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RESUMO 

A brucelose humana ocasionada por bactérias do gênero Brucella spp. é considerada uma 

doença zoonótica de caráter crônico debilitante. Brucella abortus é uma bactéria Gram- 

negativa, intracelular facultativa, considerada endêmica em muitos países, responsável por 

infecções crônicas em bovinos e em seres humanos. Após a infecção por Brucella spp., a 

resposta imunológica do hospedeiro é ativada, porém, diversos fatores de virulência contribuem 

para sua evasão do sistema imunológico e persistência no hospedeiro favorecendo o 

estabelecimento da infecção crônica. Embora Brucella spp. induza uma resposta inflamatória 

insidiosa, pouco se sabe sobre a influência da bactéria no estabelecimento da inflamação aguda 

in vivo, em particular no modelo de esponja sintética. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi 

avaliar o processo inflamatório agudo induzido pela infecção por B. abortus e a influência do 

sistema de secreção tipo 4 (SST4) e da proteína BtpA no processo inflamatório sete e 14 dias 

após implante de matriz sintética em camundongos. Este é o primeiro trabalho que estuda o 

perfil inflamatório induzido pela infecção por B. abortus 2308 em modelo in vivo de biomaterial 

sintético. B. abortus 2308, B. abortus ΔbtpA foram capazes de sobreviver e se multiplicar nesse 

modelo enquanto B. abortus ΔvirB2 foi atenuada, confirmando sua incapacidade de persistir in 

vivo. B. abortus 2308 e ΔbtpA foram capazes de modular a resposta inflamatória na esponja de 

forma distinta da cepa B. abortus ΔvirB2. Observamos que B. abortus 2308 e ΔbtpA induziu 

menor influxo de células inflamatórias, produção de mediadores inflamatórios e formação de 

tecido fibrovascular aos 14 dias pós implante comparada aos grupos controle ou infectados com 

B. abortus ΔvirB2. B. abortus 2308 tem a capacidade de inibir a inflamação in vivo e o SST4, 

mas não BtpA, influencia no curso do processo inflamatório agudo no modelo de matriz 

sintética. 

 
Palavras-chave: Brucella abortus, Sistema secreção do tipo 4, BtpA, inflamação, matriz 

sintética 



 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

Human brucellosis caused by bacteria of the genus Brucella spp. is considered a debilitating 

chronic zoonotic disease. Brucella abortus is a Gram-negative, intracellular, facultative 

bacterium, considered endemic in many countries, and it is responsible for bovine and human 

chronic infections. After Brucella spp. infection, the host immune response is activated, but 

several virulence factors contribute for bacterium evasion of the immune system and persistence 

in the host favoring the establishment of chronic infection. Although Brucella spp. induces an 

insidious inflammatory response, little is known about the influence of bacteria on the 

establishment of acute inflammation in vivo, particularly in the synthetic sponge model. Thus, 

the goal of this study was to evaluate the acute inflammatory process induced by B. abortus 

infection and the influence of the Type 4 Secretory System (T4SS) and BtpA protein in the 

inflammatory process at 7 and 14 days after implantation of synthetic matrix in mice. This is 

the first study of the inflammatory profile induced by B. abortus 2308 infection in the in vivo 

model of synthetic biomaterial. B. abortus 2308, B. abortus ΔbtpA were able to survive and 

replicate in this model while B. abortus ΔvirB2 was attenuated, confirming its inability to cause 

persistent infection in vivo. B. abortus 2308 and ΔbtpA were able to modulate the inflammatory 

response in sponge differently than ΔvirB2. We observed that B. abortus 2308 and ΔbtpA 

induced lower influx of inflammatory cells, production of inflammatory mediators and 

formation of fibrovascular tissue at 14 days post-implant compared to the control or ΔvirB2- 

infected groups. B. abortus 2308 has the ability to inhibit inflammation in vivo and T4SS, but 

not BtpA, influences the course of the acute inflammatory process in the synthetic matrix model. 

 
Key words: Brucella abortus, Type 4 Secretion System, BtpA, inflammation, synthetic matrix 
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o VCB adquiri marcadores de reticulo endoplasmático, (5) e ocorre a multiplicação de Brucella. B) 
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Figura 2: Modelo para subversão da imunidade inata por BtpA de Brucella abortus. BtpA é 

liberada no citosol do hospedeiro, inibe a sinalização do TLR2, TLR4 e TLR9 ao se ligar na proteína 

adaptadora (TIRAP), impedindo a ligação do MyD88, bloqueando a transcrição dos fatores de 

transcrição nuclear NF-kβ e AP-1 e consequentemente inibindo a transcrição de citocinas pró- 

inflamatórias. 
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Figura 3: Delineamento experimental. No dia 0, foi realizado o implante de duas esponjas no tecido 

subcutâneo da região cervical dos camundongos. Vinte quatro horas pós implante, os camundongos 

foram inoculados diretamente na esponja com 50μl de PBS (MOCK) como (controle) ou 50μl de 104 

UFC de B. abortus 2308 (WT), B. abortus ΔbtpA, B. abortus ΔvirB2 em cada esponja. Nos dias sete 

(n=5) e 14 (n=5) pós inoculação foi realizada a eutanásia dos camundongos e esponja e baço foram 

coletados para análise bacteriológica, e esponja para análise histológica e bioquímica da resposta 

inflamatória. 
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Figura 4: Recuperação bacteriana no baço e esponja. Os camundongos foram infectados com 104 

UFC/esponja de Brucella abortus 2308 (WT), B. abortus ΔbtpA, B. abortus ΔvirB2 ou PBS (MOCK) 

(controle) (n=5) após 24 horas do implante o UFC foi determinado no baço (A-B) e esponja (C-D) 

nos tempos de sete (A-C) e 14 (B-D) dias após implante da esponja. Linha tracejada representa limite 

de detecção do teste. **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001. A imunomarcação de B. abortus (E) 

nas esponjas mostrou maior quantidade de bactéria nos grupos B. abortus 2308 e B. abortus ΔbtpA 

com localização predominantemente intracelular, aumento 40X. Os resultados foram analisados 

utilizando o teste de variância (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. Pontos representam os 

camundongos e as barras a média/SD. 
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Figura 5: Análise de citocina pró e anti-inflamatória. Esponjas implantadas em camundongos (n = 

5) foram infectadas com 1x104 UFC de Brucella abortus 2308 (WT), B. abortus ΔbtpA, B. abortus 

ΔvirB2 e inoculado PBS (MOCK) como controle. Sete e 14 dias pós implante, os camundongos foram 

eutanasiados e a esponja colhida para análise da secreção de IFN- (A e B) e IL-10 (C e D) medida 

por ELISA. *P<0.05, ***P <0,001. Os resultados foram analisados utilizando análise de variância 

(ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. 
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Figura 6: Níveis de citocinas em implantes de esponja. Esponjas implantadas em camundongos 

(n=5) foram infectadas com 1x104 UFC de Brucella abortus 2308 (WT), B. abortus ΔbtpA, B. abortus 

ΔvirB2 e inoculado PBS (MOCK) como controle. Sete e 14 dias pós implante, os camundongos foram 

eutanasiados e a esponja colhida para análise da secreção de (A - B) TNF-α, (C- D) TGF-β1. Foi 

considerado diferença significativa, quando o *P <0.05. Os resultados foram analisados por ANOVA 

seguido pelo teste de Tukey. 
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Figura 7: Aspectos microscópicos da esponja. Esponjas infectadas com 1x104 UFC de Brucella 

abortus 2308 (WT), B. abortus ΔbtpA, B. abortus ΔvirB2 e inoculado PBS (MOCK) como controle, 

foram colhidas para análise histopatológica. Imagens representativas do centro da esponja (A) e do 

tecido fibrovascular periférico (B) com 7 e 14 dpie (H&E, aumento de 20x), mostrando aumento de 

celularidade no centro da esponja dos diferentes grupos. Análise de escore de inflamação (C e D) e 

tecido de granulação (E e F) dos quatro grupos com 7 e 14 dpie. 
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Figura 8: Formação de tecido fibrovascular na esponja. Esponjas implantadas em camundongos 

(n=5) e infectadas com 1x104 UFC de Brucella abortus 2308 (WT), B. abortus ΔbtpA, B. abortus 

ΔvirB2 e inoculado PBS (MOCK) como controle, foram colhidas com 7 (A) e 14 dpie (B) para 

mensuração morfométrica da área da esponja ocupada por capsula e tecido inflamatório associada a 

tecido conjuntivo jovem vascularizado. *P <0.05, ** P <0,01, ***P <0,001. Os resultados foram 

analisados utilizando o teste ANOVA seguido pelo teste de Tukey 
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Figura 9: Quantificação de neutrófilos na esponja. Esponjas implantadas em camundongos (n=5) 

e infectadas com 1x104 UFC de Brucella abortus 2308 (WT) , B. abortus ΔbtpA, B. abortus ΔvirB2 e 

inoculado PBS (MOCK) como controle foram avaliadas aos sete e 14 dpie quanto a atividade da 

enzima mieloperoxidase (A e B), a concentração da citocina KC (C e D) e marcação imunoistoquímica 

de neutrófilos (40x) (E) e contagem morfométrica pelo software ImageJ (F e G). Resultado 

considerado significativo quando o *P <0.05. Os resultados foram analisados utilizando análise 

de variância (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. 
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Figura 10: Quantificação de macrófagos na esponja. Esponjas implantadas em camundongos (n=5) 

e infectadas com 1x104 UFC de Brucella abortus 2308 (WT), B. abortus ΔbtpA, B. abortus ΔvirB2 e 

inoculado PBS (MOCK) como controle foram avaliadas aos 7 e 14 dpie quanto a atividade da enzima 

N-acetil- b-D-glicosaminidase (A e B), a concentração da citocina CCL2 (C e D) e a contagem de 

células gigantes multinucleadas (seta amarela) por campo foi realizada em H&E, aumento de (60x) 

(E e F). Resultado considerado significativo quando o *P <0.05. Os resultados foram analisados 

utilizando análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. 
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INTRODUÇÃO 

 

A brucelose humana ocasionada por bactérias do gênero Brucella spp. é considerada 

uma doença zoonótica e de caráter crônico debilitante (Paixão et al., 2009; Silva et al., 2011; 

Byndloss e Tsolis, 2016). Dentre as espécies clássicas de Brucella sp., as mais patogênicas aos 

seres humanos são Brucella melitensis, Brucella abortus, Brucella suis e Brucella canis, 

enquanto Brucella ovis é considerada apatogênica para o homem (Byndloss e Tsolis, 2016). A 

brucelose está amplamente distribuída no mundo, com mais de 500.000 casos novos 

anualmente, sendo identificado mais de 1000 casos por milhão de habitantes em áreas 

endêmicas (Skalsky et al., 2008; Atluri et al., 2011; Dean et al., 2012; Olsen e Palmer, 2014; 

Tuon et al., 2017; Lemos et al., 2018). As principais manifestações clínicas descritas estão 

relacionadas com sinais e sintomas inespecíficos, podendo agravar e resultar em complicações 

clínicas, como endocardite, meningite ou meningoencefalite e principalmente alterações 

musculoesqueléticas, como a artrite e osteomielite (Mantur et al., 2007; Paixão et al., 2009; 

Dean et al., 2012; Tuon et al., 2017). 

B. abortus é uma bactéria Gram-negativa, intracelular facultativa, considerada endêmica 

em muitos países, responsável por infecções crônicas em seres humanos (Tuon et al., 2017; 

Lemos et al., 2018). B. abortus é o agente da brucelose bovina, doença responsável por perdas 

econômicas devido a falhas reprodutivas decorrentes de abortos e nascimentos de bezerros 

fracos (Carvalho Neta et al., 2010; Olsen e Palmer, 2014). A infecção por B. abortus é adquirida 

pelo homem através do contato direto com animais infectados ou pelo consumo de produtos 

lácteos não pasteurizados (Atluri et al., 2011; Olsen e Palmer, 2014). 

Após a infecção, a resposta imunológica do hospedeiro é ativada contra a bactéria, 

porém, diversos fatores de virulência contribuem para sua sobrevivência e persistência do 

patógeno no hospedeiro (Jong et al., 2010). Um importante fator de virulência do gênero é o 

sistema de secreção tipo IV (SST4), que é codificado pelo operon virB. SST4 tem a função de 

secretar proteínas bacterianas efetoras para o citoplasma da célula hospedeira, cujo propósito é 

alterar a maturação do vacúolo contendo Brucella sp. (VCB), inibindo sua fusão com o 

lisossomo e permitindo a multiplicação intracelular de Brucella sp. quando o VCB alcança o 

retículo endoplasmático (RE) (Hong et al., 2000; Sieira et al., 2000; Comerci et al., 2001; Celli 

et al., 2003). 
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Receptores Toll-like (TLRs) caracterizados pela presença de um domínio intracelular 

Toll/ interleucina-1 (IL-1) (TIR), são receptores responsáveis por reconhecer padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs) e desencadear uma cascata de sinalização 

intracelular que culmina com ativação da resposta imunológica inata (Cirl et al., 2008; Salcedo 

et al., 2013). B. abortus possui a capacidade de interferir na sinalização via TLR ao produzir 

proteínas homólogas ao domínio TIR, BtpA e BtpB (Salcedo et al., 2008; Cirl et al., 2008; 

Salcedo et al., 2013; Hielpos et al., 2017). BtpA, descrita previamente como Btp1 ou TcpB (Cirl 

et al., 2008; Salcedo et al., 2008), é capaz de impedir a sinalização via TLR (Toll like receptors) 

ao se ligar diretamente ao adaptador MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene 

88), bloqueando ativação do fator nuclear kappa B (NF-κB) e consequentemente inibindo 

produção de mediadores inflamatórios da resposta imune inata (Cirl et al., 2008; Salcedo et al., 

2008; Salcedo et al., 2013). 

Muitos modelos in vitro e in vivo tem sido utilizados para o estudo dos principais fatores 

de virulência e sua influência na resposta imunológica do hospedeiro contra a infecção por 

Brucella spp. (Jong et al., 2010), no entanto, ainda pouco se sabe da reposta inflamatória aguda 

desencadeada no tecido após infecção por Brucella sp. O implante de esponjas sintéticas de 

poliéster-poliuretano em animais de experimentação é um modelo amplamente utilizado no 

estudo da angiogênese, fibroplasia, regeneração e resposta inflamatória (Campos et al., 2011; 

Marques et al., 2011; Lima et al., 2014; Socarrás et al., 2014). Entretanto, este modelo ainda 

não foi explorado para avaliar curso da infecção por patógenos. Estudos demonstram que os 

fatores de virulência de Brucella sp. podem favorecer o estabelecimento da infecção crônica 

induzindo resposta inflamatória insidiosa (Byndloss e Tsolis, 2016). Contudo, pouco se sabe 

sobre a influência destes fatores de virulência no estabelecimento da inflamação aguda in vivo, 

em particular, no modelo de esponja sintética. 

O esclarecimento da resposta inflamatória desencadeada pela infecção por Brucella spp. 

pode contribuir para o melhor entendimento do estabelecimento e a evolução das lesões 

crônicas da doença, e que, a longo prazo, pode auxiliar no desenvolvimento de terapia mais 

eficientes. Dessa forma, o objetivo desse estudo é avaliar o processo inflamatório agudo 

induzido pela infecção por B. abortus e a influência do SST4 e da proteína BtpA no processo 

utilizando-se o modelo de implante de matriz sintética em camundongos. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
 

Características gerais da brucelose 

A brucelose é uma doença infecciosa que acomete animais e humanos, causada por 

bactérias do gênero Brucella (Olsen e Palmer, 2014; Byndloss e Tsolis, 2015). Brucella sp. são 

cocobacilos Gram-negativos, intracelulares facultativos, não esporulados, não encapsulados, 

imóveis, aeróbios obrigatórios, sendo que algumas espécies necessitam de dióxido de carbono 

para crescimento. O lipolissacarídeo (LPS) é o maior componente da membrana externa de 

Brucella spp. (Cardoso et al., 2006) e baseado na morfologia da colônia, a bactéria pode ser 

classificada como lisa ou rugosa, sendo que o fenótipo liso é caracterizado pela presença da 

cadeia O presente na maioria das espécies como B. melitensis, B. abortus e B. suis (Olsen e 

Palmer, 2014), e o fenótipo rugoso caracterizado pela ausência da cadeia O, apresentado por B. 

canis e B. ovis (Hollett, 2006). 

A brucelose causa problema de saúde animal, devido a perdas econômicas associadas ao 

aborto, falha reprodutiva e sacrifício de animais infectados (Santos et al, 2013), como também 

problemas de saúde pública por provocar uma doença com quadros de febre ondulante que 

podem agravar e ocasionar lesões inflamatórias crônicas graves (Mantur et al., 2007; Dean et 

al., 2012; Tuon et al., 2017). A brucelose humana é amplamente distribuída no mundo, com 

mais de 500.000 casos novos anualmente (Pappas et al., 2006). Porém, esse número pode estar 

subestimado, devido principalmente ao tempo de incubação da bactéria, que pode variar de 

meses a anos e a forma inespecífica de apresentação da doença (Mantur et al., 2007; Atluri et 

al., 2011). 

Brucella foi descrita pela primeira vez por David Bruce em 1887, que identificou a 

bactéria Micrococcus melitensis como causador da febre de Malta. O gênero possui seis 

espécies clássicas com seus respectivos hospedeiros preferenciais: B. melitensis (ovinos e 

caprinos), B. suis (suínos), B. abortus (bovinos), B. canis (cães), B. ovis (ovinos) e B. neotomae 

(ratos do deserto) (Olsen e Palmer, 2014). As espécies consideradas mais patogênicas aos seres 

humanos são B. melitensis, B. abortus e B. suis, e por último B. canis, enquanto B. ovis não é 

considerada patogênica para o homem (Xavier et al., 2010) e o potencial zoonótico de B. 

neotomae foi recentemente reconhecida (Suárez-Esquivel et al., 2017). Novas espécies têm sido 

descritas com potencial zoonótico nos últimos anos como duas espécies que infectam mamífero
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marinhos: B. pinnipedialis e B. ceti, sendo que ambas podem ocasionar infecções nos seres 

humanos (Guzmán-Verri et al., 2012); e B. inopinata isolada de um implante mamário em uma 

paciente que apresentava sinais de brucelose (Scholz et al., 2010). Outras espécies de Brucella 

também foram identificadas ao longo dos anos, como B. microti (ratazana), B. papionis 

(babuínos) e B. vulpis (raposas) (Scholz et al., 2016). 

 
Infecção por Brucella abortus 

Brucella abortus é o principal agente da brucelose bovina, embora outras espécies como 

B. melitensis e B. suis também possam infectar bovinos. A brucelose bovina possui distribuição 

mundial, com sete biovariedades de B. abortus (biovares 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 9) identificados, sendo 

o biovar 1 mais comum (Carvalho Neta et al., 2010). No Brasil existe um programa nacional de 

controle da brucelose bovina baseado na vacinação obrigatória com as vacinas vivas atenuadas, 

a B19 e a RB51 e o sacrifício dos animais soropositivos (Brasil, 2006). 

As principais manifestações clínicas resultantes da infecção por B. abortus em bovinos 

envolvem problemas reprodutivos, como o aborto e o nascimento de bezerros fracos (Lage et 

al., 2008; Xavier et al., 2009). Nos machos, a infecção por B. abortus pode causar alterações 

como orquite, vesiculite e epididimite (Corbel, 1997; Hull e Schumaker, 2018) e infecções 

crônicas como bursite e artrite também podem ocorrer (Xavier et al., 2009). A transmissão 

ocorre por via oral ou via aerógena, através da eliminação de B. abortus no leite, na urina e 

fetos abortados. O hábito de lamber e cheirar os bezerros recém-nascidos e os fetos abortados 

é uma importante forma de transmissão entre bovinos (Lage et al., 2008). 

A brucelose humana é caracterizada por sinais e sintomas inespecíficos na fase aguda, 

como: febre ondulante, cefaleia, mialgia, fadiga e sudorese (Mantur et al., 2007; Lawinsky et 

al., 2010), que podem persistir e progredir para infecções crônicas graves fatais que podem estar 

associados a endocardite, esplenomegalia, hepatomegalia, meningite ou meningoencefalite e 

lesões debilitantes como as alterações musculoesqueléticas, que englobam a artrite e 

osteomielite (Mantur et al., 2007; Krueger et al., 2014). A infecção em mulheres gestantes por 

Brucella spp. pode ocasionar aumento do risco de aborto ou transmissão intrauterina para o feto 

(Khan et al., 2001). 
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A brucelose humana é considerada uma zoonose de caráter ocupacional (Mantur et al., 

2007). Diversos fatores, como estado sanitário dos animais domésticos, hábitos alimentares, 

costumes sociais e estado socioeconômico, podem influenciar no risco de transmissão ao homem 

(Mantur et al., 2007; Olsen e Palmer, 2014). Profissionais que tem contado direto com animais 

domésticos como médicos veterinários, fazendeiros, trabalhadores rurais, proprietários e 

magarefes e laboratoristas são os mais expostos (Mantur et al., 2007; Atluri et al., 2011; Olsen 

e Palmer, 2014). A via oral é a principal via da transmissão da doença em seres humanos em 

decorrência ao consumo de produtos lácteos não pasteurizados. A transmissão também ocorre 

pelas vias conjuntival e respiratória através do contato direto com animais infectados ou devido 

inoculação acidental de vacinas atenuadas (Atluri et al., 2011; Byndloss e Tsolis, 2015). 

Exposição laboratorial é outra forma  importante de aquisição de brucelose, podendo ser 

transmitida por aerossol ou inoculação acidental (Traxler et al., 2013). Estas características 

fazem com que Brucella sp. seja classificado como agente de bioterrorismo e deve ser 

manipulada em laboratórios de biossegurança nível 3 (Robichaud et al., 2004; Yagupsky e 

Baron, 2005). 

O diagnóstico laboratorial da brucelose pode ser feito através de testes diretos, como a 

cultura, detecção do agente pela reação em cadeia da polimerase ou imunoistoquímica ou através 

de testes indiretos, como o teste de soroaglutinação Rosa Bengala, soroaglutinação/SAT, 

ELISA, dentre outros (Mol et al., 2012). Para o diagnóstico da brucelose humana, não há um 

protocolo de diagnóstico definido, pois os sinais clínicos inespecíficos, dificultam o diagnóstico 

e como consequência, dificulta o tratamento (Brasil, 2006; Falagas e Bliziotis, 2006). O 

tratamento envolve uma combinação de antibióticos por longo período, sendo feita a 

combinação de doxiciclina com rifampicina ou gentamicina como principal protocolo de 

tratamento. Todavia, pode haver combinações com outros antibióticos, como a tetraciclina, 

estreptomicina (Solera et al., 1996; Brasil, 2006; Godfroid et al., 2011). Porém, caso a infecção 

tenha ocorrido com a vacina RB51, não é recomendado o uso da rifampicina, pois esta cepa é 

resistente a este antibiótico (Brasil, 2006). 

 
Patogênese e fatores de virulência da Brucella spp. 

Bactérias do gênero Brucella, causam uma doença sistêmica, com localização do 

patógeno preferencialmente no fígado, baço e linfonodos, onde sobrevivem e se multiplicam 

em macrófagos, persistindo e provocando doença de curso crônico (Hong et al., 2000; Byndloss 

e Tsolis, 2015). 
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A cronicidade da infecção por B. abortus depende de sua capacidade de sobreviver e de 

multiplicar em células fagocíticas e não fagocíticas (Gorvel e Moreno, 2002). Além disso, sua 

capacidade de subverter o sistema imunológico do hospedeiro é fundamental para que a 

infecção inicial seja insidiosa, favorecendo o curso crônico da doença (Byndloss e Tsolis, 2015; 

Byndloss e Tsolis, 2016). 

Após invadir o hospedeiro, B. abortus é fagocitada e passa a interagir com os 

endossomos precoces e tardios, adquirindo marcadores, como o Rab5 (Rabaptin-5), EEA-1 

(Antígeno endossômico inicial 1) e o receptor da transferrina, resultando na formação do vacúolo 

contendo Brucella (VCB) (Pizarro-Cerdá et al., 2000; Celli et al., 2003; Fugier et al., 2007). O 

VCB interage com o lisossomo, resultando em um ambiente acidificado, indicado pelo 

marcador lisossomal LAMP-1 (Proteína de membrana associada ao lisossoma 1) (Pizarro-Cerdá 

et al., 1998). O ambiente acidificado constitui um sinal para a atuação do operon virB, que 

codifica o sistema de secreção tipo IV e a liberação de efetores no citosol das células hospedeiras 

(Boschiroli et al., 2002). Após evitar a fusão com lisossomo, VCB deixa de expressar LAMP- 

1 e passa a expressar marcadores do retículo endoplasmático rugoso (RER), como calnexina, 

calreticulina, sec61 β (Proteína de transporte de proteína Sec61 subunidade beta) e PDI 

(Isomerase de dissulfeto de proteína), que permitem a multiplicação de Brucella nos seus sítios 

de replicação (Celli et al., 2003; Starr et al., 2008; Byndloss e Tsolis, 2016). 

A patogenicidade da bactéria pode ser definida como a capacidade de infectar um 

hospedeiro, evadir das respostas do sistema imunológico, se multiplicar e causar lesão, sendo 

os fatores de virulência expressos por cada bactéria, fundamentais para sua patogenicidade 

(Gorvel e Moreno, 2002; Rolán et al., 2009; Jong et al., 2010). Diferentemente de outras 

bactérias patogênicas, Brucella sp. não possui fatores clássicos de virulência, como cápsulas, 

fimbrias e flagelos (Gorvel e Moreno, 2002). No entanto, alguns fatores de virulência são 

determinantes para a invasão e sobrevivência de Brucella, como sistema de secreção tipo IV 

(SST4), o lipopolissacarídeo (LPS), Beta 1,2 glucano cíclicos (CβG), o sistema regulador de 

dois componentes (BvrS/BvrR), dentre outros (Gorvel e Moreno, 2002; López-Goñi et al., 

2002; Lapaque et al., 2005; Paixão et al., 2009). 
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O LPS das espécies de Brucella atuam como fator de virulência devido principalmente 

à baixa endotoxicidade e baixa estimulação do sistema imunológico inato, além de participar da 

formação do VCB (Martinez de Tejada et al., 1995; Lapaque et al., 2005). O LPS é fundamental 

para a integridade e estrutura da membrana externa das bactérias Gram-negativas (Cardoso et 

al., 2006). A constituição do LPS envolve ligação da cadeia O de polissacarídeo com um 

oligossacarídeo central ligado ao lipídeo A (Lapaque et al., 2005). O gênero Brucella possui 

dois fenótipos de LPS, sendo o fenótipo liso caracterizado pela presença da cadeia O do 

lipopolissacarídeo e o rugoso caracterizado pela ausência da cadeia O (Ko e Splitter, 2003). A 

baixa endotoxicidade do LPS liso e a sua capacidade de atrasar a maturação do VCB através da 

interação com as plataformas lipídicas, contribuem para inibir a fusão do VCB com o lisossomo 

(Ko e Splitter, 2003). Ao contrário, cepas mutantes rugosas não conseguem inibir a fusão com 

lisossomos e são degradadas (Ko e Splitter, 2003; Lapaque et al., 2005). 

O Beta 1,2 glucano cíclico pertence a uma família de polímeros cíclicos de D-glicose 

ligadas por ligações β-1,2, sintetizadas por uma enzima presente na membrana denominada Cgs 

(Roset et al., 2014). Esses glucanos interferem com a maturação do VCB ao interagir com as 

plataformas lipídicas presentes na membrana celular e evitando a fusão com o lisossomo 

(Arellano-Reynoso et al., 2005; Roset et al., 2014). 

O sistema regulatório de dois componentes BvrS/BvrR, formado pela junção de duas 

proteínas, uma regulatória (BvrR) e outra sensorial (BvrS), também são importantes no 

mecanismo de invasão e sobrevivência de Brucella (López-Gõni et al., 2002). Este sistema está 

envolvido com a expressão e integridade das proteínas de membrana externa (López-Gõni et al., 

2002). As mutantes BvrS/BvrR não conseguem inibir a fusão do VCB com lisossomo (Fugier et 

al., 2007). 

Outro importante fator de virulência relacionado com a sobrevivência intracelular de 

Brucella sp. é o SST4, codificado pelo operon virB (O’Callaghan et al., 1999; Hong et al., 

2000). Este operon é constituído por 12 genes (virB1 a virB12), sendo 11 considerados 

conservados em outras bactérias patogênicas como Legionella pneumophila e Bordetella 

pertussuis, enquanto que o gene virB12 só foi identificado em bactérias do gênero Brucella 

(O’Callaghan et al., 1999; Hong et al., 2000). O SST4 é um sistema caracterizado por um 

complexo proteico responsável pelo transporte de proteínas efetoras para o citoplasma das 

células alvo (O’Callaghan et al., 1999; Boschiroli et al., 2002; Waksman e Orlova, 2014). A 

estrutura do complexo se baseia em três grupos funcionais, sendo o pilus da superfície 

bacteriana formado por VirB2 e VirB5, o canal proteico transmembrana formado por VirB3, 

VirB7-10 e a região da membrana citoplasmática formada por VirB4 e VirB11 (Waksman e 
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Orlova, 2014). 

O SST4 é essencial para a persistência da infecção por B. abortus, por conseguir 

modular a maturação do VCB e mediar a sobrevivência intracelular da bactéria. Na fase inicial, 

as bactérias com SST4 funcional impedem a fusão do VCB com o lisossomo e na fase tardia, 

permitem a interação entre o VCB e o RER favorecendo sua multiplicação intracelular, como 

demonstrando na Figura 1A (Ko e Splitter, 2003). Cepas mutantes com SST4 afuncional não 

excluem os marcadores lisossomais do VCB, permanecendo no ambiente acidificado e 

ocasionando na degradação de Brucella por mecanismos microbicidas do fagolisossomo, 

esquematizado na Figura 1B (Celli et al., 2003). 

Em estudos in vitro, infecção de células fagocíticas e não fagocíticas com cepas de B. 

abortus mutantes para genes do operon virB têm redução na recuperação bacteriana a partir de 

24 horas após inoculação, demonstrando que o SST4 é essencial para o crescimento intracelular 

de Brucella (Pizarro-Cerdá et al., 2000; Comerci et al., 2001; den Hartigh et al., 2004; den 

Hartigh et al., 2008). Em estudos in vivo, cepas mutantes virB conseguem colonizar baço e 

fígado de camundongos nos primeiros dias (Jong et al., 2010), porém, há redução da 

colonização bacteriana em relação a cepa selvagem a partir do quinto dia após a inoculação, 

sugerindo que SST4 não é necessário para colonização e disseminação, mas sim para 

persistência inicial da infecção em modelo murino (Rolán e Tsolis, 2007; Paixão et al., 2009; 

Jong et al., 2010). 
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Figura 1: Tráfego intracelular de Brucella sp. Brucella sp. é capaz de sobreviver e multiplicar no 

citoplasma da célula do hospedeiro, ao evitar a fusão do vacúolo contendo Brucella (VCB) com o 

lisossomo e direcionando para sítio de multiplicação. A) (1) Brucella abortus é fagocitada pelo 

macrófago, (2) formação do vacúolo contendo Brucella (VCB) com marcadores endossomais, (3) a 

acidificação do VCB, ativa o operon virB e a expressão do SST4 inibe sua fusão com o lisossomo, (4) 

o VCB adquiri marcadores de reticulo endoplasmático, (5) e ocorre a multiplicação de Brucella. B) (1) 

A cepa mutante ΔvirB2 é fagocitada por macrófagos, (2) ocorre a formação do VCB com marcadores 

endossomais, (3) VCB interage com o lisossomo degradando a cepa mutante ΔvirB2. 

             Adaptado de: Ke et al., 2015 

 
 

As lesões histopatológicas ocasionadas pela infecção por Brucella sp. são caracterizadas 

por infiltrado neutrofílico na fase aguda da infecção, seguido por infiltrado histiocitário e 

microgranulomas na fase crônica (Enright et al., 1990; Silva et al., 2011). A resposta 

inflamatória durante a infecção, ocasiona na liberação de citocinas pró-inflamatórias, como o 

interferon gama (IFN-γ) afim de destruir a bactéria (Pasquali et al., 2001; Roux et al., 2007). O 

SST4 de Brucella é necessário para induzir a expressão de mediadores inflamatórios 

relacionados a resposta mediadas por IFN-γ (Roux et al., 2007; Rolán et al., 2009; Jong et al., 

2010), que auxilia na resposta imune tipo T helper 1 (Th1), resposta considerada protetora 

contra bactérias intracelulares como Brucella sp. (Rolán e Tsolis, 2007; Rolán e Tsolis, 2008; 

Jong et al., 2010). 
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Resposta imunológica inata induzida por Brucella spp. 

A resposta imunológica inata é caracterizada por uma resposta não específica e é 

considerada a primeira linha de defesa do organismo (Gomes et al., 2012). Durante a infecção, 

a detecção rápida dos patógenos invasores é essencial para que o hospedeiro induza uma 

resposta inflamatória para controlar a doença. A resposta imunológica inata desempenha papel 

importante contra a infecção por B. abortus, todavia, essa bactéria possui a capacidade de 

subverter a resposta imunológica inata (Jong et al., 2010; Byndloss e Tsolis, 2015; Byndloss e 

Tsolis, 2016). Macrófagos, células dendríticas e trofoblastos são as células alvo durante infecção 

por Brucella, e a resposta inicial desencadeada por estas células no início da infecção influencia 

no curso da doença (Celli et al., 2003; Carvalho Neta et al., 2008; Salcedo et al., 2008; Byndloss 

e Tsolis, 2016). 

O reconhecimento de patógenos é mediado por receptores celulares, como os receptores 

semelhantes a toll (TLR - Toll-like receptor), presentes em células do sistema imunológico 

como macrófagos, neutrófilos e células dendríticas e também em células epiteliais e fibroblastos 

(Moresco et al., 2011). Esses receptores reconhecem moléculas presentes em patógenos 

denominados padrões moleculares associados a patógenos (PAMP), culminando na produção 

de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-α e IFN-γ (Moresco et al., 

2011; Gomes et al., 2012). Estas citocinas pró-inflamatórias iniciarão os mecanismos de defesa 

do hospedeiro associado a inflamação (Jong et al., 2010; Salcedo et al., 2013; Hielpos et al., 

2017). 

Os receptores TLR possuem uma porção extracelular, responsável pelo reconhecimento 

do patógeno e uma porção intracitoplasmática composta por um domínio TIR (Toll-interleucina 

repector 1) cuja função é dar início a cascata intracelular de sinalização, mediado pela interação 

com moléculas adaptadoras como a resposta primária de diferenciação mieloide (MyD88), 

receptor contendo domínio toll-interleucina 1 (TIRAP) também chamado de MAL, o interferon 

indutor de adaptador contendo um domínio TIR (TRIF) e o molécula de adaptador relacionada 

ao adaptador TRIF (TRAM) (Moresco et al., 2011). A interação do TLR com as moléculas 

adaptadoras resulta no recrutamento de proteínas da família da quinase, como o quinase 1 

associada ao receptor de interleucina-1 (IRAK) e o receptor de TNF associado à ubiquitina 

ligase (TRAF6) que se ligam a quinase 1 associada a TGF-beta (TAK1), fosforilam e ativam o 

complexo quinase IKB (IKK) e as proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPKs), 

resultando na ativação do fator de transcrição NF-kβ e proteína ativadora-1 (AP-1) que são 

essenciais para a indução da resposta imunológica e para a produção de citocinas 

próinflamatórias (Aderem e Ulevitch, 2000; Sorrentino et al., 2008; Moresco et al., 2011; 
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Gomes et al., 2012). 

A via de sinalização do NF-kβ pode ser dependente ou independente do MyD88, visto 

que a sinalização MyD88-dependente é compartilhada por todos TLR, exceto o TLR3 (Moresco 

et al., 2011). Na via independente, o sinal do TLR ativa o NF-kβ através das moléculas 

adaptadoras TRIF e TRAM, ou através da associação do MyD88 com uma proteína adaptadora, 

como o TIRAP (Aderem e Ulevitch, 2000; Sorrentino et al., 2008). O MyD88 é considerado 

crucial para a ativação do fator de transcrição NF-kβ e a indução de citocinas próinflamatórias 

IL-1, IL-6 e TNF-α, ao iniciar a cascata que promove a ativação de MAP quinases e 

translocação do NF-kβ para controlar a expressão dessas citocinas (Weiss et al., 2005; Macedo 

et al., 2008; Gomes et al., 2012). 

O TLR2, TLR4, TLR6 e TLR9 são os principais receptores TLR responsáveis por desencadear 

a produção de citocinas pró-inflamatórias em resposta a infecção in vitro e in vivo por Brucella 

(Huang et al., 2003; Campos et al., 2004; Huang et al., 2005; Weiss et al., 2005; Barquero- 

Calvo et al., 2007, Macedo et al., 2008; Salcedo et al., 2008; Almeida et al., 2013; Gomes et 

al., 2016). O LPS e lipoproteínas são reconhecidos por TLR4 e TLR2/6, respectivamente 

expressos na membrana plasmática da célula hospedeira. O TLR9 reconhece o CpG-DNA 

bacteriano e tem sua expressão restrita ao compartimento endossomal do citoplasma (Moresco 

et al., 2011). Como Brucella sp. não possui flagelo funcional como outras bactérias, o TLR5 

não é ativado na infecção. O papel do TLR4 é considerado controverso, podendo ou não ser 

considerado importante no controle da infecção por Brucella (Campos et al., 2004; Weiss et al., 

2005; Barquero-Calvo et al., 2007; Copin et al., 2007). O TLR6, mas não o TLR2, parece ser 

importante no controle inicial da infecção em modelo murino (Weiss et al., 2005; Barquero- 

Calvo et al., 2007; Almeida et al., 2013). Diversos estudos demonstram maior susceptibilidade 

de camundongos TLR9-/- e MyD88-/- à infecção por Brucella sp., caracterizada por maior 

recuperação bacteriana no baço desses animais, além de menor ativação do sistema 

imunológico inato. Desta forma, o receptor TLR9 e a molécula adaptadora MyD88 

desempenham função importante no reconhecimento e desenvolvimento de resposta efetora 

importante no controle da infecção por Brucella sp. em camundongos (Huang et al., 2005; 

Weiss et al., 2005; Macedo et al., 2008; Almeida et al, 2013; Gomes et al., 2016; Lacey et al., 

2017). 

Brucella sp. consegue interferir na via de sinalização TLR favorecendo uma resposta 

insidiosa e o estabelecimento da infecção crônica (Cirl et al., 2008, Salcedo et al., 2008; Salcedo 

et al., 2013). A proteína de Brucella, BtpA, descrita previamente como Btp1 ou TcpB (Salcedo 

et al., 2008; Cirl et al., 2008), possui um domínio semelhante ao domínio TIR (Cirl et al., 2008; 
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Salcedo et al., 2008) e é capaz de inibir a via de sinalização do TLR2, TLR4 e TLR9 ao se ligar 

na proteína adaptadora (TIRAP), impedindo a ligação do MyD88 e consequentemente inibindo 

a transcrição de citocinas pró-inflamatórias (Figura 2) (Salcedo et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Modelo para subversão da imunidade inata por BtpA de Brucella abortus. BtpA é 

liberada no citosol do hospedeiro, inibe a sinalização do TLR2, TLR4 e TLR9 ao se ligar na proteína 

adaptadora (TIRAP), impedindo a ligação do MyD88, bloqueando a transcrição dos fatores de 

transcrição nuclear NF-kβ e AP-1 e consequentemente inibindo a transcrição de citocinas pró- 

inflamatórias. Adaptado de: Gomes et al., 2012 

 

 

Embora proteínas semelhantes ao TIR de Brucella possam prejudicar o reconhecimento 

da bactéria pelo sistema imunológico do hospedeiro via TLR, estudos in vitro e in vivo com 

cepas mutantes de B. abortus ΔbtpA e ΔbtpB, demonstraram que estas proteínas não interferem 

na sobrevivência e replicação da bactéria (Radhakrishnan et al., 2009; Salcedo et al., 2013; 

Hielpos et al., 2017; Mol et al., 2016). 
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Interessantemente, embora a dupla depleção de BtpA e BtpB em B. abortus também 

não afete a sobrevivência intracelular da bactéria in vitro e in vivo em camundongos 

imunocompetentes, favorece a sobrevivência de camundongos knockout IRF1-/- infectados com 

cepas mutantes comparadas aos infectados com cepa selvagem virulenta, sugerindo que estas 

proteínas podem interferir tanto no desenvolvimento de uma reposta imunológica protetora 

quanto deletéria no hospedeiro (Salcedo et al., 2013). 

 
Modelo experimental de implante sintético (esponja) 

Os camundongos são amplamente utilizados como modelo animal experimental para 

investigar a patogênese, fatores de virulência e mecanismos da resposta imune da brucelose 

(Silva et al., 2011). Diversas linhagens de camundongos são utilizadas na infecção experimental 

por Brucella sp., sendo o camundongo da linhagem Balb/c considerado mais susceptível a 

infecção quando comparado ao C57/BL6 (Murphy et al., 2001a). 

O implante de esponja de poliéter-poliuretano em animais de laboratório, tem permitido 

o estudo de inflamação crônica, angiogênese e fibroplasia (Campos et al., 2006; Marques et al., 

2011; Socarrás et al., 2014). Essa matriz é implantada no tecido subcutâneo do animal, induz 

um influxo de neutrófilos e macrófagos seguida por angiogênese e fibroplasia com uma 

deposição de matriz extracelular, sendo possível analisar através de alterações histológicas a 

formação da inflamação crônica do tipo corpo estranho e de tecido de granulação (Andrade et 

al., 1997). Adicionalmente, a matriz sintética tem sido utilizada como suporte regenerativo para 

desenvolvimento de diversos outros tipos de tecidos como por exemplo o pâncreas, permitindo 

avaliação ex vivo do tecido regenerado em diferentes condições patológicas (Socarrás et al., 

2014; Pereira et al., 2017; Lazari et al., 2018). 

Utilizando o modelo de esponja, um estudo sobre a influência da herança genética entre 

camundongos Balb/c, C57/BL6 e Swiss na avaliação da inflamação, revelou diferenças entre 

as três linhagens de camundongos. O camundongo Balb/c apresenta resposta inflamatória 

neutrofílica mais intensa quando comparado com as outras linhagens, porém essa atividade é 

semelhante entre as linhagens com 14 dias pós implante. Na análise do recrutamento de 

macrófagos, não há diferença entre os grupos nos primeiros dias pós implante, todavia, os 

camundongos Swiss são capazes de recrutar mais macrófagos tardiamente quando comparados 

com as outras linhagens. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), responsável por 

estimular a formação de vasos sanguíneos é mais elevado nos camundongos Balb/c com 10 dias 

pós implante quando comparado com as outras linhagens, no entanto, a esponja do Swiss 

apresenta maior formação de vasos comparado com as outras duas linhagens. Um estudo, 
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demonstrou que os camundongos Balb/c formam menos vasos colaterais em relação aos 

camundongos C57/BL6 e que esses vasos são perdidos 3 semanas após o nascimento 

(Chalothorn et al., 2007). Dessa forma, é possível que essa característica vascular possa 

interferir na angiogênese presente na esponja (Marques et al., 2011). 

Considerando a importância de avaliar os mecanismos inflamatórios que estão 

envolvidos no processo da infecção ocasionada pela brucelose, o modelo de implante de 

biomaterial torna-se uma ferramenta promissora. Embora esse implante de biomaterial seja um 

excelente modelo para estudo de inflamação (Laschke et al., 2005; Morais et al., 2010), 

inclusive já tendo sido utilizado para avaliar inflamação em implantes com neoplasias (Viana et 

al., 2015), inflamação em diferentes condições metabólicas como diabetes ou obesidade ou 

modelos de doenças autoimunes (Campos et al., 2011; Lima et al., 2014; Socarrás et al., 2014; 

Pereira et al., 2017, Orellano et al., 2018), não há estudos que utilizam biomateriais sintéticos 

para avaliar inflamação in vivo causada por patógenos, em especial por Brucella sp. 

 

 

OBJETIVO GERAL 

Avaliar o processo inflamatório agudo induzido pela infecção por B. abortus e a 

influência do SST4 e BtpA no processo utilizando-se o modelo de implante de matriz sintética 

em camundongos. 

 
Objetivos específicos 

I- Caracterizar em esponjas de poliéster-poliuretano implantadas em camundongos 

Balb/C e em órgão sistêmico como baço, a recuperação bacteriana de B. abortus, B. 

abortus ΔbtpA e B. abortus ΔvirB2. 

II- Caracterizar em esponjas de poliéster-poliuretano implantadas em camundongos 

Balb/C a inflamação aguda induzida pela infecção por B. abortus, B. abortus ΔbtpA e B. 

abortus ΔvirB2 ou PBS, avaliando os tipos celulares inflamatórios e a formação de tecido 

fibrovascular. 

III- Caracterizar em esponjas de poliéster-poliuretano implantadas em camundongos 

Balb/C a localização da bactéria em células inflamatórias na fase aguda da inflamação. 

IV- Caracterizar em esponjas de poliéster-poliuretano implantadas em camundongos 

Balb/C, as citocinas e quimiocinas induzidas pela infecção por B. abortus, B. abortus 

ΔbtpA e B. abortus ΔvirB2 ou PBS.
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MATERIAL E MÉTODOS 

Delineamento experimental 

Total de 40 camundongos fêmeas BALB/c com idade de 6 a 8 semanas oriundos do 

biotério central (Universidade Federal de Minas Gerais – UFMG) foram utilizados neste estudo. 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo comitê de ética em pesquisa animal (CEUA-

UFMG, protocolo 91/2018). Os camundongos foram aclimatados durante uma semana antes de 

cada experimento e acomodados em gaiolas individuais em raque ventilada com sistema de 

exaustão, recebendo ração e água ad libitum e mantido sob um ciclo claro/escuro de 12 horas, a 

24ºC em biotério de biossegurança nível 3. 

O desenvolvimento da resposta inflamatória foi avaliado em quatro grupos 

experimentais com 7 e 14 dias após o implante da esponja sintética (dpie) e 6 e 13 dias após 

infecção por Brucella abortus. Os grupos experimentais avaliados foram: grupo B1: infectados 

com Brucella abortus 2308 (n=5); grupo B2: infectados com B. abortus ΔbtpA (n= 5); grupo 

B3: B. abortus ΔvirB2 (n=5), grupo controle: inoculado com PBS (n=5). O delineamento 

experimental está sumarizado no esquema apresentado na Figura 3.  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 3: Delineamento experimental. No dia 0, foi realizado o implante de duas esponjas no tecido 

subcutâneo da região cervical dos camundongos. Vinte quatro horas pós implante, os camundongos 

foram inoculados diretamente na esponja com 50μl de PBS (controle) ou 50μl de 104 UFC de B. abortus 

2308, B. abortus ΔbtpA, B. abortus ΔvirB2 em cada esponja. Nos dias sete (n=5) e 14 (n=5) pós 

inoculação foi realizada a eutanásia dos camundongos e esponja e baço foram coletados para análise 

bacteriológica, e esponja para análise histológica e bioquímica da resposta inflamatória. 
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Preparo e implantação dos discos de matriz sintética (esponja) 

Discos de 0,8 cm de diâmetro e 5 mm de espessura foram obtidos de uma placa de 

poliéster- poliuretano (Vitafoam Ltda., Manchester, UK), utilizando um punch cirúrgico, 

gentilmente cedidos pela professora Monica Diniz Ferreira (UFMG). As esponjas foram 

colocadas em etanol 70% v/v por no mínimo de 24 horas e autoclavadas em água destilada. Para 

a implantação das esponjas, os camundongos foram anestesiados com solução de xilazina 2% e 

cetamina 10% (16 e 100 mg/kg, respectivamente) por via intraperitoneal e submetidos à 

tricotomia e à assepsia da região cervical dorsal para alocação do implante sintético no espaço 

subcutâneo. Foi realizado uma incisão no dorso da região cervical e após delicada divulsão do 

tecido subcutâneo, foi depositado dois implantes de esponjas, seguido pela sutura cirúrgica (fio 

de sutura agulhado 4-0). Os animais foram mantidos em observação pós-cirúrgica e finalmente 

alojados em gaiolas individuais com ração e água ad libitum (Andrade et al., 1997). 

 
Cultivo de B. abortus e infecção das esponjas por Brucella abortus 

O inóculo foi preparado a partir da cepa virulenta B. abortus 2308 e das cepas mutantes 

B. abortus ΔbtpA e B. abortus ΔvirB2 cultivadas em placa com meio sólido Trypticase soy Agar 

(TSA) (Becton-Dickson, USA) por quatro dias em estufa a 37°C e 5% de CO2. Colônias 

coletadas da placa foram ressuspendidas em tampão fosfato salina (PBS) e a concentração por 

unidades formadoras de colônia (UFC) /mL determinada usando espectrofotômetro e 

comprimento de onda de 600nm (SmartSpec, BioRad). Para estimar a concentração final do 

inóculo foi considerado para Brucella o valor de densidade óptica 1 = 3x109 UFC/mL. Vinte 

quatro horas após o implante, 50 μL do inóculo contendo 1x 104 UFC de B. abortus 2308, B. 

abortus ΔbtpA, B. abortus ΔvirB2 ou PBS foram inoculadas com seringa diretamente em cada 

esponja implantada na região cervical do camundongo. Diluições seriadas na base 10 das 

culturas bacterianas foram plaqueadas em meio TSA para confirmação do inóculo. Todos os 

procedimentos experimentais foram realizados em biotério de segurança nível 3. As cepas 

mutantes utilizadas neste estudo foram previamente descritas (Tabela 1) (Sá et al., 2012; Vieira, 

2012).
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       Tabela 1. Cepas mutantes utilizadas no trabalho. 
 

B. abortus 

mutante 

Localização da mutação Plasmídeo Resistente Descrito por: 

B. abortus 

ΔvirB2 

Cromossomo II de 

Brucella spp 

pAV2.2 Kanamicina Sá et al., 2012 

B. abortus 

ΔbtpA 

Cromossomo 1 de B. 

abortus (BAB1_0279) 

pBMEI1674 Kanamicina Vieira, 2012 

 
Extração dos implantes 

Após 7 dpie ou 14 dpie, cinco camundongos por grupo foram submetidos a eutanásia 

com sobredose de anestésico (Solução de Xilazina 2%, 30 mg/Kg + Cetamina 10%, 300 

mg/Kg), administrada por via intraperitoneal. Os implantes foram removidos, pesados e uma 

esponja destinada a análises histopatológicas e imunoistoquímica e a outra esponja destinada 

para contagem bacteriana e testes bioquímicos. 

 
Contagem bacteriana 

As esponjas foram maceradas em 2 mL de PBS estéril em tubo falcon de 50 mL, em 

seguida feita a diluição seriada na base 10 e 100 mL plaqueados em meio TSA (Becton-Dickson, 

USA). Após quatro dias de incubação em estufa a 37°C e 5% de CO2 as colônias foram contadas 

e UFC/g de esponja e baço foi determinado. 

 

Avaliação microscópica das esponjas 

Para avaliar as alterações microscópicas do processo inflamatório, os implantes (um 

implante por animal) foram processados por inclusão em parafina e cortes seriados de 4 μm 

corados por hematoxilina-eosina (HE). Todas as alterações histopatológicas foram descritas, 

além do tipo e intensidade do infiltrado inflamatório, bem como a formação tecido fibrovascular, 

sendo 0= ausente, 1= discreto, 2= moderado ou 3= intenso. 

 

Imunoistoquímica 

Os cortes histológicos em lâminas foram desparafinizadas com imersão em xilol por 15 

minutos por 2 vezes, reidratadas em banhos de 3 minutos em etanol com diluições decrescentes 

(100, 100, 90 e 80%) e realizado 3 lavagens com PBS por 5 minutos. A recuperação do antígeno 

foi realizada em banho-maria a 95ºC por 20 minutos com solução de citrato/fosfato pH 6,0 para 

imunoistoquímica para marcação de de neutrófilos. Após desparafinizar e reidratar, as lâminas 
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foram imersas em solução bloqueadora de peroxidase endógena por meio do peróxido de 

hidrogênio 3% e bloqueio de ligações inespecíficas com leite em pó (Molico, Nestlé®) 6%, por 

uma 1 hora cada passo. Após o bloqueio, as lâminas foram incubadas com seus respectivos 

anticorpos primários. A Tabela 2, lista os clones, diluições, recuperação antigênica e anticorpos 

secundários utilizados. A imunomarcação foi relevada com cromógeno 3’3-diaminobenzidina 

(Liquid DAB+Substrate Chromogen system; Dako North America, Via Real Carpinteria, CA, 

USA) por 25 segundos para Brucella sp. e 1 minuto para a marcação dos neutrófilos, e as 

lâminas foram coradas com hematoxilina de Mayer por quatro segundos. Como controle 

negativo, o anticorpo primário foi substituído por PBS. 

 
Tabela 2: Características dos anticorpos para a imunoistoquímica 

 

Identificação do 

anticorpo 1º 

Clone Produzido 

em 

Diluição Anticorpo 

secundário 

Empresa 

Brucella sp. Policlonal Coelho 1:1000 EnVision™ FLEX+ 

system – Dako 

In-house 

Santos et al., 1998 

 

NIMP-R14: 

sc-59338 

(Neutrófilo) 

Monoclonal Rato- 

IgG 

1:100 IgG anti rato 

biotinilada (1:50) + 

estreptavidina 

conjugada com 

peroxidase (Dako) 

SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY, 

INC. 

 

 

 Análise morfométrica 

Fotomicrografia com aumento de 25X foi obtida de 1 esponja de cada animal dos 

diferentes grupos nos diferentes tempos para análise morfométrica usando microscópio BX40 

(Olympus Company, Shinjuku, Tokio, Japão). Com o qual, toda a área da esponja foi delimitada 

e posteriormente, realizada a demarcação somente da área com formação de fibrovascular e o 

resultado da diferença foi expresso em porcentagem da área total da esponja ocupada por tecido 

fibrovascular. 

 
Análise bioquímica da atividade de mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglicosaminidase 

(NAG) 

A atividade de neutrófilos e macrófagos foram avaliadas nas esponjas de forma indireta 

pela mensuração da atividade da mieloperoxidase (MPO) e níveis de acetilglucosaminidase 

(NAG), respectivamente. Após maceração de 1 implante em 2 mL de PBS, 1,5 mL do macerado 

foi centrifugado 500 μL do sobrenadante foi separado para ELISA e 250 μL do sedimento foi 
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homogeneizado com 750 μL de tampão fosfato de sódio 80 mM, pH 6,0 para análise de MPO 

e mais 250 μL do sedimento homogeneizado com 750 μL de solução salina-Triton X-100 para 

análise de NAG. 

A atividade de MPO das amostras de sedimento foi avaliada quantificando a absorvância 

(densidade óptica, OD) a 450 nm utilizando tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H2O2 (0,3 mM). A 

reação foi terminada adicionando 50 mL de H2SO4 (4 M), conforme Socarrás et al., (2014). 

A atividade de NAG das amostras do sedimento foi avaliada mensurando a absorbância 

(OD) utilizando p-nitrofenil-N-acetil-beta-D-glucosamina, conforme Socarrás et al., (2014). Os 

resultados foram expressos como OD/g de esponja. 

 

Mensuração por ELISA de citocinas e quimiocinas dos implantes de esponja 

Os implantes foram homogeneizados em 2 mL de PBS pH 7,4 e centrifugados a 10000 

x g durante 10 minutos e 500 µL de sobrenadante estocado a -20ºC. O fator de necrose tumoral 

alfa (TNF- α), fator de crescimento transformante beta (TGF- β1), quimiocina derivada de 

queratinócito (KC), ligante de quimiocina C-C Motif 2 (CCL2), interferon-gama (IFN- γ) e 

interleucina 10 (IL-10), foram mensurados em 50 μL do sobrenadante usando Kits de 

Imunoensaio (ReD Systems, EUA) e seguindo o protocolo do fabricante. Foi adicionado nas 

placas 50 μL de anticorpo de captura em cada poço, a placa foi vedada e acondicionada em 

caixa escura e úmida a 4ºC e incubada overnight. A seguir, foi realizada a lavagem das placas 

com tampão de lavagem e posteriormente adicionado 150 μL de tampão de bloqueio por poço, 

então a placa foi vedada novamente e incubada à temperatura ambiente por 1 hora. As amostras 

foram descongeladas e centrifugadas a 1200 g por 10 minutos, posteriormente 100 μL do 

branco, dos padrões e das amostras foram adicionadas as placas e incubadas a 4ºC overnight. 

No dia seguinte, após a remoção do conteúdo da placa pelo tampão de lavagem, foi adicionado 

50 μL o anticorpo de detecção biotinilado em cada poço. Em seguida, foi adicionado o 

conjugado estreptavidina – HRP por 20 minutos, realizada a lavagem com tampão de lavagem 

e adicionado o substrato – OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride). A reação foi 

interrompida com a solução de paralização (H2SO4 1M) e a intensidade da cor foi medida a 450 

nm no espectrofotómetro (E max - Molecular Devices). Os resultados foram expressos como 

pg de citocina / mg de esponja. 
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       Análise estatística 

Todos os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism versão 6. Foi usado 

análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey para comparar o valor de unidades 

formadoras de colônia (UFC), peso (g) das esponjas, análise bioquímica e níveis de citocinas. 

O teste de não paramétrico Kruskal-Wallis foi usado comparar os escores histopatológicos. 

Valores de p <0,05 foram considerados significativos. 

 
RESULTADOS 

Recuperação bacteriana no baço e esponja dos camundongos infectados 

Houve recuperação bacteriana no baço de camundongos infectados com B. abortus 

2308, demonstrando que após a inoculação bacteriana na esponja implantada no espaço 

subcutâneo, B. abortus consegue disseminar e estabelecer infecção sistêmica (Figura 4A e B). 

A recuperação bacteriana no baço 7 dpie e 14 dpie foi semelhante entre 2308 e ΔbtpA, mas não 

houve recuperação bacteriana do baço de camundongos infectados com ΔvirB2 (Figura 4A e 

B). A colonização bacteriana na esponja foi detectada nos três grupos  sendo maior nos 

camundongos infectados com 2308 e ΔbtpA quando comparados com ΔvirB (p <0,05) (Figura 

4C e D). Houve aumento de 2 logs de UFC nos grupos 2308 e ΔbtpA indicando que a bactéria 

multiplicou no tecido da esponja. É possível observar maior imunomarcação de B. abortus nos 

grupos 2308 e ΔbtpA em relação ao grupo ΔvirB2 (Figura 4E).
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Figura 4: Recuperação bacteriana no baço e esponja. Os camundongos foram infectados com 104 

UFC/esponja de Brucella abortus 2308 (WT), B. abortus ΔbtpA, B. abortus ΔvirB2 ou PBS (MOCK) 

(controle) (n=5) após 24 horas do implante o UFC foi determinado no baço (A-B) e esponja (C-D) nos 

tempos de sete (A-C) e 14 (B-D) dias após implante da esponja. Linha tracejada representa limite de 

detecção do teste. **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001. A imunomarcação de B. abortus (E) nas 

esponjas mostrou maior quantidade de bactéria nos grupos B. abortus 2308 e B. abortus ΔbtpA com 

localização predominantemente intracelular, aumento 40X. Os resultados foram analisados utilizando o 

teste de variância (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. Pontos representam os camundongos e as 

barras a média/SD. 
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Mensuração de citocinas inflamatórias 

Ao analisar IFN- e IL-10 do sobrenadante das esponjas, não foi observado diferença 

estatística entre os grupos com 7 dpi (Figura 5A e C). Aos 14 dpie, os grupos B. abortus 2308 e 

ΔbtpA apresentaram maior produção de IFN- comparado com os grupos ΔvirB2 e PBS (Figura 

5B). Maior produção de IL-10 foi observada no grupo PBS e menor produção de IL10 foi 

observada no grupo ΔbtpA quando comparado com o grupo B. abortus (Figura 5D). 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
Figura 5: Análise de citocina pró e anti-inflamatória. Esponjas implantadas em camundongos (n = 

5) foram infectadas com 1x104 UFC de Brucella abortus 2308 (WT), B. abortus ΔbtpA, B. abortus 

ΔvirB2 e inoculado PBS (MOCK) como controle. Sete e 14 dias pós implante, os camundongos foram 

eutanasiados e a esponja colhida para análise da secreção de IFN- (A e B) e IL-10 (C e D) medida por 

ELISA. *P <0.05,***P <0,001. Os resultados foram analisados utilizando análise de variância 

(ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. 
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Na análise do TNF-α que é uma citocina pró-inflamatória induzida na fase aguda da 

inflamação, não foi observado diferença estatisticamente significativa na concentração de TNF-

α entre os grupos com 7 dpie e 14 dpie (Figura 6A e B). Ao analisar o TGF-β1 que é uma 

proteína responsável por controlar a proliferação, diferenciação e imunidade celular, 

relacionada com a inflamação crônica, não foi observada diferença significativa entre os grupos 

aos 7 dpie (Figura 6C), mas com 14 dpie (Figura 6D), os grupos PBS e ΔvirB2 apresentaram 

maior proliferação celular quando comparado com os grupos B. abortus 2308 e ΔbtpA, 

indicando que B. abortus interfere no processo proliferação tecidual na esponja. 

 

 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

Figura 6: Níveis de citocinas em implantes de esponja. Esponjas implantadas em camundongos (n=5) 

foram infectadas com 1x104 UFC de Brucella abortus 2308 (WT), B. abortus ΔbtpA, B. abortus ΔvirB2 

e inoculado PBS (MOCK) como controle. Sete e 14 dias pós implante, os camundongos foram 

eutanasiados e a esponja colhida para análise da secreção de (A - B) TNF-α, (C- D) TGF-β1. Foi 

considerado diferença significativa, quando o *P <0.05. Os resultados foram analisados por ANOVA 

seguido pelo teste de Tukey. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Diferencia%C3%A7%C3%A3o_celular


 

 

 

39 

 

 

Avaliação microscópica do processo inflamatório na esponja 

Na avaliação histopatológica das esponjas não houve diferença na quantidade de 

infiltrado inflamatório no centro da esponja entre os grupos aos 7 dpie. Contudo, aos 14 dpie 

esponjas dos grupos B. abortus ΔvirB2 e controle negativo estavam mais celularizadas (Figura 

7A), com maior infiltrado inflamatório composto por neutrófilos, macrófagos, células gigantes 

multinucleadas e raros mastócitos. Ao analisar a formação do tecido fibrovascular, fenômeno 

mais tardio do processo, ocorreu maior formação nas esponjas dos grupos B. abortus ΔvirB2 e 

controle em comparação com os grupos B. abortus 2308 e ΔbtpA principalmente aos 14 dpie 

(Figura 7B). Na análise de escore de inflamação (Figura 7C-D) e na análise de tecido de 

granulação (Figura 7E-F) não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos. 

Adicionalmente, a formação de tecido fibrovascular na esponja foi determinada pela 

porcentagem da área da esponja ocupada por capsula e tecido inflamatório associada a tecido 

conjuntivo jovem vascularizado em relação a área total da esponja. Aos 7 dpie, formação 

fibrovascular foi semelhante entre os grupos (Figura 8A). No entanto, aos 14 dpie, os grupos 

ΔvirB2 e controle apresentaram maior formação de tecido fibrovascular na esponja quando 

comparados com os grupos B. abortus 2308 e ΔbtpA (Figura 8B). 
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Figura 7: Aspectos microscópicos da esponja. Esponjas infectadas com 1x104 UFC de Brucella 

abortus 2308 (WT), B. abortus ΔbtpA, B. abortus ΔvirB2 e inoculado PBS (MOCK) como controle, foram 

colhidas para análise histopatológica. Imagens representativas do centro da esponja (A) e do tecido 

fibrovascular periférico (B) com 7 e 14 dpie (H&E, aumento de 20x), mostrando aumento de 

celularidade no centro da esponja dos diferentes grupos. Análise de escore de inflamação (C e D) e 

tecido de granulação (E e F) dos quatro grupos com 7 e 14 dpie. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 8: Formação de tecido fibrovascular na esponja. Esponjas implantadas em camundongos 

(n=5) e infectadas com 1x104 UFC de Brucella abortus 2308 (WT), B. abortus ΔbtpA, B. abortus 

ΔvirB2 e inoculado PBS (MOCK) como controle, foram colhidas com 7 (A) e 14 dpie (B) para 

mensuração morfométrica da área da esponja ocupada por capsula e tecido inflamatório associada a 

tecido conjuntivo jovem vascularizado. *P <0.05, ** P <0,01, ***P <0,001. Os resultados foram 

analisados utilizando o teste ANOVA seguido pelo teste de Tukey 

 
Quantificação de neutrófilos 

A dosagem de MPO possibilita quantificar de forma indireta a atividade de neutrófilos 

recrutados na lesão durante a inflamação (Pereira et al., 2012; Socarrás et al., 2014). Não houve 

diferença significativa estatistica na análise de MPO nos grupos avaliados nos diferentes tempos 

(Figura 9A e B) e na análise de KC nos grupos com 7 dpi. Contudo, aos 14 dpi, houve maior 

concentração de KC nas esponjas infectadas B. abortus ΔvirB2, quando comparada a 2308 e 

ΔbtpA (p <0,05) (Figura 9C e D). Ao analisar a imunoistoquímica para neutrófilos, observamos 

maior marcação nos grupos aos 14 dpie comparado aos 7 dpie (Figura 9E). A contagem de 

neutrófilos por campo demonstrou menor quantidade nos grupos B. abortus 2308 e ΔbtpA 

quando comparado com ΔvirB2 e PBS (Figura 9F). 
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Figura 9: Quantificação de neutrófilos na esponja. Esponjas implantadas em camundongos (n=5) e 

infectadas com 1x104 UFC de Brucella abortus 2308 (WT), B. abortus ΔbtpA, B. abortus ΔvirB2 e 

inoculado PBS (MOCK) como controle foram avaliadas aos sete e 14 dpie quanto a atividade da enzima 

mieloperoxidase (A e B), a concentração da citocina KC (C e D) e marcação imunoistoquímica de 

neutrófilos (40x) (E) e contagem morfométrica pelo software ImageJ (F e G). Resultado considerado 

significativo quando o *P <0.05. Os resultados foram analisados utilizando análise de variância 

(ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. 

 

 

Quantificação de macrófagos ativados 

A enzima N-acetil-b-D-glicosaminidase (NAG) está presente nos macrófagos ativados 

e pode ser facilmente quantificada (Pereira et al., 2012; Socarrás et al., 2014). Aos 7 dpie, houve 

maior atividade de NAG no grupo infectado com a cepa de B. abortus 2308 comparada aos 

demais grupos (*P <0,05) (Figura 10A). Aos 14 dpie notou-se uma redução de NAG na cepa 

WT quando comparado aos grupos ΔvirB2 e PBS (*P <0,05), demonstrando a capacidade da B. 

abortus de modular a atividade dos macrófagos na lesão (Figura 10B). O CCL2, uma das 

quimiocinas que participam do recrutamento de macrófagos, foi mensurado na esponja e 

observamos que aos 7 dpie, a concentração CCL2 foi maior no grupo B. abortus 2308 do que 

nos demais grupos (*P <0,05), enquanto que aos 14 dpie houve redução de CCL2 no grupo B. 

abortus 2308 e aumento nos grupos ΔvirB2 e PBS (*P <0,05) (Figura 10C e D). Células gigantes 

multinucleadas que são macrófagos fundidos presentes no tecido inflamatório, foram 

observadas somente aos 14dpie, e apenas nos grupos ΔvirB2 e PBS (Figura 10 E e F). 
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Figura 10: Quantificação de macrófagos na esponja. Esponjas implantadas em camundongos (n=5) 

e infectadas com 1x104 UFC de Brucella abortus 2308 (WT), B. abortus ΔbtpA, B. abortus ΔvirB2 e 

inoculado      PBS (MOCK) como controle foram avaliadas aos 7 e 14 dpie quanto a atividade da enzima 

N-acetil-b-D- glicosaminidase (A e B), a concentração da citocina CCL2 (C e D) e a contagem de células 

gigantes multinucleadas (seta amarela) por campo foi realizada em H&E, aumento de (60x) (E e F). 

Resultado considerado significativo quando o *P <0.05. Os resultados foram analisados utilizando 

análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. 
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DISCUSSÃO 

Este é o primeiro trabalho que estuda o perfil inflamatório induzido pela infecção por B. 

abortus em modelo in vivo utilizando uma plataforma de biomaterial sintético, no qual, observamos 

que B. abortus tem a capacidade de modular a inflamação in vivo em modelo de esponja e que SST4 

funcional, mas não BtpA, influencia significativamente no perfil inflamatório. A inflamação é 

uma reação importante da resposta imune contra infecção, porém, um estímulo inflamatório 

persistente, como o que ocorre na infecção por B. abortus, leva a uma inflamação crônica que 

pode ocasionar lesões graves fatais ou debilitantes no hospedeiro. O estudo da inflamação é 

importante para poder entender quais são os tipos celulares que influenciam na modulação da 

infecção e no estabelecimento das lesões associada a brucelose. 

Nós mostramos que B. abortus 2308, B. abortus ΔbtpA são capazes de sobreviver e se 

replicar no implante sintético, e disseminar sistemicamente, como demonstrado na recuperação 

bacteriana do baço. Já B. abortus ΔvirB2, assim como em outros estudos in vivo, é incapaz de 

persistir com a infecção neste modelo (Sun et al., 2002; den Hartingh et al., 2004; Rolán e 

Tsolis, 2007), demonstrando que o SST4 é essencial para a persistência da B. abortus no 

hospedeiro. É interessante notar que a depleção de BtpA não interfere com a sobrevivência e 

replicação intracelular da bactéria, e consequentemente com estabelecimento e persistência da 

infecção no modelo murino, assim como demonstrado em outros artigos que avaliam a depleção 

de BtpB ou uma dupla depleção de BtpA e BtpB (Salcedo et al., 2013; Hielpos et al., 2017). 

Em experimentos in vivo utilizando mutantes deficientes de SST4, demonstram que essas cepas 

conseguem sobreviver no baço dos camundongos até três dias após a infecção de forma 

semelhante à cepa selvagem (Rolán and Tsolis, 2007), porém, após o período inicial da 

infecção, as bactérias selvagens conseguem sobreviver e replicar, enquanto que as cepas 

mutantes são eliminadas (Rolán and Tsolis, 2007; Den Hartigh et al, 2008). Interessantemente 

observado neste estudo, é que B. abortus selvagem tem habilidade de replicar também na 

esponja. 

Este estudo demonstrou com análise do perfil inflamatório na esponja, baseado em 

produção de citocinas e quimiocinas, migração de células inflamatórias como neutrófilos e 

macrófagos, formação de tecido de granulação e inflamação granulomatosa, que B. abortus é 

capaz de interferir no processo, impedindo ou retardando o estabelecimento do tecido 

inflamatório na matriz sintética. Estes achados colaboram para o conceito de que Brucella 

é uma bactéria patogênica que induz uma resposta inflamatória inicial fraca ou silenciosa 

(Paixão et al., 2009; Barquero-calvo et al., 2007; Carvalho Neta et al., 2008). O sucesso da 

capacidade furtiva de Brucella envolve as características estruturais do envelope bacteriano, que 



 

 

 

46 

 

 

são capazes de evitar seu reconhecimento pelo sistema imunológico inato (Atluri et al., 2011; 

Barquero-calvo et al., 2007), como por exemplo, o LPS baixa endotoxicidade, sendo mal 

sinalizado pelo TLR4 (Lapaque et al., 2005; Cardoso et al., 2006), a não ativação do TLR5 

devido à ausência de flagelo, expressão de proteínas semelhante a ao domínio TIR, que são 

capazes de interferir com na sinalização de diferentes receptores TLR (Radhakrishnan et al., 

2009; Salcedo et al., 2013; Hielpos et al., 2017; Salcedo et al., 2008). 

O perfil inflamatório observado na esponja com PBS foi semelhante aos outros trabalhos 

prévios que utilizam este modelo de biomaterial sintético (Marques et al., 2011; Orellano et al., 

2018; Campos et al., 2006), mesmo implantando duas esponjas ao invés de uma esponja. Com 

este estudo podemos observar que o implante simultâneo de duas esponjas no subcutâneo do 

camundongo permite avaliação em um mesmo animal da produção de citocinas e migração de 

células inflamatórias e tecido fibrovascular aos 14 dpi. Aos sete dpi há pouca infiltração celular 

e formação de tecido fibrovascular, que pode justificar não detecção de diferença entre os 

grupos na maioria das análises realizadas. 

Este estudo demonstrou ainda que a interferência de B. abortus no perfil inflamatório é 

dependente de SST4 funcional. Embora menor quantidade de bactéria possa justificar diferença 

no perfil inflamatório entre grupos B. abortus 2308 e ΔvirB2, não explica o mesmo perfil 

inflamatório observado nas esponjas dos grupos ΔvirB2 e PBS. Estudos prévios demonstram 

que SST4 é importante para indução de reposta inflamatória causada por Brucella spp. no 

hospedeiro. B. abortus é capaz de induzir expressão de genes relacionados a resposta imune 

mediada por IFN-γ, em baço de camundongos nos primeiros dias após infecção, enquanto que 

as mutantes deficientes de SST4 não conseguem (Roux et al., 2007). Rolán and Tsolis, 2008 

demostraram que a maior produção de IFN-γ em camundongos infectados com B. abortus com 

SST4 funcional pode influenciar no curso da lesão inflamatória granulomatosa (Rolán et al., 

2009). 

A produção de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias é induzida na infecção 

por B. abortus (Byndloss and Tsolis, 2015). Neste estudo, mostramos que B. abortus induz de 

forma significativa a produção de IFN-γ, mas não de IL-10 aos 14 dpi, embora induza uma 

maior produção de IL-10 do que IFN-γ aos sete dpsi. Interessantemente, mesmo com o aumento 

dos níveis de IFN-γ, B. abortus 2308 conseguiu ainda sobreviver e multiplicar na esponja com 

sete e com 14dpie, indicando IFN-γ produzido localmente, não é suficiente para controlar 

infecção na esponja. Como Brucella spp. possui a capacidade de entrar na célula do hospedeiro 

e chegar ao seu sítio de replicação de forma silenciosa, a posterior ativação do macrófago não é 

suficiente para inibir o crescimento da bactéria (Salcedo et al., 2008). A resposta imune 
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desencadeada pela infecção por Brucella com SST4 funcional está relacionada à produção de 

IFN-γ, que auxilia na resposta imune tipo T helper 1, resposta considerada protetora contra 

bactérias intracelulares como Brucella sp. (Rolán and Tsolis, 2007; Rolán and Tsolis, 2008). A 

IL-10 é considerada uma citocina imunoregulatória, capaz de inibir a ativação de macrófagos e 

dendríticas, sendo conhecida principalmente por afetar a produção de citocinas Th1, incluindo 

o IFN-γ (Xavier et al., 2013a; Corsetti et al., 2013). Embora ausência de IL-10 favorece o 

controle da infecção por B. abortus, reduzindo a carga bacteriana, camundongos infectados 

apresentam lesões inflamatórias mais agudas e mais graves (Xavier et al., 2013a). 

Sabe-se que na fase aguda da infecção por Brucella, tem a secreção de citocinas, cujo 

papel envolve promover a resposta imune e inflamatória entre as citocinas, o TNF-α é 

responsável por promover o recrutamento de células inflamatórias para o local da infecção 

(Zhan et al., 1996) e TGF-β1 está relacionado com a inflamação crônica, por favorecer o 

processo de reparo (Byndloss and Tsolis, 2015). Embora diversos estudos demonstrem 

interferência de B. abortus na produção TNF-α (Gomes et al., 2012; Xavier et al., 2013a; Oh and 

Li, 2013) não detectamos diferença entre os grupos no modelo de esponja. A maior concentração 

nível de TGF-β1 nos grupos B. abortus ΔvirB2 e PBS quando comparado ao grupo B. abortus 

2308, indica que houve uma menor produção dessa citocina neste grupo, provavelmente devido 

ao não estabelecimento do tecido fibrovascular, rico em macrófagos produtores de TGF-β1. 

A primeira linha de defesa da resposta inata é composta de células inflamatórias, como 

os neutrófilos, monócitos/macrófagos (Byndloss and Tsolis, 2016; Gomes et al., 2012). Tanto 

o implante de esponja que leva a formação de uma resposta tipo corpo estranho, como a infecção 

por Brucella abortus, induzem o influxo dessas células inflamatórias. Após a infecção, os 

neutrófilos são as primeiras células a fagocitar B. abortus, estas células são então ativadas, 

liberam citocinas e formam armadilhas extracelulares de neutrófilo (Barquero-Calvo et al., 

2013). No entanto, Brucella consegue sobreviver dentro dos neutrófilos por um período 

prolongado (Kreutzer et al., 1979), podendo servir como veículos para a dispersão bacteriana 

(Gutiérrez-Jiménez et al., 2019). Em contraste com o envolvimento do neutrófilos, os 

macrófagos representam um papel central na infecção por B. abortus. Essas células permitem 

a multiplicação e sobrevivência da bactéria nos estágios iniciais, porém nos estágios posteriores 

são as principais células responsáveis pela eliminação da mesma. Ao entrar no macrófago, B. 

abortus remodela os fagossomos, evita a fusão de endossomos e lisossomos tardios, forma 

vacúolos contendo Brucella (BCVs) no retículo endoplasmático e estabelece seu nicho de 

replicação (Hong et al., 2000; Comerci et al., 2001. Na fase inicial da infecção, Brucella é capaz 

de prolongar a vida de macrófagos (Mф) e evitar a autofagia (Gross et al. al., 2000; Gorvel e 
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Moreno, 2002; Barquero-Calvo et al., 2007). O perfil inflamatório na esponja demonstrou que 

B. abortus é capaz de interferir no processo, por meio da atuação na migração de células 

inflamatórias, como neutrófilos e macrófagos, na formação de tecido de granulação e na 

inflamação granulomatosa, impedindo ou retardando o estabelecimento do tecido inflamatório 

na matriz sintética. Estes achados concordam com estudos prévios que demonstram que B. 

abortus induz uma resposta inflamatória inicial fraca ou silenciosa (Barquero-Calvo et al., 

2007). O sucesso da capacidade furtiva da Brucella envolve as características estruturais do 

envelope bacteriano, que são capazes de evitar seu reconhecimento pelo sistema imunológico 

inato (Barquero-Calvo et al., 2007), como por exemplo, o LPS liso de Brucella que possui baixa 

endotoxicidade, levando a má sinalização via TLR4 (Barquero-Calvo et al., 2007), a não 

ativação do TLR5 devido à ausência de flagelo, além da proteína semelhante a TIR, que 

interfere na sinalização de diferentes receptores TLR (Cirl et al, 2008; Salcedo et al., 2008; 

Radhakrishnan et al., 2009). 

Embora vários estudos tenham investigado o papel dos fatores de virulência e 

mecanismos de evasão de Brucella frente à resposta imune (Comerci et al., 2001; Gorvel e 

Moreno, 2002; Rolán et al., 2009; Jong et al., 2010), a caracterização da resposta inflamatória 

induzida pela infecção por Brucella abortus em implantes no subcutâneo de camundongo não 

havia sido realizada. Neste trabalho, a participação do processo inflamatório nas alterações 

encontradas na esponja foi avaliada quanto à atividade de enzimas e citocinas inflamatórias. 

A atividade de mieloperoxidade (MPO) é utilizada para indicar o recrutamento de 

neutrófilos para o local da lesão, visto que os neutrófilos representam a primeira linha de 

defesa do organismo (Gallet et al., 2011; Nunes et al., 2011). Além de sintetizar mediadores 

pró- inflamatórios, os neutrófilos são importantes para o recrutamento de macrófagos (Wright 

et al., 2010). Porém, neste trabalho não houve diferença significativa do recrutamento de 

neutrófilos nos grupos com sete e 14 dpie. Já na análise da enzima N-acetil-β-D-glicosaminidase 

(NAG), que está presente em macrófagos ativados, foi observado que a ativação de macrófagos 

com sete dpie foi maior no grupo B. abortus 2308 quando comparado com o grupo ΔvirB2 e 

PBS. 

E, esse resultado se inverteu ao 14 dpie, mostrando que Brucella abortus conseguiu 

reduzir a infiltração de macrófagos para a esponja. O KC e CCL2 são quimiocinas responsáveis 

por trair neutrófilos e macrófagos respectivamente para a infecção. Como observado em outros 

artigos (Salcedo et al., 2013; Hielpos et al., 2017) e em nosso trabalho, Brucella abortus e 

ΔbtpA, levam a expressão dessas quimiocinas com sete dias de infecção, porém, possuem a 

capacidade de inibi-las, ao contrário da ΔvirB2 e PBS que passam a superestimular as 
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quimiocinas mencionadas ao longo do curso infeccioso. De forma geral, a infecção por B. 

abortus atrai neutrófilos e macrófagos no início da infecção, porém, esse perfil muda com o 

tempo, demonstrando a capacidade da B. abortus de modular a resposta inflamatória. 

 
 

CONCLUSÃO 

Este estudo demonstra que Brucella abortus 2308 influencia na migração de células 

inflamatórias, que a deficiência de btpA induz um possui perfil inflamatório semelhante a cepa 

wt 2308 in vivo no modelo de implante sintético. A deficiência do SST4 influencia na 

sobrevivência intracelular e no curso da inflamação no modelo murino de implante sintético. 
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