
seguida,	 as	 células	 T	 CD8+	 produzem	 granzima-B	 e	 IFN-γ	 em	 resposta	 à	 infecção.	 As	 setas	
vermelhas	 pontilhadas	 indicam	o	 processo	 parcialmente	 prejudicado	nas	 células	 dendríticas	 e	
nos	 linfócitos	 T	 CD8+	 de	 TKO.	 P,	 proteassoma;	 IP,	 immunoproteassoma;	 E.R.,	 retículo	
endoplasmático;	DC,	célula	dendrítica.	
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7.	Conclusão	



	

	 80	

7.	CONCLUSÃO	

	

	

Os	 resultados	 obtidos	 neste	 trabalho	 mostraram	 que	 o	 imunoproteassoma	 é	

importante	para	o	controle	da	Brucella	abortus	em	fases	iniciais	da	infecção.	Além	disso,	

a	ausência	do	imunoproteassoma	levou	a	uma	diminuição	da	população	de	linfócitos	T	

CD8+	e	T	CD4+	produtores	de	IFN-γ	e	a	uma	diminuição	da	porcentagem	de	linfócitos	T	

CD8+.	Foi	observada	uma	menor	exposição	do	complexo	MHC-I-peptídeo	na	superfície	

das	células	dendríticas,	levando	a	uma	diminuição	da	ativação	de	linfócitos	T	CD8+	e	da	

produção	de	granzima-B	e	de	IFN-γ.	Esses	linfócitos,	por	sua	vez,	se	mostraram	menos	

eficientes	quanto	à	sua	função	efetora,	lisando	menos	as	células	alvo	infectadas	por	B.	

abortus.	 Sendo	 assim,	 a	 ausência	 do	 imunoproteassoma	 interferiu	 com	 as	 duas	

principais	 formas	 de	 controle	 da	 infecção	 por	 Brucella:	 produção	 de	 IFN-γ	 e	

citotoxicidade	mediada	por	linfócitos	T	CD8+.	
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9.	ANEXO	

	

Os	 resultados	 desta	 tese	 foram	 compilados	 em	 um	 artigo	 submetido	 à	 revista	

Infection	and	Immunity	e	se	encontra	em	anexo	a	seguir.	

Durante	 a	 realização	 do	 doutorado	 participei	 também	 da	 co-autoria	 de	 outros	

projetos	que	resultaram	na	publicação	de	artigos	que	listados	abaixo:		

§ “TLR7	and	TLR3	sense	Brucella	abortus	RNA	to	induce	proinflammatory	cytokine	

production	but	they	are	dispensable	for	host	control	of	infection”.	Campos,	P.C.;	

Gomes,	 M.T.;	 Guimarães,	 E.S.;	 Guimarães,	 G.;	 Oliveira,	 S.C..	 (Front	 Immunol.	

2017.	doi:	10.3389/fimmu.2017.00028.)	

§ “NLRP12	 negatively	 regulates	 proinflammatory	 cytokine	 production	 and	 host	

defense	 against	 Brucella	 abortus”.	 Silveira,	 T.N.;	 Gomes,	 M.T.;	 Oliveira,	 L.S.;	

Campos,	 P.C.,	Machado,	 G.G.;	 Oliveira,	 S.C..	 (Eur	 J	 Immunol.,	 v.	 47(1):51-59,	

2016).	

§ “Lack	of	IL-1	Receptor-Associated	Kinase-4	Leads	to	Defective	Th1	Cell	Responses	

and	Renders	Mice	Susceptible	to	Mycobacterial	Infection”.	Marinho,	F.V.;	Fahel,	

J.S.;	 Scanga,	 C.A.;	 Gomes,	 M.T.;	 Guimarães,	 G.;	 Carvalho,	 G.R.;	 Morales,	 S.V.;	

Báfica,	A.;	Oliveira,	S.C.	(J	Immunol.,	v.197(5),	p.1852-63,	2016).	

§ “Anti-loxoscelic	 horse	 serum	 produced	 against	 a	 recombinant	 dermonecrotic	

protein	 of	 Brazilian	 Loxosceles	 intermedia	 spider	 neutralize	 lethal	 effects	 of	

Loxosceles	 laeta	 venom	 from	 Peru”.	 	 Duarte,	 C.G.;	 Bonilla,	 C.;	Guimarães,	 G.;	

Machado	 de	 Avila,	 R.A.;	 Mendes,	 T.M.;	 Silva,	 W.;	 Tintaya,	 B.;	 Yarleque,	 A.;	

Chávez-Olórtegui,	C.	(Toxicon,	v.	93,	p.	37-40,	2015).	

§ “Brucella	 abortus	 DNA	 is	 a	major	 bacterial	 agonist	 to	 activate	 the	 host	 innate	

immune	 system”.	 Campos,	 P.C.;	 Gomes,	 M.T.R.;	Guimarães,	 G.;	 Costa-Franco,	

M.M.S.;	Marim,	F.M.;	Oliveira,	S.C..	(Microbes	and	Infection,	v.	16,	p.	979,	2014).	
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Abstract 18	

The immunoproteasome is a specific proteasome isoform constituted of three subunits 19	

termed β1i, β2i and β5i. Its proteolytic activity enhances the quantity and quality of 20	

peptides to be presented by MHC class I molecules to CD8+ T cells. However, the role of 21	

combined deficiency of the three immunoproteasome subunits in protective immunity 22	

against bacterial pathogens have not been investigated. In this study, we addressed the 23	

role of immunoproteasome during Brucella abortus infection, an intracellular bacterium 24	

that requires CD8+ T cell responses for control of infection. Here, we demonstrate that 25	

immunoproteasome triple knockout mice (TKO) were more susceptible to the Brucella 26	

infection. This observed susceptibility was accompanied with reduced IFN-γ production 27	

by mouse CD4+ and CD8+ T lymphocytes. Moreover, the absence of the 28	

immunoproteasome had an impact on dendritic cells MHC-I surface expression and 29	

antigen presentation by these cells. CD8+ T cell function, which plays a pivotal role in B. 30	

abortus immunity, also presented partial impairment of granzyme-B expression and 31	

consequently reduced cytotoxic activity. In conclusion, these results strongly suggest that 32	

immunoproteasome subunits are important components in host resistance to B. abortus 33	

infection by impacting both the magnitude and quality of CD8+ T cell responses. 34	

 35	

  36	
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Introduction 37	

The primary function of CD8+ T lymphocytes is to destroy infected host cells by a 38	

perforin and granzyme-dependent cytolytic activity or by Fas-Fas ligand interaction 39	

(Fas/FasL) (1, 2). To induce a potent T CD8+ response the infected cells present the 40	

antigens through the MHC class I (MHC-I) to the TCR receptors expressed by T 41	

lymphocytes (3). The peptides presented by the MHC-I are generated by the proteasome, 42	

a catalytic protein complex responsible for intracellular proteolysis (4). The 26S 43	

proteasome is found in the cytoplasm of cells and presents a barrel-shaped structure 44	

composed of four rings (two alpha and two beta) with seven subunits each. Three of the 45	

seven beta subunits are responsible for the catalytic activity of the proteasome: β1 has a 46	

caspase-like activity and cleaves the proteins after acidic amino acid residues; the β2 47	

subunit cleaves after basic residues, presenting trypsin-like activity and the β5 has 48	

chymotrypsin-like activity cleaving after hydrophobic residues (5).  49	

There are different subtypes of proteasomes that are classified according to the 50	

composition of their catalytic subunits and its differential expression in tissues (6). The 51	

immunoproteasome is a specific proteasome isoform that is constitutively expressed in 52	

some cell types, such as dendritic cells or has its expression induced by cytokines, 53	

especially interferon-γ (7, 8). Its structure is similar to the classical proteasome; however, 54	

there is a substitution of β1, β2 and β5 subunits for β1i, β2i and β5i, respectively. β1i, 55	

also called LMP2 (low molecular weight protein), unlike β1, has chymotrypsin-like 56	

activity. On the other hand, the substitutions of β2 by β2i, known as MECL-1 57	

(multicatalytic endopeptidase complex subunit 1) and of β5 by β5i (LMP7), do not result 58	

in differences in enzymatic specificity (9, 10). Due to this structural difference, the 59	
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immunoproteasome generates peptides with more affinity to MHC-I molecules. Hence, 60	

the immunoproteasome enhances the repertoire of peptides to be presented by the MHC-I 61	

molecules increasing antigen presentation to CD8+ T cells (11). 62	

Several studies have shown the importance of the immunoproteasome during the response to viral 63	
and protozoan pathogens. Animals lacking the LMP7 subunit displayed a low number of functional CD8+ T 64	
lymphocytes and were more susceptible to infection by the parasite Toxoplasma gondii (12). A double 65	
knockout animal for LMP2 and MECL-1 was used together with an inhibitor for the LMP7 subunit; thus, 66	
generating an animal devoid of immunoproteasome activity. These animals showed alterations in T-cell 67	
responses to different epitopes presented via MHC-I after infection with the virus causing lymphocytic 68	
choriomeningitis (LCMV) (13). More recently, Kincaid and collaborators generated an immunoproteasome 69	
triple knockout mouse (TKO) that allowed the better understanding of the role of this protein complex 70	
during immune responses to pathogens (14). Ersching and coworkers, by using these TKO animals, showed 71	
that the quantity and the quality of CD8+ T cell responses against Trypanosoma cruzi were altered. 72	
Additionally, TKO mice succumbed after T. cruzi challenge, even after DNA vaccination (15). Despite the 73	
studies described above, many gaps still remaining to determine the role of the immunoproteasome during 74	
immune responses generated against bacterial infections. 75	

In this study, we addressed the role of the immunoproteasome during Brucella 76	

abortus infection in a murine model. Brucella spp. are a facultative intracellular Gram-77	

negative coccobacilli responsible for brucellosis, considered the most common bacterial 78	

zoonosis in the world and causes important economic losses due to its effect in domestic 79	

animals, such as abortion (16). In humans it is mainly acquired via consumption of 80	

unpasteurized milk and its contaminated products or by direct contact with infected 81	

animals (17). Among the symptoms are undulant fever, arthralgia and loss of weight (16). 82	

The host immune response against Brucella occurs through the activation of innate and 83	

adaptive immune responses. The innate response is the first line of host defense, where 84	

macrophages and dendritic cells recognize the bacteria and elicit this initial immune 85	
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response (18, 19). Among the receptors capable of recognizing Brucella spp., Toll-like 86	

receptors (TLR) have been extensively studied due to their importance during B. abortus 87	

recognition. TLR2, TLR4, and TLR6 recognize different membrane components of 88	

Brucella (20-22), while TLR3, TLR7, and TLR9 are involved in the recognition of 89	

nucleic acid motifs (23, 24). The intracellular signaling via MyD88 and IRAK-4, which 90	

in turn activate NF-kB and MAPKs induce production of proinflammatory cytokines, 91	

such as IL-12 and TNF-α, which are also important during this response (22-27). 92	

Adaptive immunity, in turn, is mainly dependent upon a cellular response that requires 93	

the cytotoxic activity of CD8+ T lymphocytes and the production of cytokines from the 94	

Th1 profile such as IFN-γ (28, 29). Although there are extensive data describing the 95	

mechanisms of the immune response against Brucella, the importance of the 96	

immunoproteasome remains unknown. 97	

Knowing the importance of CD8+ T cell responses against Brucella (29), 98	

investigating the role of the immunoproteasome during bacterial infection would be an 99	

important strategy to better understand the relationship of this structure in the 100	

development of an effective T cell function involved in disease control. In this study, we 101	

demonstrate that TKO mice exhibited an impaired antigen presentation and CD8+ T cell 102	

function, resulting in an increased susceptibility to B. abortus infection. 103	

 104	

  105	
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Results 106	

Immunoproteasome is important to control brucellosis in vivo 107	

To evaluate the importance of the immunoproteasome during B. abortus infection, 108	

wild-type C57BL/6 and TKO mice were infected with 1x106 CFU of the virulent strain 109	

2308 and the bacterial load was monitored in mouse spleens by CFU counting at 1, 2 and 110	

4 weeks post-infection (w.p.i.). IFN-γ knockout mice were used as a control since this 111	

cytokine is crucial for efficient control of B. abortus (30). As shown in Fig. 1A, TKO 112	

mice were more susceptible to B. abortus at the first and second w.p.i., and the CFU 113	

difference was more prominent at the second week. At this time of infection, the number 114	

of CFU in the spleen of TKO animals was 0.95 log higher compared to wild-type mice. 115	

At the fourth week of infection, the number of bacteria in the spleen was similar to 116	

C57BL/6 animals indicating that the immunoproteasome is more important to control 117	

bacterial numbers during the initial phases of Brucella infection. The IFN-γ-/- animals 118	

succumbed before four weeks of infection, whereas TKO and C57BL/6 animals survived 119	

throughout the entire experiment.  120	

 121	

IFN-γ production by TKO T cells is partially impaired during B. abortus infection 122	

 Given the importance of IFN-γ in the control of murine brucellosis, the production of 123	

this cytokine was also evaluated in spleen cells of WT, TKO and IFN-γ-/- mice after 1, 2 124	

and 4 weeks of infection with B. abortus. Splenocytes were harvested from the infected 125	

animals, re-stimulated with Brucella virulent strain 2308, and IFN-γ measured after 72 126	

hours of culture. The TKO splenocytes produced less IFN-γ compared to C57BL/6 in the 127	

first and second week after infection that parallels with increased susceptibility of these 128	
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animals at early stages of infection (Fig. 1B). As observed for CFU counts, the difference 129	

in IFN-γ production between C57BL/6 and TKO mice was greater at the second w.p.i. 130	

compared to the first week.  131	

To investigate the cell type involved in IFN-γ production, flow cytometry analysis 132	

was performed to evaluate the percentage of CD4+ and CD8+ T cells producing IFN-γ in 133	

the spleen of TKO animals at the first, second and fourth w.p.i. The data showed that the 134	

percentage of IFN-γ producing CD4+ and CD8+ T lymphocytes from B. abortus infected 135	

TKO mice are reduced when compared to C57BL/6 mice (Fig. 2A,B). The lower levels 136	

of IFN-γ produced by TKO lymphocytes correlated with the increased host susceptibility 137	

presented at 1 and 2 w.p.i.. At the fourth week after infection, all IFN-γ-/- animals died, 138	

confirming similar results previously reported by our group (31). 139	

 140	

Immunoproteasome is critical to MHC-I surface expression on dendritic cells 141	

The MHC-I molecules in the endoplasmic reticulum bind to peptides generated by 142	

the proteasome or the immunoproteasome to form the MHC-I-peptide complex. This 143	

complex is then exported to the cell membrane and presents the antigens to CD8+ T 144	

lymphocytes via the TCR. To determine the role of the immunoproteasome in antigen 145	

presentation, we measured MHC-I surface expression by flow cytometry. A diminished 146	

percentage of TKO dendritic cells expressing MHC-I molecules was observed (Fig. 3A). 147	

This result suggests the immunoproteasome involvement with antigen presentation by 148	

MHC-I-peptide complex to T CD8+ lymphocyte TCR. In contrast, MHC-II molecules 149	

present peptides to the CD4+ T cells, independently of the immunoproteasome activity 150	

(32). To confirm that the absence of the immunoproteasome does not interfere in the 151	
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MHC-II expression, we also measured surface MHC-II molecules by flow cytometry, and 152	

no difference was observed between TKO cells when compared to C57BL/6 (Fig. 3B). 153	

As previously demonstrated, recognition of Brucella by DCs results in the 154	

activation of these cells and the concomitant production of proinflammatory cytokines, 155	

generating a protective immune response (33). To evaluate the role of the 156	

immunoproteasome in the production of TNF-α, IL-6 and IL-12, C57BL/6 and TKO DCs 157	

were stimulated with B. abortus and cytokine production was measured. The results 158	

shown in the Fig. 3C, D and E, suggest that lack of the immunoproteasome does not 159	

affect the production of pro-inflammatory cytokines in DCs infected with B. abortus. 160	

 161	

Antigen presentation is partially impaired in the absence of immunoproteasome 162	

Considering the immunoproteasome is responsible for enhancing the repertoire of 163	

peptides presented by MHC-I to the CD8+ T cells (11), we examined the TKO DCs 164	

antigen presentation efficiency. Infected DCs were co-cultured with Brucella-primed 165	

splenocytes, and the release of lactate dehydrogenase (LDH) was measured, indicating 166	

cell lysis. The results in Fig. 4A indicate that DCs from C57BL/6 mice infected with B. 167	

abortus were lysed more efficiently by splenocytes from C57BL/6 compared to lysis 168	

mediated by TKO spleen cells. Conversely, when DCs from TKO mice were used, we 169	

observed reduced cells lysis during co-culture with splenocytes derived from both mouse 170	

strains, suggesting a deficiency in the antigen presentation apparatus of TKO cells (Fig. 171	

4A). As expected, we also observed that specific lysis mediated by splenocytes only 172	

occurred when DCs where previously infected with B. abortus. To confirm the role of the 173	

immunoproteasome in antigen presentation, we transfected OVA in DCs and performed 174	
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flow cytometry analysis using a monoclonal antibody capable of recognizing the MHC-I 175	

complexed with the OVA-derived peptide SIINFEKL (OVA 257-264) (34, 35). The 176	

results shown in Fig. 4B revealed a diminished ability of TKO DCs to generate OVA 177	

peptide presented by MHC-I molecules on the cell surface compared to wild-type cells. A 178	

low occurrence of the MHC-I- SIINFEKL complex on cell surface may reflect an 179	

abnormal performance of immunoproteasome proteolytic activity.  180	

 181	

CD8+ T cytotoxicity is robustly diminished in TKO animals 182	

To identify which T cell subpopulation is involved in lysing infected dendritic 183	

cells, CD8+ and the CD4+ T lymphocytes were isolated by cell sorting from infected 184	

C57BL/6 and TKO splenocytes. First, mice were infected with Brucella and 2 weeks 185	

post-infection the spleen cells were harvested, sorted, and used in the cytotoxicity assay 186	

as described above. Equal amounts of CD4+ T or CD8+ T cells from C57BL/6 or TKO 187	

were used. The data in Fig. 5A confirm that TKO dendritic cells have a deficiency in 188	

antigen presentation, since TKO DCs co-cultured with either TKO or C57BL/6 CD8+ T 189	

cells led to reduced LDH release when compared to wild-type DCs. Dendritic cells from 190	

C57BL/6 mice incubated with CD8+ T cells from C57BL/6 resulted in a significantly 191	

higher percentage of LDH released compared to lysis observed when TKO CD8+ T 192	

lymphocytes were used. This result suggests that TKO CD8+ T lymphocytes present a 193	

defect in their cytotoxic function. It is important to note that cell death occurred only 194	

when Brucella-primed dendritic cells presented bacterial antigens to previously infected 195	

splenocytes, indicating the specificity of the process. On the other hand, there was no 196	
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significant difference in cytolytic activity when TKO CD4+ T cells were compared to 197	

C57BL/6 lymphocytes (Fig. 5C). 198	

As mentioned previously, cytolytic activity of CD8+ T lymphocytes is 199	

predominantly performed by the action of perforin and granzyme which lead to cell target 200	

apoptosis  (1, 2). Therefore, we infected the animals with B. abortus and two weeks later 201	

harvested the spleen, and analyzed the production of intracellular granzyme-B by the 202	

lymphocytes. We observed that CD8+ T lymphocytes from TKO animals produced much 203	

less granzyme-B than the wild-type cells (Fig. 5B). On the other hand, no difference was 204	

observed between both mouse strains when the percentage of granzyme-B production by 205	

CD4+ T lymphocytes was analyzed (Fig. 5D). The lower production of granzyme-B by 206	

TKO CD8+ T lymphocytes against Brucella infected APC may reflect the deficiency in 207	

its cytotoxic function.  208	
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Discussion 209	

Protein degradation is essential to maintain intracellular homeostasis that is 210	

controlled by different important proteolytic mechanisms (36). Among them, we can 211	

highlight the lysosomal degradation pathway, calcium-dependent intracellular proteases 212	

and proteasome-dependent proteolysis (37-39). The proteasomal complex is considered 213	

to be the most important of the pathways mentioned (40). In addition to the classical 214	

proteasomes, other subtypes of this platform are identified: the immunoproteasome; the 215	

intermediate proteasomes, consisting of a mixture of the standard and inducible subunits; 216	

and the thymus specific subtype, which is found in cortical thymic epithelial cells (41). 217	

The immunoproteasome optimizes the peptide repertoire to be presented by MHC-I 218	

molecules to their cognate TCR on CD8+ T lymphocytes (42). This MHC-I-peptide 219	

repertoire is constitutively expressed in some cell types, such as dendritic cells, but in the 220	

majority of cells its expression is induced by IFN-γ (7, 8). Several studies have shown the 221	

importance of this structure in controlling infection by different pathogens in animals 222	

devoid of one or two subunits of the immunoproteasome (43-46). In addition, the role of 223	

this specialized proteasome isoform in murine models of lupus, colitis, and Hashimoto's 224	

syndrome has also been reported (47-49). More recently, Kincaid and collaborators 225	

developed an animal knockout for the three subunits of the immunoproteasome, which 226	

have been used in the present study (14).  227	

Herein, we investigated whether the immunoproteasome is important for host 228	

control of B. abortus infection. The higher bacterial load and the diminished levels of 229	

IFN-γ produced by splenocytes observed in TKO mice after 1 and 2 weeks postinfection 230	

suggests that the immunoproteasome is required for efficient control of this pathogen. 231	
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Since CD4+ and CD8+ T cells are considered the main sources of IFN-γ during Brucella 232	

infection (50, 51), we investigated which T cell subpopulation is partially impaired to 233	

produce this cytokine in TKO mice. Our results demonstrate a dramatic reduction of IFN-234	

γ levels produced by both CD4+ and CD8+ T cells in TKO mice during Brucella 235	

infection.  236	

To generate efficient CD4+ and CD8+ T cell responses, antigen recognition is 237	

necessary through MHC class II and I, respectively. The expression of MHC on the APC 238	

surface is dependent on the binding of peptides to its groove leading to the formation of 239	

the MHC-peptide complex (52). Fehling et al. (1994) showed that LMP7-/- mice 240	

presented a decrease in MHC-I expression on the surface of their cells (53). MECL-1 and 241	

LMP7 double deficiency also reduced MHC class I expression on knockout cells upon 242	

viral infection (54). Additionally, Kincaid et al. (14) and Ersching et al. (15) 243	

demonstrated TKO MHC-I expression deficiency after dendritic cells infection with 244	

LCMV and T. cruzi, respectively. Further, Kincaid et al. (14) showed that not only 245	

infected TKO dendritic cells have reduced expression of MHC-I, but also uninfected cells 246	

had a 50% reduction of this molecule. Consistent with these findings, our data reinforced 247	

this diminished ability of TKO to express MHC-I on dendritic cell surface. We also 248	

observed that Brucella-induced MHC-I expression was reduced compared to uninfected 249	

cells. Previously, others have reported that B. abortus infection of human 250	

monocytes/macrophages inhibited the IFN-γ-induced MHC-I cell surface expression 251	

(55). This phenomenon was dependent on metabolically active viable bacteria and MHC-252	

I down-modulation correlated with the development of diminished CD8+ cytotoxic T cell 253	

responses (56).  Taken together, our results suggest that TKO animals have impaired 254	



	

	109	

ability to express MHC-I-Brucella peptides on cell surface, since the levels of MHC-I 255	

molecules were reduced on DCs after bacterial infection.  256	

Brucella activates DCs by inducing the production of pro-inflammatory 257	

cytokines, such as TNF-α, IL-6 and IL-12 (57, 58). Our findings showed that B. abortus 258	

induces equal amounts of TNF-α, IL-6 and IL-12 in TKO and C57BL/6 DCs. The 259	

literature, however, is controversial concerning the role of the immunoproteasome in the 260	

NF-κB signaling pathway and proinflamatory cytokine production. Basler et al. (13) 261	

showed that immunoproteasome deficiency led to a lower production of IL-6, TNF-α and 262	

IFN-γ by splenocytes after a viral infection. However, no changes were observed in TNF-263	

α, IL-6, and IL-10 production in the canonical pathway of NF-κB activation in peritoneal 264	

macrophages deprived of two immunoproteasome subunits upon stimulation with LPS 265	

(59).  266	

Since dendritic cells constitutively express the subunits β1i, β2i and β5i, we 267	

investigated their ability to present antigens during Brucella infection. We infected these 268	

cells and evaluated them as targets for Brucella-primed splenocytes from wild-type and 269	

TKO mice in cytotoxic assays. Our results revealed specific lysis was more evident in 270	

infected C57BL/6 DCs compared to TKO cells. Also, the lack of a functional 271	

immunoproteasome led to less efficient T cell effector function. To confirm the 272	

deficiency in antigen processing by TKO cells, we measured the presentation of the 273	

OVA257-264 epitope (SIINFEKL) by dendritic cells. Degradation of OVA commonly 274	

produces this epitope, which binds to MHC-I forming the H-2Kb-SIINFEKL complex 275	

expressed on the surface of DCs. However, this epitope generation in TKO animal was 276	

38% lower compared to wild-type cells; thus, confirming the failure in antigen 277	
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presentation in TKO cells. 278	

The data obtained in this study encouraged us to investigate the importance of 279	

each T cell subpopulation to kill infected DCs. Analysis of T cell subpopulations 280	

indicated that TKO CD8+ T lymphocytes did not efficiently kill Brucella-infected DCs 281	

indicating a failure of cytotoxic function. According to Oliveira et al. (29), CD8+ T cells 282	

response is an important mechanism to control Brucella infection since MHC-I deficient 283	

animals were more susceptible to bacterial infection. Additionally, Durward-Diioia et al. 284	

(60) demonstrated that during chronic brucellosis, Brucella subverts CD8+ T cell 285	

responses to allow bacterial persistence as an immune evasion mechanism. Thereby, the 286	

importance of CD8+ T cells in protective immunity to Brucella infection is illustrated by 287	

the higher susceptibility of TKO. In addition to the cytotoxic function mediated by CD8+ 288	

T cells, others (61) described the ability of CD4+ T lymphocytes to kill target cells in B. 289	

abortus infected mice following the production of granzyme-B and IFN-γ. Our data are 290	

consistent with that, since we could also observe lysis caused by CD4+ T cells.  However, 291	

the absence of the immunoproteasome did not alter the cytotoxic activity of CD4+ T 292	

lymphocytes against Brucella-infected DCs. The deficiency in cytotoxic function of the 293	

TKO cells may be related to a defect during thymic selection. In 2007, Murata and 294	

colleagues described a thymus specific proteasome, which consists of β1i, β2i and β5t 295	

subunits, the latter being found only in the cortical cells of the thymus, which are 296	

responsible for the positive selection of thymocytes. The authors suggest a key role of the 297	

β5t subunit in generating an antigen repertoire for MHC-I presentation to CD8+ T cells 298	

during thymic selection (41). 299	
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The cytotoxicity mediated by T cells may occur via granule exocytosis, which 300	

uses perforin to form a transmembrane pore in the target cells by which the granzyme 301	

molecules enter. Granzyme-B is a serine protease that activates some members of the 302	

caspase family leading to cellular apoptosis (1, 62). When cytotoxic lymphocytes 303	

recognize the presented antigen via TCR, the previously synthesized granzyme granule is 304	

released through the APC-T cell immunological synapse (63). It has been described 305	

several transcription factors including nuclear factor of activated T cells (NFAT), 306	

activator protein-1 (AP-1) and nuclear factor-κB (NF-κB) that leads to activation of 307	

granzyme gene transcription (64-66). To better understand the importance of the 308	

immunoproteasome in T cell function, we measured the expression of granzyme-B by 309	

CD4+ and CD8+ T cells. A lower expression of granzyme-B was observed only in TKO 310	

CD8+ but not CD4+ T cells. The reduction in granzyme-B expression may explain the 311	

diminished lysis mediated by this T cell subpopulation. This lower granzyme-B 312	

expression could be related to the activation of the transcription factors mentioned above, 313	

but further investigation is required to confirm this hypothesis. Arias and coworkers (67) 314	

showed that CD8+ T cells and its cytolytic granzyme-B activity participate in the control 315	

of Brucella microti infection since bacterial clearance from the spleen was delayed in 316	

granzyme-B-/- mice.  317	

In summary, the results presented here suggest that the immunoproteasome is 318	

important for the control of B. abortus, mainly during early stages of infection. In 319	

addition, the absence of the immunoproteasome led to a decrease in the production of 320	

IFN-γ by CD4+ and CD8+ T lymphocytes. Furthermore, CD8+ T cells from TKO mice 321	

were also deficient in their effector function, exhibiting a diminished cytotoxicity activity 322	
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toward target cells infected by B. abortus. Fig. 6 summarizes our results in a model 323	

showing the altered immune response against B. abortus in the absence of the 324	

immunoproteasome. Our schematic model suggests that in TKO animals the peptide 325	

repertoire generated though the proteasomal pathway is different from C57BL/6, leading 326	

to a diminished activation of CD8+ T cells and reduced production of granzyme-B and 327	

IFN-γ. Therefore, the complete absence of the immunoproteasome subunits interfered 328	

negatively with the two major mechanisms of host control of B. abortus infection: IFN-γ 329	

production and CD8+ T cell cytotoxicity.  330	

 331	

 332	

 333	

Material and Methods 334	

 335	

Bacteria 336	

 Brucella abortus virulent strain 2308 (wild-type and GFP-expressing bacteria) 337	

was obtained from our laboratory stock. A single colony of the bacteria was inoculated in 338	

10 mL Brucella broth liquid medium (BB) (Difco) and the inoculum was incubated at 339	

37°C at 180 rpm during 72 hours when the bacteria concentration was determined by 340	

counting CFUs. 341	

 342	

Mice 343	

 Wild-type (WT) C57BL/6 mice were obtained from the Federal University of 344	

Minas Gerais (UFMG), TKO mice were kindly provided by Dr. Kenneth Rock 345	
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(University of Massachusetts, USA) (Kincaid et al., 2012) and IFN-γ deficient mice 346	

(IFN-γ-/-) were obtained from our own facility. Genetically deficient and control mice 347	

were used at 6 to 8 weeks of age. All animal experiments were preapproved by the 348	

Institutional Animal Care and Use Committee of the UFMG (CETEA# 128/2014). Mice 349	

were housed in filter-top cages and provided with sterile water and food ad libitum. 350	

 351	

Enumeration of B. abortus from spleens 352	

 Five mice from each group (C57BL/6, TKO and IFN-γ-/-) were infected 353	

intraperitoneally with 1x106 CFU B. abortus virulent strain 2308 and sacrificed at 1, 2 354	

and 4 weeks post-infection. Spleens were macerated in 10 mL of saline (NaCl 0.9%), and 355	

used for CFU (colony-forming units) counting and splenocyte culture. For CFU 356	

determination, homogenized spleen samples were serially diluted 10-fold and then plated 357	

in duplicate on Brucella Broth agar. After 3 days of incubation at 37°C, the number of 358	

CFU was determined. 359	

 360	

Measurement of Cytokines from Splenocyte Culture Supernatants  361	

Spleens cells from TKO, IFN-γ-/-, and C57BL/6 mice obtained after spleen 362	

maceration were treated with ACK buffer (0.15 M NH4Cl, 1.0 mM KHCO3, 0.1 mM 363	

Na2EDTA, pH 7.2) for 5 min to lyse red blood cells. Then, the cells were washed with 364	

saline (NaCl 0.9%) and resuspended in RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad, Calif), 25mM 365	

HEPES, 10% (vol/vol), heat- inactivated FBS (Gibco, Carlsbad, Calif), penicillin G 366	

sodium (100 U/mL), and streptomycin sulfate (100µg/mL). To determine cytokine 367	

concentration by ELISA, 1 × 106 spleen cells were plated per well in a 96-well tissue 368	
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culture-treated dish. Murine splenocytes from infected animals were re-stimulated with B. 369	

abortus virulent strain 2308 (MOI 100:1). Unstimulated cells were used as a negative 370	

control. Spleen cells were incubated at 37ºC with 5% CO2. Levels of IFN-γ in the 371	

supernatants were measured using a commercially available ELISA Duoset kit (R&D 372	

Systems, Minneapolis, MN) according to the manufacturer’s instructions, after 72 hrs of 373	

culture. 374	

 375	

Generation and in vitro stimulation of dendritic cells 376	

Dendritic cells (DC) were derived as previously described (25). Briefly, bone 377	

marrow cells from TKO and C57BL/6 mice were obtained from the tibias and femurs. 378	

The cells were cultured in DMEM (Gibco) containing 10% FBS (HyClone, Logan, UT, 379	

USA), 1% HEPES, 1% penicillin, 1% streptomycin, and 30% granulocyte-macrophage 380	

colony-stimulating factor (GM-CSF) obtained from Ag8653 cells. 1×107 cells were 381	

incubated at 37°C in a 5% CO2 atmosphere in petri dishes. After 3 days of culture 5 mL 382	

of fresh complete medium, with 30% of GM-CSF was added. At days 5 and 7, 4 mL of 383	

the medium was replaced with fresh GM-CSF supplemented medium. On day 10 of 384	

culture, medium was harvested and non-adherent cells seeded in 24-well plates (5×105 385	

cells/well), and then incubated at 37°C in a 5% CO2 atmosphere until use.  386	

Bone marrow dendritic cells (BMDCs) were stimulated with B. abortus (MOI 387	

100:1) or DMEM medium alone. Culture supernatants were collected after 24 hrs of 388	

stimulation and levels of TNF-α, IL-6 and IL-12 was determined by ELISA (R&D 389	

Systems), according to the manufacturer’s instructions. 390	

 391	
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Flow cytometry analysis of splenocytes and dendritic cells 392	

Spleen cells from TKO, IFN-γ-/- and wild-type mice at 1, 2 and 4 weeks post-393	

infection with B. abortus were collected and homogenized in PBS. Red blood cells were 394	

lysed with ACK buffer. The cell suspension was washed with RPMI 1640 and plated at 395	

1x106 cells per well for immunostaining. Cells were incubated in medium containing 396	

Concanavalin A (5 mg/mL) and brefeldin A (1 mg/well; both from Sigma-Aldrich) for 4 397	

hrs at 37°C. In the first step, the cells were blocked with anti-mouse CD16/CD32 MAbs 398	

(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) and then stained for the markers CD4+, CD8+, 399	

CD3+ and IFN-γ or granzyme-B. Cells were incubated for 20 min at 4°C with antibody 400	

solution (PBS 0.15 M, 0.5% bovine serum albumin, 2 mM NaN3) containing PE-Cy7–401	

conjugated anti-mouse CD4 (1:200, clone GK1.5, BD Biosciences), biotin-conjugated 402	

anti-mouse CD8 (1:200, clone 53-6.7, BD Biosciences) and biotin-conjugated anti-mouse 403	

CD3 (1:200, clone 500A2 BD, Biosciences) surface markers. Next, Streptavidin PerCP 404	

(1:200, BD Biosciences) or Streptavidin allophycocyanin (1:200, BD Biosciences) was 405	

added. The cells were then washed twice with PBS 0.15 M and incubated with 406	

fixation/permeabilization solution kit (BD Biosciences) for 30 min at 4°C. 407	

Allophycocyanin-conjugated anti-mouse IFN-γ (1:100, clone XMG1.2, BD Biosciences) 408	

or FITC conjugated anti-mouse granzyme-B (1:200, clone FJK-16s, eBioscience) labeled 409	

antibody in permeabilization buffer (eBioscience) were added to cells and then incubated 410	

for 30 min at 4°C. Cells were washed twice with 150 µL of antibody dilution buffer 411	

(eBioscience) and ressuspended in 200 µL of PBS. Data acquisition was performed using 412	

Attune acoustic focusing cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA) and 100,000 413	

events were analyzed using the FlowJo Software (Tree Star, Ashland, OR). Single cells 414	
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were selected by FSC-H and FSC-A; next, we selected CD3+CD4+or CD3+CD8+ double-415	

positive cells; and finally, we selected CD4+/IFN-γ+, CD8+/IFN-γ+, CD4+/granzyme-B+ or 416	

CD8+/granzyme-B+ double-positive cells. The gate selection is demonstrated in 417	

Supplementary Figures 1 and 4. 418	

Dendritic cells from TKO and wild-type mice were stimulated with B. abortus 419	

(MOI 100:1) or DMEM medium alone for 24 hrs and then immunostaining were 420	

performed. In the first step, the cells were blocked with anti-mouse CD16/CD32 MAbs 421	

(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) and then stained for CD11c, MHC-I and MHC-II 422	

surface markers. FITC conjugated anti-mouse CD11c (1:200, clone HL3, from BD 423	

Biosciences), PE conjugated anti-mouse MHC-I (1:100, clone MOPC-173, Biolegend) 424	

and APC conjugated anti-mouse MHC-II (1:100, clone AF6-120.1; BD Biosciences), 425	

were incubated for 20 min at 4ºC with antibody solution (PBS 0.15 M, 0.5% bovine 426	

serum albumin, 2 mM NaN3). Data acquisition was performed using Attune acoustic 427	

focusing cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA) and 100,000 events were analyzed 428	

using the FlowJo Software (Tree Star, Ashland, OR). Single cells were selected by FSC-429	

H and FSC-A; next, we selected CD11c+MHC-I+or CD11c+MHC-II+ double-positive 430	

cells. The gate selection is demonstrated in Supplementary Figure 2. 431	

 432	

Isolation of T CD4+ and T CD8+ lymphocytes by cell sorting 433	

Spleen cells of TKO and C57BL/6 animals infected with B. abortus for 2 weeks 434	

were prepared as described above. First, the cells were blocked with anti-mouse 435	

CD16/CD32 MAbs (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) and then stained for the 436	

markers CD4+, CD8+, CD3+. Cells were incubated for 20 min at 4°C with antibody 437	
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solution (PBS 0.15 M, 0.5% bovine serum albumin, 2 mM NaN3) containing PE-Cy7–438	

conjugated anti-mouse CD4 (1:200, clone GK1.5, BD Biosciences), FITC-conjugated 439	

anti-mouse CD8 (1:200, clone 53-6.7, BD Biosciences) and biotin-conjugated anti-mouse 440	

CD3 (1:200, clone 500A2, BD Biosciences) surface markers. Next, Streptavidin PerCP 441	

(1:200, BD Biosciences) was added. After that, cells were washed and resuspended in 442	

HBSS + 1% FBS. Then the cells were sorted using the BD FACSAria II cytometer in 443	

order to obtain isolated CD8+ and CD4+ T lymphocytes. A small number of cells were re-444	

analyzed for certification of effective separation of subpopulations. 445	

 446	

Cytotoxic Assay  447	

The cytolytic activity of CD4+ or CD8+ T cells from spleen of Brucella-infected 448	

mice was measured using the CytoTox 96 Nonradioactive Cytotoxicity Assay (Promega, 449	

Madison, USA). Differentiated DCs (5×105 cells/well) from TKO and C57BL/6 mice 450	

were infected with B. abortus (MOI 100:1). Twenty-four hrs after infection, DCs were 451	

used as target cells for cytotoxic assay. Splenocytes, sorted CD4+ or CD8+ T cells 452	

obtained from TKO and C57BL/6 mice at two weeks post-infection were used as effector 453	

cells. DCs and splenocytes or sorted cells were co-cultured in 24-well plates in DMEM 454	

medium. Effector cells were added to DCs in duplicate at a ratio: 2:1 splenocytes:DCs; 455	

1:1 CD4+ T cells:DCs; 1:2 CD8+ T cells:DCs. Culture was maintained at 37◦C in 5% 456	

CO2  and 24 hours later the supernatants were harvested and a lysis buffer was added. 457	

Spontaneous LDH release from effector and target cells, and target maximum release, 458	

were used as controls. The percent of specific lysis was calculated according to 459	

manufacturer's instructions. 460	
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 461	

OVA delivery and SIINFEKL peptide detection 462	

5x105/well BMDCs from TKO and wild-type mice were plated in 96-well plates 463	

with 50 µg of OVA (Sigma, St. Louis, MO) and 1.25 µl of FUGENE (Promega, Madison, 464	

WI) in 0.2 mL of DMEM–20 mM HEPES (pH 7.4) for 2 hrs at 37ºC and used for 465	

analysis by flow cytometry. In the first step, cells were blocked with anti-mouse 466	

CD16/CD32 MAbs (Fc-Block) and then stained for CD11c, MHC-I- SIINFEKL and 467	

MHC-II surface markers. FITC conjugated anti-mouse CD11c (1:200, clone HL3; from 468	

BD Biosciences), PE conjugated MHC-II (1:200, clone HIS19, from eBiosciences), and 469	

Allophycocyanin-conjugated anti-mouse MHC-I-SIINFEKL (1:100, 25-D1.16; from 470	

eBiosciences), were incubated for 20 min at 4ºC with antibody solution (PBS 0.15 M, 471	

0.5% bovine serum albumin, 2 mM NaN3). Cells were washed with 150 µL of antibody 472	

dilution buffer (eBioscience) and ressuspended in 200 µL of PBS. Data acquisition was 473	

performed using Attune acoustic focusing cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA) 474	

and 100,000 events were analyzed using the FlowJo Software (Tree Star, Ashland, OR). 475	

Single cells were selected by FSC-H and FSC-A followed by selection of CD11c+MHC-476	

I-SIINFEKL+ double-positive cells. The gate selection is demonstrated in the 477	

Supplementary Figure 3. 478	

 479	

Statistical Analysis 480	

All experiments were repeated at least three times with similar results. Graphs and 481	

data analysis were performed using GraphPad Prism 5 (GraphPad Software), using one-482	

way ANOVA and Bonferroni post-hoc test. 483	
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Figure Legends 701	

Figure 1. Lack of immunoproteasome renders mice susceptible to B. abortus 702	

infection. C57BL/6, TKO and IFN-γ-/- mice were intraperitoneally inoculated with 106 703	

CFU of B. abortus S2308. (A) the number of bacteria in the spleen was analyzed by 704	

counting the CFU after one, two and four weeks of infection. (B) 1, 2 or 4 w.p.i. spleen 705	

cells (1×106 cells) from C57BL/6, TKO and IFN-γ-/- were restimulated with B. abortus 706	

S2308 (MOI 100:1) and IFN-γ levels were measured by ELISA after 72 hrs. +++ indicates 707	

death of animals. Data are the mean ± SD of five mice/group and representative of three 708	

independent experiments. * P<0.05, ** P< 0.001 and *** P< 0.0001 for statistically 709	

significant differences compared to C57BL/6. 710	

 711	

Figure 2. Immunoproteasome is critical for IFN-γ production by CD4+ and CD8+ T 712	

cells after B. abortus infection. Flow cytometry analysis of C57BL/6, TKO and IFN-γ-/- 713	

splenocytes obtained after one, two and four weeks of infection with B. abortus was 714	

performed after 4 hrs of incubation with brefeldin A and Concanavalin A. Cells were 715	

assessed for CD3+CD4+IFN-γ+ (A) and CD3+CD8+IFN-γ+ (B). A total of 100,000 events 716	

was obtained and analyzed. +++ indicates death of animals. Data are the mean ± SD of five 717	

mice/group and representative of three independent experiments. * P<0.05 and ** P< 718	
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0.001 for statistically significant differences compared to C57BL/6. 719	

 720	

Figure 3. MHC class I surface expression is partially impaired on dendritic cells 721	

from TKO animals. Flow cytometry of C57BL/6 and TKO mouse splenocytes was 722	

analyzed at the second week of infection with B. abortus. Cells were assessed for 723	

CD11c+MHC-I+ (A) and CD11c+MHC-II+ (B). A total of 100,000 events was obtained 724	

and analyzed. Dendritic cells were cultured (5×105 cells/well) and stimulated with B. 725	

abortus S2308 (MOI 100:1) for 24 hrs. Culture supernatants were harvested and TNF-α 726	

(C), IL-6 (D) and IL-12 (E) secretion was determined by ELISA according to the 727	

manufacturer's instructions. Data are the mean ± SD of five mice/group and 728	

representative of three independent experiments. * P<0.05 for statistically significant 729	

differences compared to C57BL/6 and *** P<0.001 for statistically significant 730	

differences between Brucella-infected and uninfected cells. 731	

 732	

Figure 4. Antigen presentation by Brucella-infected TKO dendritic cells is 733	

dramatically diminished. (A) dendritic cells differentiated (5×105 cells/well) obtained 734	

from C57BL/6 and TKO mice were infected with B. abortus (MOI 100:1) and used as 735	

target cells. Splenocytes (1×106 cells/well) obtained from C57BL/6 and TKO mice at the 736	

second week of infection were used as effector cells for cytotoxic assay and were co-737	

cultured with dendritic cells in 24-well plates in DMEM medium. Effector cells were 738	

added to target cells in duplicate at 2:1 ratio and 24 hrs after co-culture the supernatant 739	

was collected to quantify LDH release according to the manufacturer's instructions. (B) 740	

dendritic cells from C57BL/6 and TKO mice were incubated with OVA-fugene for 2 741	
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hours. Cells were then stained with anti-SIINFEKL-H-2b and analyzed by flow 742	

cytometry. A total of 100,000 events was obtained and analyzed. Data are the mean ± SD 743	

of five mice/group and representative of three independent experiments. * P<0.05 and 744	

*** P< 0.0001 for statistically significant differences compared to C57BL/6 and *** P< 745	

0.0001 for statistically significant differences between wild-type and TKO dendritic cells 746	

co-cultured with splenocytes. 747	

 748	

Figure 5. TKO T CD8+ cytotoxic activity is reduced in B. abortus infected mice.  749	

Bone marrow derived dendritic cells (5×105 cells/well) obtained from C57BL/6 and 750	

TKO mice were infected with B. abortus (MOI 100:1) and used as target cells. T CD8+ 751	

(A) or T CD4+ (C) lymphocytes (1×106 cells/well) obtained by cell sorting from 752	

C57BL/6 and TKO splenocytes at the second week of infection were used as effector 753	

cells for cytotoxic assay and were co-cultured with dendritic cells in 24-well plates in 754	

DMEM medium. CD8+ T cells were added to target cells at 1:2 ratio and T CD4+ cells 755	

were added to target cells in duplicate at 1:1 ratio, and 24 hrs after co-culture the 756	

supernatant was collected to quantify LDH release according to the manufacturer's 757	

instructions. Percentage of CD3+CD8+granzyme-B+ (B) and CD3+CD4+granzyme-B+ 758	

cells (D) measured by flow cytometry in splenocytes from C57BL/6 and TKO mice. 759	

Data are the mean ± SD of five mice/group and representative of three independent 760	

experiments. ** P<0.001 and *** P< 0.0001 for statistically significant differences 761	

compared to C57BL/6 and * P < 0.05 for statistically significant differences between 762	

wild-type and TKO dendritic cells co-cultured with CD8+ T cells. 763	

 764	
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Figure 6. Schematic model of CD8+ T cell response during B. abortus in TKO 765	

animals. B. abortus proteins secreted in the cytoplasm of dendritic cells are degraded by 766	

the immunoproteasome generating a variety of peptides. These peptides are then 767	

transported to the endoplasmic reticulum and binds to the MHC-I molecule. The MHC-I-768	

peptide complex is exported to the cell membrane and recognized by CD8+ T 769	

lymphocytes. After that, CD8+ T cells produce granzyme-B and IFN-γ in response to the 770	

infection. The red dotted arrows indicate the partially impaired process in TKO dendritic 771	

and CD8+ T cells. P, proteasome; IP, immunoproteasome; E.R., endoplasmic reticulum; 772	

DC, dendritic cell. 773	
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FIGURE 2 792	
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FIGURE 3 804	
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