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REsSumMO

Brucella abortus € uma bactéria Gram-negativa, patdgeno intracelular facultativo,
gue causa febre ondulante e artrite em humanos e infertilidade em animais,
resultando em sérias perdas econdmicas. O reconhecimento de Brucella por PRRs,
como os TLR2, TLR4 e TLR9, via molécula adaptadora MyD88, € importante para o
estabelecimento de uma resposta imune eficiente e controle da infeccéo.
Estimulados por uma série de novos trabalhos de imunidade inata relacionando a
sinalizacdo via IFN tipo | e a infeccdo de bactérias intracelulares, este trabalho
objetivou elucidar o papel da ativacdo do sistema interferon do tipo | na resposta
imune & infecgéo pela B. abortus. Inicialmente determinamos que a B. abortus induz
a producao de IFN-ae IFN-B, sendo a producao de IFN-B mais proeminente. Para
acessar o papel da sinalizacdo mediada pelo IFN-aBR, camundongos deficientes
para este receptor foram infectados e o nimero de bactérias viaveis recuperadas no
baco destes animais foi inferior ao recuperado em bago de camundongos selvagens.
Camundongos IFN-aBR”" apresentaram um maior nivel de IFN-y e NO assim como
um menor indice apoptdtico no baco. Associado a este fendtipo, o nivel de
expressdo do gene pro-apoptotico TRAIL se mostrou diminuido em BMM@s de
camundongos IFN-aBR” e a sinalizacdo mediada pela fosforilagdo de STAT1-
Tyr701 se mostrou inexistente nestas células. Para entender a ativacdo do sistema
de interferon do tipo | pela B. abortus o nivel de expresséo de IFN-B foi medido em
BMM@s de camundongos TLR2”, TLR4™, TLR9” ou TRIF", ndo apresentando
nenhuma diferenca quando comparadas com a expressdo deste gene em células
derivadas de camundongos selvagens. Contudo, a inducéo de IFN-B pela B. abortus

foi dependente da molécula MyD88. Para entender o papel de IRF-3 na ativacdo de
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interferon do tipo I, siRNAs para tal molécula foram utilizados se mostrando
eficientes na diminuicdo da expresséo de IFN-B. Algumas sinaliza¢des intracelulares
mediadas por receptores da imunidade inata que reconhecem acidos nucléicos
culminam na ativacao do ativador transcricional IRF-3. Para determinar se o DNA da
B. abortus seria um agonista capaz de induzir a expressao de IFN-3, BMM@s foram
estimulados com a bactéria viva ou com o DNA purificado. Os resultados obtidos
neste trabalho sugerem que tanto a bactéria viva quanto o seu DNA purificado sdo
capazes de induzir a expressao de IFN-B independente dos receptores TLR2, TLR4
ou TLR9, mas dependente da molécula adaptadora MyD88 e de IRF-3. Finalmente,
este trabalho sugere que ao induzir a producdo de IFN-B e apoptose, a B. abortus &
capaz de continuar seu processo infeccioso no hospedeiro escapando dos corpos
apoptoéticos atraves da fragmentacdo das membranas celulares, ou mesmo
utilizando os corpos apoptoticos como veiculo para infectar de maneira silenciosa

outras células do hospedeiro restabelecendo o seu ciclo de infeccéo.
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ABSTRACT

Brucella abortus is a Gram-negative bacterium, facultative intracellular pathogen,
which causes undulant fever in humans and infertility among animals, resulting in
serious economic losses. Brucella recognition mediated by PRRs, such as TLR2,
TLR4 or TLR9 via MyD88 is an important step to establish immune responses
against this organism and an efficient bacterial clearance. Based on recent studies
that have revealed the involvement of IFN-aBR signaling pathway in bacterial
infection, we decided to study the role of type | interferon system activation in the
innate immune response against B. abortus. Firstly, we determined that B. abortus
induced IFN-a and IFN-B production, being IFN-B more prominent. To access the
role of IFN-afR signaling, IFN-aBR” mice were infected and the number of viable
bacteria recovery from spleen showed to be lower when compared to wild type mice.
IFN-aBR” showed a greater increase in IFN-y and NO level in culture cells when
stimulated with B. abortus and a lower apoptotic index in spleen from these mice.
Related to this phenotype, TRAIL expression showed to be decreased in BMM@s
from IFN-aBR” mice and STAT1-Tyr701 phosphorilation was demonstrated
inexistent in these cells. To understand the type | interferon activation by B. abortus,
the IFN-B expression was measured in BMM@s from TLR2”, TLR4”, TLR9™ or
TRIF”. It was demonstrated that IFN-8 expression shows no difference in these mice
when compared to control mice cells. However, IFN-B expression requires MyD88-
signaling. Regarding IRF-3, siRNA demonstrated that IFN-B expression induced by
B. abortus is IRF-3-dependent. Additionally, to determine if B. abortus DNA is
capable to induce IFN-8, BMMd@s were stimulated with either live bacteria or purified

DNA. The results obtained here suggested that both live bacteria and their purified
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DNA were capable to induce IFN-B in a TLR2, TLR4 or TLR9 receptors independent
manner but dependent on MyD88 and IRF-3. In summary, this study suggests that B.
abortus induces IFN-B production and apoptosis to continue the infectious process in
the host. Apoptosis culminate not only with membrane cellular fragmentation leading
the B. abortus release where these released bacteria are able to infect new adjacent
host cells, but also the apoptotic bodies can be a vehicle to infect, in a silencing way,

other host cells.
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O papel da inducao de interferon do tipo | na regp@ imune inata a infec¢édo por Brucella abortus

1. INTRODUCAO



Introducao

1.1. O género Brucella e a Brucelose

1.1.1. Descoberta — Febre de Malta

Dentre as varias doengas infecciosas que assolam a humanidade, a
brucelose pode ser caracterizada como uma importante zoonose que
acompanha a histéria humana. A brucelose é uma doencga antiga, sendo
apontada como a quinta praga do Egito, onde dizimou a populagéo de bovinos
local (Pappas et al., 2006). Uma analise dos esqueletos de fugitivos da erupcéo
vulcanica de Pompéia revelou lesbes tipicas de brucelose em 17,4% dos
adultos encontrados (Capasso, 2000). Em 1859, Martson descreveu uma
fraqueza de origem infecciosa diferente da febre tifoide, que ele préprio sentia
(Vassalo, 1992). Alguns anos depois esta doenca foi descrita como “Febre do
Mediterraneo”, e atingiu varios marinheiros da Marinha Real Britanica alocados
na llha de Malta, sendo que o principal sintoma apresentado era uma fraqueza
cronica debilitante que podia se complicar a um reumatismo que afastava
varios marinheiros das suas atividades diarias (Wyat, 1999).

A brucelose s6 foi documentada clinicamente no final do século XIX pelo
entdo Capitdo David Bruce que isolou a bactéria do baco de casos fatais da
conhecida Febre de Malta em humanos (Nicoletti, 2002). A Febre de Malta era
uma enfermidade muito dificil de diferenciar sintomatica e clinicamente de
outras febres endémicas do litoral Mediterraneo e que causava grande
debilidade fisica a alguns soldados ingleses residentes nesta ilha e levava a
morte. O agente desta patologia era uma bactéria que foi denominada, pelo
seu descobridor, Micrococcus melitensis. Posteriormente, foi descoberto que a
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Introducao

mesma era transmitida através do consumo de leite de cabras residentes no
local. Este alimento era comumente dado a pacientes hospitalizados como
parte do tratamento contra o tifo, doenca também presente na llha de Malta,
por ser considerado um alimento fortificante. Em 1895, Bernhard Bang isolou
de um caso de aborto bovino, um cocobacilo Gram-negativo, o qual foi
denominado “Bacillus abortus”. Algum tempo depois foi observado uma grande
semelhanca entre o Micrococcus melitensis e o Bacillus abortus e decidiu-se
denominar este novo género, Brucella, em homenagem ao seu descobridor,

David Bruce (Figura 1) (Meyer, 1990).

g 1. Sir David Bruce e bactérias do género Brucella

1.1.2 O género Brucella

Os organismos causadores da brucelose séo cocobacilos gram-
negativos, iméveis, que ndo esporulam e ndo encapsulam (Corbel e Morgan,
1984). A recente classificacdo filogenética baseada no sequenciamento do
gene gque codifica a subunidade ribossomal 16S das bactérias desse género
(Moreno et al.,, 1990), as posicionou na classe a2-proteobacteria, ordem

Rhizobiales, familia Brucellacea e género Brucella. Esta classificacdo coloca o
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género Brucella relacionado a outros géneros de bactérias patogénicas
simbidticas de vegetais, como Agrobacterium tumefaciens e Rhizobium meliloti,
bactérias fotossintéticas como Rhodobacter sphaeroides e patdgenos
intracelulares obrigatorios, como a Rickettsia (Ugalde, 1999).

Classicamente sdo reconhecidas seis espécies de Brucella que exibem
caracteristicas antigénicas, metabdlicas e preferéncia ao hospedeiro distintas.
As espécies sao: Brucella melitensis, isolada de caprinos; Brucella abortus,
isolada de bovinos; Brucella suis, isolada de suinos; Brucella canis, isolada de
caninos; Brucella ovis, isolada de ovinos e Brucella neotomae que foi isolada
de um tipo de rato do deserto Norte americano. Recentemente foi proposta a
inclusdo de duas novas espécies a este género, Brucella cetaceae e Brucella
pinnipediae isoladas de mamiferos marinhos, cetaceans e pinnipeds,
respectivamente; ampliando a escala ecoldgica e a importancia deste género
como zoonose (Cloeckaert et al., 2001). As quatro primeiras espécies - Brucella
melitensis, Brucella abortus, Brucella suis e Brucella canis - sdo patogénicas
para os seres humanos em ordem de severidade de infeccédo, tornando, assim,
a brucelose uma zoonose de importancia mundial.

O genoma do género Brucella é caracterizado por dois cromossomos
circulares, geralmente de cromossomo | (2,1Mb) e cromossomo |l (1,15 Mb) e
um conteudo GC de aproximadamente 57%. A partir do seqienciamento do
genoma de alguns representantes do género, foi observada uma alta
similaridade de sequéncia entre &cidos nucléicos, tendo uma homologia de
90% em aproximadamente 3200 — 3400 open read frames (ORFs), em cada
genoma. Ademais, verificou-se que a maioria dos genes essenciais estado

localizados no cromossomo | (Halling et al., 2005).

19



Introducao

1.1.3 A Brucelose

A brucelose é uma enfermidade que traz preocupacfes sanitérias,
devido a sua possibilidade de transmissdo ao homem, e econdmicas, devido a
diminuicdo na produtividade animal em consequéncia desta doenca. Esta
enfermidade é adquirida principalmente através do contato com animais
infectados ou através do consumo de leite e seus derivados contaminados
(Nicoletti, 1989). A contaminacao direta por contato cutdneo-mucoso € a forma
de infeccdo mais frequente (75% dos casos). J& a contaminacdo digestiva
(25% dos casos) é dividida essencialmente entre o consumo de leite e
derivados contaminados e, raramente, pelo consumo de carne contaminada.
Em humanos, a brucelose causa febre ondulante, endocardite, artrite,
osteomielite e complicagdes neuroldgicas, enquanto nos animais domésticos
afeta principalmente os 6rgdos reprodutivos, causando aborto e infertilidade
temporaria (Young, 1988).

Apesar da B. melitensis ser a mais patogénica, B. abortus € a principal
fonte de infeccdo, por ser a espécie mais difundida no mundo (Figura 2)
(Corbel, 1997). No Brasil, a brucelose bovina ocorre em todo o territorio
nacional. Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude, o namero de
casos de brucelose bovina no Brasil cresceu de aproximadamente 13.000
casos em 2000 para aproximadamente 80.000 casos em 2004. Além da
possivel contaminacdo dos consumidores de produtos de origem animal, a
brucelose pode causar até 20% de perda da produtividade em rebanhos

bovinos e tornar a carne, leite e seus derivados vulneraveis a barreiras
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sanitarias no mercado internacional, causando um prejuizo de 32 milhdes de

dolares ao ano para a economia brasileira (Poester et al., 2002).
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Figura 2. Incidéncia mundial de  B. abortus .

No mapa as areas em vermelho indicam as regides onde ha alta incidéncia de brucelose. Em
amarelo estao destacado os paises aonde a brucelose ja foi erradicada e em verde aonde esta
doenca nunca foi reportada.

1.1.4 Patogénese

A patogénese causada pela infeccdo com a Brucella esta associada a
sua capacidade de evitar mecanismos extracelulares de defesa, como
anticorpos e complemento, e proliferar dentro das células do hospedeiro
(Sangari e Aguero, 1996). Embora a Brucella tenha a capacidade de infectar e
multiplicar-se em células fagociticas e nao fagociticas (Detilleux et al., 1990;
Jones e Winter, 1992), os macrdofagos sdo considerados como as principais

células de residéncia para este patégeno (Corbel, 1997).
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O primeiro estagio da infeccado pela Brucella se da quando a bactéria
entra em contato com superficies mucosas do hospedeiro. A infec¢cdo ocorre
guando a bactéria penetra na mucosa dos orificios nasal, oral ou conjuntival.
As bactérias penetram nas células do hospedeiro através da interacdo com
dominios discretos na superficie celular compostos por proteinas ancoradas, e
colesterdis denominados lipid rafts (Watarai et al., 2002; Cutler et al., 2005). De
particular interesse, presentes nos lipid rafts, sdo os receptores do tipo
scavenger. Acredita-se que parte da complexa interacdo que ocorre durante a
infeccdo entre as membranas do patégeno e hospedeiro seja, mediada por
ligacbes entre o lipidio-A, componente do lipopolissacarideo da membrana
externa da bactéria, e receptores scavenger (SR-A) (Lapaque et al., 2005). A
forma de entrada da bactéria, baseada na interacdo dos lipid rafts com
componentes intactos do LPS bacteriano (LPS liso), € extremamente
importante para uma infeccdo bem sucedida, uma vez que esta determina o

destino intracelular da bactéria (Figura 3) (Kim et al., 2002).
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Figura 3. Modelo da interacdo entre  B. abortus e as moléculas associadas ao
microdominio de lipidio e a formacao do fagossomo r eplicativo na célula do hospedeiro.
Adaptado de Lapaque et al. (2005).

No interior das células, a bactéria redireciona o trafego do fagossomo
através de um caminho uUnico, alcancando o seu nicho de replicacdo. Embora
esse processo seja heterogéneo, de acordo com o tipo celular, a maior parte
das bactérias, usualmente, ndo consegue redirecionar o trafego e acaba sendo
destruida apdés a fusdo com o lisossomo. As linhagens mais virulentas de
Brucella evitam a fusdo lisossomal e formam um nicho de replicacdo de
sublocalizacdo celular bem distinto na célula. A organela replicativa da
Brucella, conhecida como “Brucellossomo”, retém caracteristicas do reticulo
endoplasmatico, como marcadores Rab especificos, e localizacdo perinuclear

(Gorvel e Moreno, 2002). Este mecanismo de escape do sistema imune do
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hospedeiro torna-se a principal base para o estabelecimento da infeccdo

cronica.

A internalizacdo e o trafego intracelular sdo eventos distintos, que
envolvem mecanismos moleculares bacterianos especificos de cada uma
destas fases. A maturacdo e acidificacdo do endossomo ativam genes
associados a viruléncia. Dois sistemas de viruléncia se destacam nestes
processos, o sistema de dois componentes BvrS/BvrR, que controla a
expressdo de determinantes moleculares necessarios para a invasdo, e 0
sistema secrecdo do tipo IV, que controla o direcionamento do trafego
intracelular da Brucella. Acredita-se que a localizac&o privilegiada da Brucella
no interior das células aumente a disponibilidade de metabdlitos sintetizados ou

transportados através do reticulo endoplasmatico (Gorvel e Moreno, 2002).

1.2. Aresposta imune a infeccdo pela  Brucella spp .

Os mecanismos do sistema imune que controlam a infeccdo por
bactérias intracelulares sdo aqueles que ativam os mecanismos celulares que
tornam a célula infectada apta a eliminar a bactéria, ou eliminam a célula
infectada, tornando o patdgeno acessivel a outros mecanismos efetores do
sistema imune (Abbas et al., 2008). A resposta imune do hospedeiro contra a
infeccéo pela B. abortus envolve a ativagdo da imunidade inata, principalmente
através de receptores do tipo Toll, e ativacdo de células T CD4" e CD8"
antigeno especificas (Oliveira e Splitter, 1995), além da resposta humoral. A

producdo de IL-12, TNF-a e IFN-y, com a participacdo notavel de células
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apresentadoras de antigenos (APCs), e linfécitos Thl também séo

fundamentais para o controle da bactéria (Zhan et al., 1996).

1.2.1 Resposta imune inata a brucelose

O sistema imune inato confere ao hospedeiro uma ampla prote¢cdo aos
mais diversos patdégenos e é baseado em um repertério de receptores que
reconhecem componentes microbianos conservados (PAMPs — pathogens-
associated molecular patterns) (Albiger et al., 2007). A ligacao destes PAMPs a
seus receptores disparam sinais que ativam as APCs e facilitam a fagocitose
dos microrganismos (Akira et al., 2006). Esta reacao inicial ndo é antigeno ou

organismo especifica, e € referida como imunidade inata (Golding et al., 2001).

O reconhecimento dos PAMPs por APCs é uma etapa crucial para o
estabelecimento de uma resposta imune eficiente contra este patdgeno. Este
reconhecimento € mediado por receptores de padrées moleculares associados
a patégenos (PRRs) como os receptores do tipo Toll (TLRS), receptores do tipo

RIG-I (RLRS), e os receptores do tipo NOD (NLRs).

Os trés membros da familia dos RLRs — RIG-I (retinoic acid-inducible
gene 1), MDA5 (melanoma differentiation factor-5) e LGP-2 (laboratory of
genetics and physiology-2) — contém os dominios de RNA helicase DExD/H-
box e sdo capazes de reconhecer RNAs e induzir a expresséo de interferon do
tipo | (Yoneyama e Fujita, 2009). RIG-I e MDA5 possuem ainda dois dominios
de recrutamento e ativacdo de caspases na regido N-terminal que permite a
interacdo com a proteina adaptadora MAVS. Esta interacdo acarreta na

ativacdo de NF-kB, IRF-3 e IRF-7 culminando com a ativacdo de interferon e
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outros genes relacionados a resposta imune inata contra virus (Rehwinkel et

al., 2010).

A familia dos NLRs ultrapassa o numero de 20 membros em mamiferos
e a primeira evidéncia da existéncia de uma molécula intracelular capaz de
detectar PAMPs bacterianos foi demonstrada por Philpott e colaboradores
(2000) ao estudarem a ativagcdo de NF-kB no modelo de infeccdo por uma
forma invasiva de Shigella flexneri em células epiteliais em cultura (citado por
Fritz et al., 2006). Os NLRs sao caracterizados pela organizacdo modular dos
dominios LRRs (repeti¢cdes ricas em leucina) na por¢cao C-terminal, um dominio
central de ligacdo de nucleotideos e oligomerizagdo (NOD ou NACHT), e um
dominio N-terminal efetora de interac@o proteina-proteina. NOD 1 e NOD2 séo
membros dos NLRs que possuem na sua regidao N-terminal efetora o dominio
CARD relacionado ao recrutamento e ativacao de caspases e utiliza a molécula
adaptadora RICK (RIP2). RICK & uma cinase que esta associada a ativagdo de
NOD1 e NOD2 para a sinalizacao eficiente mediada por NF-kB e por MAPKs
(Park et al., 2007). Apesar ja demonstrado ser importante no reconhecimento e
na indugdo de citocinas pro-inflamatérias no modelo de infeccdo por
Mycobacterium tuberculosis e ser considerado como candidato no
reconhecimento de bactérias intracelulares, NOD2 parece ndo ter contribuicdo
significativa no controle da infeccdo por Brucella abortus in vivo como
demonstrado por nosso grupo recentemente (dados néo publicados). Contudo,
mais experimentos sdo necessarios para determinar e confirmar o papel deste

receptor na resposta a B. abortus.

Os receptores tipo Toll (TLRs), sdo proteinas transmembranicas que se
caracterizam por possuirem repeticdes ricas em leucina flanqueadas por
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regides ricas em cisteina em sua porgao extracelular. A por¢éo citoplasmética é
caracterizada por um dominio TIR (Toll/IL-1 Receptor), fundamental para a
sinalizacao intracelular (Akira et al., 2006). O reconhecimento de componentes
microbianos pelos TLRs inicia uma cascata de transducdo de sinais que
desencadeia a expressao de varios genes controladores da imunidade inata e

adquirida (Re e Strominger, 2004).

Sob reconhecimento do ligante cognato, cada TLR desencadeia
respostas distintas em associacdo com uma combinacdo diferente de quatro
adaptadores contendo o dominio TIR (MyD88, TIRAP/MAL, TRIF ou TRAM),
por meio de interacfes homofilicas desses dominios (Akira et al., 2006). O fator
de diferenciacdo mieléide 88 (MyD88), € uma molécula adaptadora de todos 0s
TLRs, exceto TLR3. Quando associada ao TLR, MyD88 recruta as proteinas
IRAK-1 (IL-1R-associated kinase-1), IRAK-4 e TRAF6 (tumour necrosis factor
receptor-associated factor 6) em um complexo. IRAK-1 e TRAF6 se dissociam
e interagem com TAK1 (transforming growth factor-g-activated kinase), levando
a ativacdo desta cinase. TAK1l ativada, fosforila IKK-b (IkB cinase), e
MAPcinase cinase 6 (MKK6) culminando com a degradacdo de IkB. Essa
degragadacéao deixa o fator nuclear kB (NF-kB - nuclear factor kB) livre para ser
translocado ao nucleo, e ativar multiplos genes de citocinas pro-inflamtérias
como IL-12 e TNF-a, assim como a ativacao de MAPKs, que possuem diversas

funcdes bioldgicas.

Os receptores TLR3 e TLR4, entretanto, sédo capazes de utilizar uma via
de sinalizacdo independente do adaptador MyD88 (Yamamoto et al., 2003),
mediada pelos adaptadores TRAM e TRIF, com resultados distintos. A via de

sinalizacdo de TLRs MyD88-independente, € capaz de induzir a fosforilacdo de
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elementos reguladores de interferon (IRFs), como IRF-3 e IRF7, culminando na
producédo de interferons do tipo I, em particular IFN-B (Fitzgerald et al., 2003),
seguido da ativacdo de genes induzidos por interferon, como 1P10, CXCL10 e
genes associados a maturacdo de células dendriticas. Outra caracteristica
desta via é a inducdo de NF-kB tardiamente, em um processo mediado pela
proteina cinase RIP-1 (Albiger et al., 2007; Uematsu e Akira, 2007).

Resultados contraditérios tém sido reportados na identificacdo dos TLRs
envolvidos na resposta a Brucella. Até 0 momento estas contradicdes ndo séo
bem definidas, mas, provavelmente se devem a diversidade das cepas da
bactéria utilizada e a diversidade de backgrounds genéticos de camundongos
knockouts utilizados.

O primeiro estudo evidenciando o envolvimento de TLRs na resisténcia a
B. abortus utilizou camundongos deficientes para a molécula adaptadora
MyD88 (Huang et al., 2003). Esses animais foram incapazes de produzir IL-12
e TNF-a quando estimulados com Brucella abortus morta pelo calor (HKBA —
heat-killed B. abortus). Outros trabalhos relataram o importante papel de
MyD88 na resposta imune in vivo, demonstrando a exarcebacao da brucelose
murina em camundongos deficientes para tal molécula adaptadora (Macedo et
al., 2008; Weiss et al., 2005). Macedo et al. (2008) demonstraram a diminuicao
do processo de maturacdo de células dendriticas e a auséncia de producgéo de
IL-12 e TNF-a em macréfagos e células dendriticas em resposta ao estimulo
com HKBa. MyD88 foi também relacionado ao desenvolvimento de células
produtoras de IFN-y e INOS (Copin et al., 2007).

TLR2 tem sido relacionado a expressdo de TNF-a em células dendriticas

e macrofagos estimulados com HKBa (Huang et al., 2003), contudo Campos et

28



Introducao

al. (2004) demonstraram que camundongos TLR2" controlam a infeccéo por
Brucella de maneira semelhante ao animal selvagem. Esse mesmo grupo
demonstrou, utilizando camundongos C3H/HeJ, que TLR4 é importante para o
controle do processo infeccioso. Ja utilizando o modelo da B. melitensis, foi
demonstrado que TLR4 e TLR9 cooperam na deteccdo da bactéria e no
controle da infeccdo (Copin et al.,, 2007) (Figura 4). A enzima carreadora de
anatigenos BLS (lumazine sintase) de Brucella ssp. foi caracterizada como
agonista de TLR4 ao induzir a ativagdo de células dendriticas (Berguer et al.,
2006). Esta ativagdo culmina com respostas imune celulares baseadas na
apresentacdo de antigenos numa via dependente da sinalizacdo mediada pelo
MHC de classe | elicitando uma resposta humoral efetiva contra a bactéria.

A interacdo da molécula adaptadora TRIF com TLR4, via TRAM, tem
sido investigada na resposta imune contra LPS bacteriano. TRIF foi descoberto
utilizando andlises de similaridade de sequéncia com os adaptadores ja
descritos devido a presenca do dominio TIR em sua estrutura protéica. O papel
fisiologico de TRIF foi avaliado atraveés de andlise da resposta imune a diversos
agonistas de TLRs em camundongos deficientes para esse adaptador
(Yamamoto et al., 2003). TRIF foi primeiramente associado a sinalizacéo via
TLR3 em ensaios in vitro. Células dominante-negativas para TRIF tiveram a
ativacado de IRF-3 inibida na via dependente de TLR3 (Yamamoto et al., 2003).
Estudos adicionais utilizando camundongos TRIF” mostraram o papel desse
adaptador na transducédo de sinal dependente de TLR3 e TLR4 na ativagao de
NF-kB e IRF-3 e, consequentemente a inducdo de citocinas pro-inflamtorias e
IFN-B, respectivamente (Yamamoto et al.,, 2003). Contudo, a molécula

adaptadora TRIF parece nédo estar envolvida no controle da Brucella, uma vez
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gue o camundongo deficiente para esta molécula apresentou caracteristicas
semelhantes ao camundongo selvagem C57BL/6 no controle da infecgéo
(Copin et al., 2007).

TLR9 também foi relacionado pelo nosso grupo ao reconhecimento e
desencadeamento da sinalizagdo da resposta imune inata para o controle da
Brucella. Animais deficientes para TLR9 sdo mais suscetiveis a infeccdo que
animais normais, sendo este receptor descrito pelo nosso grupo como o TLR
mais importante no controle da infeccdo por B. abortus. Além disso,
macréfagos e células dendriticas de camundongos TLR9 produzem menos IL-
12 quando comparados ao controle, contudo a produgcdo de TNF-a ndo é
afetada sob estimulacdo com Brucella (Huang et al., 2005; Macedo et al.,
2008).

Uma nova familia de moléculas bacteriana foi identificada recentemente
como resposaveis pela subversdo do sistema imune inato durante o processo
invasivo. A proteina Btpl (Brucella TIR protein 1) isolada de B. abortus e a
proteina TcpC de B. melitensis, assim como a proteina TIpA de E. coli e S.
enterica serovar Enteritidis apresentam alta similaridade de sequéncia baseada
principalmente na presenca do dominio TIR caracteristico das proteinas da
familia de receptores Toll/IL1 (Diacovich e Gorvel, 2010). Mutantes de B.
abortus que ndo possuem a proteina Btpl funcional foram inacapazes de
controlar a maturacdo de células dendriticas (Salcedo et al.,, 2008). Estas
proteinas tem a capacidade de interferir com a sinalizacdo mediada por TLRs
(Cirl et al.,, 2008; Salcedo et al.,, 2008). Especificamente, Btpl e TcpC
interferem com a ativacdo da resposta a jusante dependente da via de

sinalizacdo mediada por TLR2 utilizando MyD88 como molécula adapatadora e
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além disso, foi demonstrado que tais moléculas bacterianas interagem com o
adaptador TIRAP blogueando a ativacdo de NF-kB (Salcedo et al., 2008;

Radhakrishnan et al., 2009).

[ Brucella LPS
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Figura 4. Sinalizacdo celular via TLRs em resposta a infeccdo por Brucella em
macréfagos ou em células dendriticas.

O reconhecimento de moléculas associadas a Brucella abortus por TLR2 (proteinas da
membrana externa, Omp16 e Ompl9), TLR4 (LPS da Brucella e a Brucella lumazine sintase —
BLS) e/ou TLR9 (DNA da Brucella), ativa a sinalizacdo intracelular via MyD88 resultando na
ativacao de NF-kB, MAPKs e a expressdo de citocinas pré-inflamatérias. Btpl e TcpB atuam
como moléculas da bactérias capazes de subverter o sistema imune do hospedeiro por
interagir com as moléculas do sistema imune inato via dominios TIR interferindo na sinalizacdo
mediada por TLR2 e TLR4 principalmente. Adaptado de Oliveira et al., 2008.
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1.2.2 Resposta imune adquirida a brucelose

A imunidade adquirida contra a infeccdo por B. abortus € mediada
principalmente por linfécitos T e seus produtos. Os anticorpos tém o papel de
opsonizar o agente infeccioso durante as primeiras horas de infecgdo (Cheers
e Ho, 1983), tornando a fagocitose pelos macrofagos mais eficiente (Winter et
al., 1989). Entretanto, anticorpos ndo reduzem a taxa de crescimento
intracelular da bactéria in vivo, e ndo conferem resisténcia a animais
suscetiveis. A habilidade da B. abortus de sobreviver e replicar dentro do
macréfago e outras células do hospedeiro torna-a inacessivel aos mecanismos
extracelulares de controle do hospedeiro, como 0s anticorpos e complemento
(Cheers & Ho, 1983). Dessa forma, a protecao efetiva contra essa infeccéo é
dependente da imunidade celular mediada por linfécitos T CD4" do tipo Thl e
de linfocitos T CD8" (Araya et al., 1989).

Os linfocitos do tipo Thl secretam IFN-y como principal citocina efetora
contra infecgbes causadas por bactérias intracelulares, incluindo a Brucella
(Jones e Winter, 1992). Esta citocina possui duas principais funcbes no
controle da brucelose: (1) ativa os macréfagos a produzirem reativos
intermediarios de oxigénio e nitrogénio, além de enzimas proteoliticas capazes
de destruir as bactérias fagocitadas; e (2) estimula a produgdo de subclasses
de anticorpos, como IgG2a em camundongos, ativando o sistema de
complemento e opsonizando a bactéria de forma a facilitar a fagocitose e

favorecer as funcdes efetoras dos macrofagos (Abbas et al., 2008).
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A contribuicdo das células T CD8" no controle da brucelose foi
efetivamente determinada por Oliveira & Splitter (1995). Estes pesquisadores
mostraram que a brucelose murina foi exacerbada em camundongos
deficientes em linfécitos T CD8" (MHC classe |) quando comparada a animais
normais ou deficientes em células T CD4" (MHC classe Il), evidenciando
claramente o impacto das células T CD8" na imunidade mediada por células no
controle da brucelose experimental. O perfil de citocinas que caracterizam uma
resposta imune Thl foi demonstrado em esplendcitos primados com Brucella
de camundongos deficientes tanto para camundongos deficientes para células
T CD8" quanto para animais normais ou deficientes em células T CD4",
marcado por elevados niveis da expressdo de mRNA ou da producédo de IFN-y
e niveis basais dos transcritos de IL-2 e IL-4. Ademais, foi demonstrado por
estes autores o papel predominante de células CD8" CTL na eliminagido de
Brucella que infectam macréfagos, ilustrando o papel predominante de MHC
classe | no controle da infec¢ao por B. abortus.

Citocinas derivadas de macréfagos, como IL-12 e TNF-a, consideradas
como pro-inflamatdrias, contribuem para o controle inicial da brucelose. IL-12
estimula as células NK e linfécitos T a produzirem IFN-y e TNF-a que,
consequentemente, ativam o0s macréfagos para destruirem os patdgenos
intracelulares. No modelo da brucelose murina, a deplecéo da IL-12 enddgena
aumenta a susceptibilidade dos camundongos a infec¢éo pela B. abortus com
diminuicdo na producéo de IFN-y e 6xido nitrico e um aumento no numero de

bactérias no figado e no baco (Zhan et al., 1996).
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1.3. Interferon do tipo |

Ha pouco mais de meio século, as primeiras citocinas foram descobertas
e caracterizadas como fatores sollveis que mediavam uma forma de
interferéncia no processo de infeccao viral (Isaacs e Lindermann, 1957). Devido
ao seu papel descrito em interferir na replicacéo viral, essas citocinas foram
nomeadas de interferons (IFNs). Nas décadas seguintes, ficou evidenciado que
os IFNs compreendiam uma gama de proteinas com caracteristicas
bioquimicamente e funcionalmente distintas (Ho e Armstrong, 1975).

De acordo com as caracteristicas de resisténcia ou sensibilidade a
variacdo de calor ou pH, e de fatores imunoestimulantes de linfécitos e
macrofagos, os IFNs foram inicialmente classificados como IFN do tipo | ou IFN
do tipo Il (Ho e Armstrong, 1975). Atualmente, trés grupos distintos séo
conhecidos: tipo I, 1l ou lll (Pestka et al., 2004).

Ha somente um IFN do tipo Il descrito, IFN-y (Scroder et al., 2004). Ja
IFNs do tipo | consistem em uma familia de cerca de 20 membros com certas
variacbes entre espécies e, dentro do préprio grupo ha certo grau de
variabilidade na sua estrutura homologa (Pestka et al., 2004; Decker et al.,
2005). Durante uma infeccéo viral ou bacteriana, IFN-a e IFN- séo os IFNs do
tipo | sintetizados (Bogdan et al., 2004).

Enquanto um dnico gene que codifica o IFN-B € encontrado no genoma
da maioria dos mamiferos, um namero maior de genes que codificam IFN-a
sdo conhecidos. Todos os genes que codificam IFN do tipo | estdo agrupados

em um l6cus no mesmo cromossomo (cromossomo 9 em humanos e
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cromossomo 4 em camundongos). IFN-a constitui uma familia de 13 genes
funcionais em humanos e 14 em camundongos, contudo ndo ha uma
explicacdo de significaAncia biologica clara para esse maior nimero de genes
IFN-a quando comparado a um unico gene IFN-B (Decker et al., 2005). Ja
foram descritas atividades especificas para cada tipo de IFN-a, como a
variacdo na capacidade de ativar células natural killers (NKs) (Pestka et al.,
2004). Contudo, € mais comum encontrar correlacdes positivas entre os IFNs-a
durante atividades antivirais e antiproliferativas do que diferencas entre essas

citocinas (van Pesch et al., 2004).

A sintese de IFN-B estimula a sinalizacao através do receptor de IFN do
tipo | (IFN-aBR). IFN-aBR € composto por duas subunidades: IFNAR-1 e
IFNAR-2 (Brierley et al., 2002). A via classica de sinalizacdo desse receptor
envolve a fosforilagdo de Janus cinases (Jakl, Tyk2) e subseqiente ativacéo
de transdutores e ativadores transcricionais (STAT1, STAT2), que levam a
inducdo transcricional de genes contendo em seus promotores elementos
responsivos a estimulacdo por interferon (ISRE - IFN-stimulated response
elements), como IRF7 (Bogdan et al., 2004). IRF7 e IRF-3 séo fosforilados em
nivel citoplasmatico por IRF cinases, como TBK1 (Tank-binding kinase 1), e,
sob a translocacdo para o nucleo, amplificam de uma maneira positiva 0s
efeitos da sinalizacéo via IFN do tipo I. De forma autdcrina e/ou paracrina, IFN-
a e IFN-B podem interagir novamente com IFN-aBR e restabelecer a

sinalizacao (Figura 5).
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Figura 5. Sinalizacao celular via IFN- aBR em resposta a sinalizacdo mediada por TLRs.

A via de sinalizacdo de TLRs MyD88-independente, é capaz de induzir a fosforilagdo de
elementos reguladores de interferon (IRFs), como IRF-3 e IRF7, culminando na producgéo de
interferons do tipo I, em particular IFN-f3 seguido da ativacédo de genes induzidos por interferon.

Recentemente, IFN-a e IFN-B tém recebido mais atencdo dos
imunologistas devido a algumas descobertas atuais como: (i) um melhor
entendimento das caracteristicas funcionais e fenotipicas das células
produtoras de IFN tipo I; (i) a determinacdo de microrganismos patogénicos ou
produtos microbianos que sao fortes indutores de IFN tipo I; (iii) a determinacao
de novas fungdes imunoregulatérias dessas citocinas; (iv) atividades
antimicrobianas dessas citocinas durante a resposta imune inata a certos
patébgenos nao virais; e (v) a descricdo de novas vias de sinalizacdo que sao

utilizadas por IFN tipo | tanto in vivo quanto in vitro (Bogdan et al., 2004).
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1.3.1 Papel de interferon tipo | em infec¢gbes néo virais

Embora IFN do tipo | seja crucial para a defesa do hospedeiro contra
infecgbes virais, essas citocinas também s&o induzidas durante infecc¢des
bacterianas (Decker et al., 2005). Varios géneros de bactérias gram-negativas
estimulam a sintese de IFN do tipo | durante o processo de interacdo ou

invasao celular (Bogdan et al., 2004, Decker et al., 2005).

Os primeiros efeitos de IFN tipo | descritos em uma infec¢cdo néo viral foi
na década de 1960 na infeccdo por Chlamydia spp. (Sueltenfuss e Pollard,
1963). Apesar de seu ciclo de infeccao ser intracelular, Chlamydia pneumoniae
induz IFN tipo | envolvendo a via de sinalizacdo dependente de TLR4 e da
molécula adaptadora MyD88 (Rothfuchs et al.,, 2004). Esta inducdo esta
associada a resposta protetora contra tal bactéria uma vez que é evidenciado
que IFN-a/B induz a producéo de IFN-y (Rothfuchs et al., 2004). Outra bactéria
que estimula macrofagos e células NK a produzir IFN do tipo | € Listeria
monocytogenes. IFN-B € induzido em macrofagos derivados de medula 0ssea
de forma dependente de IRF-3 e MAPK (mitogen-activated protein kinase)
durante a infeccao por L. monocytogenes (O’Connell et al., 2004, O’Riordan et
al.,, 2004). Entretanto, o numero de bactérias recuperadas de animais
deficientes para o receptor de IFN tipo | (IFN-apR™) foi 10%-10° vezes menor
quando comparado ao camundongo controle (129Sv/Ev background) (Fehr et
al., 1997). Tais achados foram confirmados recentemente e foram associados a
um efeito deletério da sinalizacdo via IFN do tipo | para o hospedeiro com a
expressdo de genes pro-apoptoticos, ocorréncia de lesGes apoptoticas no bago

e a reducao de niveis de IL-12-p70 no soro desses animais (O’Connell et al.,
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2004, O'Riordan et al., 2004, Auerbach et al., 2004 e citado por Bogdan et al.,

2004).

No modelo de infeccdo com Mycobacterium tuberculosis, camundongos
IFN-aBR™ n&o mostraram a resisténcia alterada ao patégeno (Cooper et al.,
2000). Contudo, um efeito protetor parcial de IFN do tipo | em camundongos
infectados com M. avium foi observado. Além disso, a administracdo continua
de IFN-B nos camundongos BALB/c culminou com a diminui¢cdo de pelo menos
dez vezes na quantidade de bactérias recuperadas no baco e no figado destes
animais (Denis, 1991). J& em macrofagos humanos, o tratamento com IFN-a ou
IFN-B acarretou aumento do crescimento intracelular de M. bovis (Bouchonnet

et al., 2002).

Uma diferente estratégia para amplificar a sinalizacédo via IFN do tipo | €
através da ligacdo do CpG de DNA ndo metilado a TLR9. Essa interacéo
acarreta em uma rapida montagem de um complexo de sinalizagcdo que inclui
MyD88, TRAF-6 (tumour-necrosis factor receptor-associated factor 6), IRAK1
(interleukin-1- receptor-associated kinase 1), IRAK4 e IRF7. A ativacao de IRF7

culmina com a transcricdo dos genes IFN-a e IFN-B (Decker et al., 2005).

A primeira demonstracdo que uma bactéria induz IFN-a dependente de
TLR9 foi utilizando HKBa (Huang et al., 2005). IFN-a foi detectado em soro de
camundongos trés horas apos injecdo de HKBa e em camundongos TLR9”, o

nivel dessa citocina foi reduzido drasticamente.
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Justificativa

A brucelose é uma doenca ocorre de maneira endémica em todo o
territorio brasileiro, principalmente a brucelose bovina, por ser esta espécie a
mais difundida e com maior expressao econdmica no pais. Além da possivel
contaminagao dos consumidores de produtos de origem animal, a brucelose
pode causar até 20% de perda da produtividade em rebanhos bovinos e tornar
a carne, leite e seus derivados vulneraveis a barreiras sanitarias no mercado
internacional, o que causa um prejuizo de 32 milhdes de ddlares ao ano para a
economia brasileira. A patogénese causada pela infeccdo com a Brucella esta
associada a sua capacidade de evitar mecanismos extracelulares de defesa,
como anticorpos e complemento, e proliferar dentro das células do hospedeiro.
Um grande numero de patégenos tem a capacidade de evadir dos mecanismos
efetores extracelulares do sistema imune e utilizar da propria maquinaria
celular do hospedeiro para sua propagac¢ao. Para garantir um processo efetivo
de combate a esses patdgenos, mecanismos efetores intracelulares séo
ativados tais como 0s mecanismos classicamente conhecidos como antivirais
via interferons do tipo | (Stockinger et al., 2004). Pesquisas no papel do IFN do
tipo | em infec¢des ndo virais comecaram ha cerca de 50 anos atras, mas este
papel ainda continua pouco entendido. Estimulados por uma série de novos
trabalhos relacionando a sinalizacdo via IFN tipo | e a infeccdo por bactérias
intracelulares, assim como a inducdo de IFN do tipo | pela B. abortus, este
trabalho encontra sua justificativa na tentativa de elucidar o envolvimento da
sinalizacdo mediada por IFN do tipo | e da sinalizacdo mediada por essas
citocinas na resposta imune inata contra a B. abortus. Os dados desse trabalho
tém um impacto no melhor entendimento da relagcdo parasita-hospedeiro e no

desenvolvimento de novas vacinas contra essa enfermidade.
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Objetivo

3.1- Objetivo geral

Determinar o papel do interferon do tipo | e da sua sinalizagao celular

para o controle da infeccdo com a B. abortus.

3.2- Objetivos especificos

v' Avaliar a inducéo de interferon do tipo | por B. abortus in vitro e in

Vivo.
v Determinar o papel do receptor de interferon do tipo | (IFN-afR)
no controle da brucelose murina e na produgcao de citocinas e

6xido nitrico.

v Avaliar o perfil de morte celular no bagco de animais IFN-afR e

129Sv/Ev infectados com a B. abortus.

v Avaliar o papel da ativacdo de genes induzidos por interferon do

tipo | apds infeccéo por B. abortus.

v Identificar possiveis componentes de B. abortus como agonista

para a inducao de IFN-[3.
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v Avaliar o envolvimento dos receptores TLR2, TLR4 e TLR9 na

inducao de IFN- pela B. abortus.

v' Determinar o papel das moléculas adaptadoras TRIF e MyD88 na

inducao de IFN- pela B. abortus.

v Definir as vias de sinalizacao celular envolvidas na producao de

IFN-B em macrdéfagos ativados com a B. abortus.
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Material e métodos

4.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos geneticamente deficientes para a
molécula TRIF e do receptor IFN-afR gentilmente cedidos pelo Dr. Ricardo
Gazzinelli e pelo Dr. Luiz F. Reis (Instituto Ludwig — Sao Paulo),
respectivamente. Camundongos geneticamente deficientes para TLR2, TLR4
ou TLR9 e para a molécula adaptadora MyD88 foram gentilmente cedidos por
Shizuo Akira da Universidade de Osaka no Japdo. Esses animais foram
mantidos no biotério do Laboratorio de Imunologia de Doencas Infecciosas do
ICB/UFMG. Camundongos 129Sv/Ev ou C57BL/6 usados como controles
foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UFMG. Os animais foram

utilizados com 6 a 8 semanas de idade.

4.2 Cepa bacteriana

Utilizou-se neste estudo a cepa lisa S2308 (virulenta) da B. abortus

disponiveis em nosso laboratério.

4.3 Meios e condi¢cOes de cultivo bacteriano

A cepa S2308, que foi utilizada na infeccdo ou como antigeno na cultura
de células, foi crescida em meio Brucella Broth liquido (BB) (DIFCO), a 37°C
sob agitacdo constante. Apos trés dias de crescimento, a cultura bacteriana foi

centrifugada e o sedimento foi ressuspendido em tampéao salina fosfato (PBS)
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0,15M pH 7,4 (2,8mM NayPOy; 7,2mM Na,HPO,; 0,14 M NaCl). Aliquotas
destas culturas foram diluidas serialmente e plaqueadas em meio BB
solidificado com 1,5% de &gar bacterioldgico. Apés incubacdo por 72 horas a
37°C, foi possivel determinar a concentracdo bacteriana presente na
suspensao através da contagem do numero de unidades formadoras de

colénias (UFC) visualizadas na placa.

4.4 Infeccéo e analise da resposta imunologica

Camundongos IFN-aBR™, TRIF" e 129Sv/Ev foram infectados
intraperitonealmente com 10° unidades formadoras de colénias (UFC) de B.
abortus da cepa S2308. Duas semanas ap0s a infeccdo, 5 animais de cada
grupo foram sacrificados por deslocamento cervical para a extracdo do baco.
Cada experimento foi realizado trés vezes para confirmacédo dos resultados

obtidos.

4.4.1 Determinacdo do numero de unidades formadoras de colbnia

(UFC)

Os bacos extraidos de cada animal foram macerados em 10 mL de PBS,
com o auxilio de uma peneira de aco e diluidos serialmente. As diluicbes 10 e
10 foram plaqueadas em duplicata, em meio BB &gar. Apés 3 dias de
incubacdo a 37°C, o numero de UFC foi determinado. Os resultados foram

expressos como a média do log de UFC de cada grupo.
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4.4.2 Cultura de Esplendcitos

A suspensao de células obtidas do bagco macerado em PBS foi utilizada
para cultura de esplendcitos segundo descrito por Macedo et al. (2008). As
hemacias foram lisadas utilizando a solugdo ACK (150 mM NH4CI, 1 mM
KHCO3, 0.1 mM Na;EDTA [pH7.3]) e esplendcitos foram cultivados em placas
de 96 pocos com fundo em “U” a uma concentracdo de 10° células por poco.
As células foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 10% v/v de soro
fetal bovino inativado por calor e 1% de penicilina e estreptomicina.

As culturas foram estimuladas com a bactéria viva S2308 (10° UFC),
HKBA (heat killed B. abortus) (10° UFC), 5ug/mL de Concanavalin A, ou meio
de cultura (controle n&do estimulado). O sobrenadante das culturas foram
coletados em tubos estéreis 48 ou 72 horas apés o estimulo para a andlise de

expressao de citocinas.

4.4.3 Dosagem de Citocinas

A dosagem das citocinas IFN-y e IL-4 nos sobrenadantes das culturas
celulares foram realizadas pelo método de ELISA do tipo sanduiche utilizando

os kits DuoSet (R & D System ou BD) de acordo com o protocolo do fabricante.
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4.5 Cultura e Infeccdo de Macrofagos Derivados de M edula
Ossea (BMM@s)

Para a obtencdo de células da medula 6ssea, camundongos 129Sv/Ev,
IFN-aBR™”, TRIF", C57BL/6, TLR2", TLR4", TLR9”,ou MyD88" foram
sacrificados através de deslocamento cervical e tiveram os fémures e as tibias
extraidos. As extremidades proximal e distal destes ossos foram cortadas e foi
injetado 5 mL de HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, GIBCO) por 0sso.

A suspensao de células obtida foi centrifugada a 600g por 10 minutos, a
4°C, e o precipitado foi ressuspendido em 12 mL de DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, GIBCO) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB, GIBCO), 1% de HEPES 1M (GIBCO) e 10% de LCCM (L929 cell
conditioned medium), como uma fonte de M-CSF (fator estimulador de colbnias
de mondcitos).

As amostras obtidas foram ressuspendidas em 10 mL de meio e
submetidas a uma filtracdo em separadores de nylon com a malha de 70um
(BD FALCON) para a remoc¢éao de detritos e ruptura de ligagBes célula-célula.
Logo em seqguida, as células foram plaqueadas em placas de Petri para cultivo
celular e incubadas por duas horas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,, de
maneira a obter apenas células que ainda nédo se diferenciaram. Para isso, as
células ndo aderentes foram coletadas e ressuspendidas em 2 mL de DMEM
suplementado. As células foram contadas em uma camara de Neubauer e
distribuidas em placas de 24 pocos na concentracéo de 5x10° células/mL/poco.
As placas foram entédo incubadas a 37°C e sob atmosfera com 5% de CO..

Quatro dias apés o plagueamento das células, foram adicionados 100 L

de LCCM por poco e no sétimo dia, o meio de cultura foi trocado por um novo
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contendo também 10% de LCCM. No décimo dia de cultura as células estvam
completamente diferenciadas em macrofagos (Gomes e Appelberg, 2002).

Apds a completa diferenciagdo das células em BMMds, elas foram
estimuladas com a cepa S2308 da B. abortus (MOI de 50:1), HKBa, Pam3C,
LPS de E. coli, LPS purificado de B. abortus (Campos et al., 2004), L-omp19
(1pg/mL) (Giambartolomei et al, 2004), DNA purificado de B. abortus (1pg/well)
ou DNA de B. abortus tratado com DNAse.

Para a infeccdo dos macréfagos derivados da medula 6ssea (BMM@s)
foi adicionada a cepa S2308 da B. abortus no décimo dia de cultura (MOI de
50:1). A placa de cultura dos BMM@s foi centrifugada por 10 minutos a 600g,
de forma a garantir que as bactérias entrassem em contato com o0s
macréfagos. Apos 30 minutos de incubacdo a 37°C e sob atmosfera com 5%
de CO,, cada poco foi lavado 4 vezes com 0,5mL de HBSS. Foi acrescentado
500uL de DMEM suplementado com 10% de SFB, 1% de HEPES 1M, 10% de
LCCM e 100ug/mL de gentamicina (GIBCO) por poco e a placa de cultura foi
incubada a 37°C e sob atmosfera com 5% de CO,, por 90 minutos. Os po¢os
foram lavados novamente e foi acrescentado a cada pogo 1mL de DMEM
suplementado, acrescido de 10ug/mL de gentamicina. A placa foi reincubada a
37°C e sob atmosfera de CO,. O sobrenandante das culturas foi coletado 24
horas apés a infeccao para a determinagdo da concentracdo de IL-12, IFN- ou
IFN-a por ELISA. As células aderidas foi adicionado a solugdo A do kit lllustrall
RNAspin Mini (GE Healthcare) para posteriores analises de expressao génica

por PCR em tempo real como descrito abaixo.
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4.6 Analise de expressdo diferencial de genes por P CR em
tempo real

4.6.1. — Extracdo de RNA

Camundongos IFN-afR™ e 129Sv/Ev foram infectados
intraperitonealmente com 10° unidades formadoras de colénias (UFC) de B.
abortus da cepa S2308. Duas semanas apo0s a infeccao, 3 animais de cada
grupo foram sacrificados por deslocamento cervical para a extragcado do bacgo.
Metade do 6rgao foi utilizado para extracdo de RNA total de acordo com dados
do fabricante do kit lllustrall RNAspin Mini (GE Healthcare). O RNA total de
BMM@s infectados com B. abortus, provenientes de camundongos utilizados
neste estudo, também foram extraidos conforme instru¢cées do fabricante para
células em cultura. O RNA total foi quantificado em espectrofotometro a 260 nm
e 1lug de RNA total para a sintese do cDNA fita simples de acordo com os
dados do fabricante utilizando o kit lllustrall Ready-to-Goll RT-PCR Beads

(GE Healthcare) , utilizado para as analises posteriores.

4.6.2. — PCR em tempo real

Para analise de expressao diferencial de genes, 5 pares de
oligonucleotideos iniciadores foram escolhidos por serem referentes a genes
que codificam proteinas relacionadas a via de sinalizacdo dependente de IFN-

apBR e por alguns desses serem especificos de genes pré-apoptoéticos. Os
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iniciadores foram desenhados utilizando dados da literatura ou através do
software RTPrimerDB. Os iniciadores utilizados estédo descritos na Tabela 1.

As reacbes da PCR foram efetuadas no equipamento ABI 7900 Real-
Time PCR Systems (Applied Biosystems) utilizando SYBR" Green para
deteccdo das fitas duplas de DNA sintetizadas. O volume das reacfes foi de
10pL, contendo 5ul de SYBR" Green Master Mix (Applied Biosystems), 250nM
de cada oligonucleotideo e 2,5uL da solucdo contendo cDNA da amostra
composta. Amostra de cDNA de camundongos nao inoculados também foram
analisados na mesma placa de reacdo. As condi¢cdes de amplificacéao utilizadas
consistiram de aquecimento a 50°C por dois minutos, 95°C por dez minutos,
seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto. As
reacdes que compreendem a faixa de 95%-105% de eficiéncia foram utilizadas
aceitas para as analises posteriores.

Os dados foram analisados conforme o método comparativo do ciclo

limiar (Ct), de acordo com a equacdo 24

(Relative Quantification getting
started guide for the 7300/7500 System e User Bulletin #2: ABI Prism 7700
Sequence Detection System, Applied Biosystem). O controle endogeno
utilizado foi B-actina. A presenca de produto de amplificacdo néo especifica foi
verificada pela curva de dissociacdo. A curva de dissociacdo representa a
relacdo entre temperatura e quantidade de emisséo de fluorescéncia da reacdo
da PCR, sendo os dados coletados no intervalo entre 60°C a 95°C. Caso

ocorra a amplificacdo de mais de um produto, diferentes temperaturas de

dissociacao séo detectadas.
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Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores utilizados nos ensaio de PCR em tempo real

Primer Sequéncia
IP10 F 5' CCTGCCCACGTGTTGAGAT 3’
IP10 R 5 TGATGGTCTTAGATTCCGGATTC 3
IFN-a4 F 5 CCTGTGTGATGCAGGAACC 3’
IFN-a4 R 5 TCACCTCCCAGGCACAGA 3
IFN-B F 5 AGCTCCAAGAAAGGACGAACAT 3’
IFN-B R 5 GCCCTGTAGGTGAGGTTGATCT 3
TRAIL F 5 ACCTCAGCTTCAGTCAGCACTTC 3
TRAILR 5 TGTAAGTCACAGCCACAGACACAG 3’
B-Actin F 5 AGGTGTGCACCTTTTATTGGTCTCAA 3’
B-Actin R 5 TGTATGAAGGTTTGGTCTCCCT 3’

4.7 Silenciamento génico do IRF-3

A sequéncia do transcrito do gene IRF-3 murino foi obtido através da
busca em banco de dados Entrez Nucleotide NCBI GenBank sob o nimero de
acesso BC050882.1. Os programas SiRNA Target Finder e siRNA Converter
(Ambion®) foram utilizados para o desenho dos oligonucleotideos utilizados
como moldes para a sintese do siRNA. Trés regides do transcrito foram
selecionadas para que pelo menos um tenha uma eficiéncia de silenciamento
génico de 75 a 95%. A sintese dos siRNAs escolhidos foi realizada utilizando o
Silencer™ siRNA Costruction Kit (Ambion®). 2ug de cada siRNA juntamente
com o agente de transfeccdo FuGene foi utilizado para a transfec¢céo de células
Raw 264.7. Ap6s 48 horas da transfeccao as células foram estimuladas para a

andlise da alteracdo de expressdo de genes relacionados ao gene alvo
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silenciado. A confirmacdo do silenciamento génico e a analise de expressao
diferencial de genes foram feitas por PCR em tempo real utilizando oligos
especificos. RNA total das amostras foi extraido utilizando o kit lllustrad
RNAspin Mini (GE Healthcare). O RNA total foi quantificado em
espctrofotdbmetro a 260 nm e 1 pg de RNA total foi utilizado para a sintese do
cDNA fita simples utilizando o kit Illustrall Ready-to-Goll RT-PCR Beads (GE
Healthcare). As reagbes da PCR foram efetuadas no equipamento ABI 7900
Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems) utilizando SYBR" Green para
deteccao das fitas duplas de DNA sintetizadas. As especificacfes das reacdes
e a andlise de expressdo relativa dos transcritos seguem as mesmas ja

descritas no item 4.6.2.

4.8 Andlise de morte celular em baco de animais inf ectados
pela técnica de TUNEL ( Terminal deoxynucleotidyl Transferase
Biotin-dUTP Nick End Labeling )

Bacos de animais 129Sv/Ev e IFN-aBR™ infectados e ndo infectados
foram coletados apds duas semanas de infec¢cdo, e foram fixados em formol
tamponado 10%, desidratados, diafanizados e parafinizados. Secc¢des de 4um
de espessura foram coletadas em laminas histolégicas. Sobre tais cortes
histologicos, ensaios de TUNEL foram realizados utilizando o FrageL™ DNA
Fragmentation Detection Kit, Colorimetric - TdT Enzyme conforme as
instruges do fabricante. Resumidamente, as amostras foram permeabilizadas
com 2 mg/ml Proteinase K 1:100 em 10 mM Tris pH 8 por 20 minutos a

temperatura ambiente. Peroxidases endogenas foram inativadas utilizando
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H.O, 30% diluida em metanol 1:10 por 5 minutos a temperatura ambiente e a
marcacao foi, entdo, realizada. As amostras foram equilibradas em 1X TdT
Equilibration Buffer por 30 minutos a temperatura ambiente e, ap0s retirar o
tampdao de equilibrio, foi adicionado 60ul of TdT Labeling Reaction Mixture por
amostra e as laminas foram incubadas em céamara umida a 37 por 90
minutos. Para parar a reacdo 100pL da Stop Solution foi adicionada por
amostra e as laminas foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente.
Para a deteccdo dos corpos apoptoéticos, 100uL do Blocking Buffer foi
adicionado por amostra a temperatura ambiente seguindo-se de 5 minutos de
incubacédo. Em seguida 100puL do conjugado 1X foi adicionado por amostra e
as laminas foram incubadas em camara umida por 30 minutos a temperatura
ambiente. Apds a incubagdo as amostras foram cobertas com 100uL da
solugdo DAB e incubadas por 15 minutos. Apos lavar as laminas em dH,0O,
100uL de solucéo de contra-coloragdo por amostra. Apos novas lavagens para
retirar 0 excesso de corante, as laminas foram preparadas para posterior
analise em microscopio Optico. Foram fotografadas 50 imagens por lamina e o
indice apoptético foi medido pela contagem do numero de células TUNEL
positivas dividido pelo numero total de células presentes nos campos

fotografados.

4.9 Analise estatistica

Os dados obtidos através dos ensaios de ELISA, da contagem de UFC
do baco dos camundongos e do PCR em tempo real foram analisados usando

o programa GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc), através do teste t de

54



Material e métodos

Student ou one-way ANOVA com pés-teste de Turkey, sendo considerado

significativas as analises com p<0,05.
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Resultados e Discussao

5.1. Brucella abortus induz a expresséo de IFN-B

Interferon do tipo | tem um papel central na ativacdo de uma resposta
imunologica celular do hospedeiro ativando sinais intracelulares capazes de
inibir infec¢cdes virais. Uma vez que a inducdo dessas citocinas tem sido
relatada em resposta a infeccdo por varias bactérias intracelulares como
Chlamydia pneumoniae, Listeria monocytogenes e em alguns membros do
género Mycobacterium, macréfagos derivados de medula Gssea provenientes
de camundongos selvagens 129Sv/Ev e C57BL/6 foram estimulados com a
bactéria B. abortus S2308 e o nivel de expressdo de IFN-B ou IFN-a4 foram

mensurados por PCR em tempo real (Figura 6).
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Figura 6. B. abortus induz a expressdo de interferon do tipo | em BMMds de
camundongos 129Sv/Ev ou C57BL/6. Expressdo de  IFN-B em BMM@s de camundongos
129Sv/Ev (A) ou C57BL/6 (B). Expressdo de IFN-a4 em BMM@s de camundongos

129Sv/Ev (C) ou C57BL/6 (D).
Os resultados séo representativos de pelo menos trés experimentos independentes. (*)p<0,05

em relacdo ao tratamento “meio”.

Foi observado um aumento relativo de IFN-B tanto nos BMM®ds
derivados de camundongos 129Sv/Ev quanto nas células derivadas de
C57BL/6 quando comparados com o nivel de expressao dos transcritos dessa
citocina nas células ndo estimuladas. O nivel de expressédo de IFN-a4 também
foi estatisticamente maior quando comparado ao nivel de tal transcritos em
células nao estimuladas. Contudo, o nivel de expressao de IFN-a4 néo foi téo
proeminente quando comparado ao aumento relativo de IFN-B. Logo, IFN-B foi

escolhido como o interferon do tipo | para seguir como marcador da expressao
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relativa desta citocina nos experimentos seguintes. Tal resultado inclui B.
abortus como mais uma bactéria Gram-negativa capaz de induzir IFN-B
transcricionalmente. As bactérias Gram-negativas capazes de induzir interferon
do tipo | mais citadas incluem Salmonella typhimurium, Chlamydia trachomatis,
Chlamydia psitacci, Shigella flexneri e Legionella pneumophila (Decker et al.,
2005). Tais bactérias ao induzirem o sistema de interferon do tipo | ativa as
células do hospedeiro induzindo efeitos protetores como a producao de IFN-y

ou reduzindo o processo invasivo destas bactérias em células nédo infectadas.

5.2. Camundongos deficientes para o receptor de int  erferon do
tipo | (IFN- aBR™) apresentam um fenétipo de maior resisténcia

a infeccdo por B. abortus

A inducao de interferon do tipo | seguida da sinalizacdo dependente do
receptor de interferon do tipo | (IFN-aBR), durante a infeccdo por algumas
bactérias intracelulares, tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas, leva a
um efeito prejudicial ao hospedeiro (Decker et al.,, 2005). Para avaliar a
contribuicdo do receptor de interferon do tipo | (IFN-afR) na estimulagédo da
transcricdo e expressao de IFN-8, BMM@s provenientes de camundongos IFN-
aBR” e do seu controle selvagem 129Sv/Ev foram estimulados com B. abortus
S2308 e o nivel de producgéo dessa citocina foi avaliado por ELISA. Como pode
ser observado na Figura 7A, IFN-B foi induzido e teve seu nivel de producéo
aumentado durante os tempos analisados (24, 48 e 72 horas apos
estimulacg&o). E possivel observar que o camundongo deficiente para o IFN-

aBR apresentou uma maior disponibilidade da citocina no sobrenandante das
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culturas estimuladas quando comparada a citocina presente no sobrenadante
das células de 129Sv/Ev. A diferenca da concentracdo de IFN-B observada nos
sobrenadantes das culturas de BMM@s pode ser devido a uma compensagao
na producdo dessa citocina nos camundongos IFN-oBR™”, j& que 0s mesmos
nao possuem um sistema de sinalizacdo mediado pelo IFN-aBR. Outra
interpretacdo para uma menor quantidade de IFN-B obtida no sobrenadante
dos camundongos selvagens pode ser devido a interacdo desta citocina com o
IFN-aBR, diminuindo a sua presenca em aproximadamente trés vezes no
sobrenadante da cultura de BMM@s nos tempos 48 e 72 horas ap6s o
estimulo. Para determinar o nivel de controle da expressao dessa citocina e
descartar a idéia de que a auséncia do receptor nas células analisadas
acarretam em maior quantidade de IFN-B disponivel no sobrenadante por ndo
estarem associadas ao seu receptor cognato, RNA total de baco dos animais
IFN-aBR™ ou 129SV/Ev infectados com B. abortus foi extraido para andlise da
expressao dessa citocina por PCR em tempo real. Nas duas linhagens de
animais analisados, IFN-B foi induzido transcricionalmente (Figura 7B). Pode-se
observar que a maior quantidade da citocina disponivel no sobrenadante dos
animais IFN-aBR™ correlaciona com a maior quantidade de transcritos
disponiveis. Este resultado sugere que a auséncia do receptor de interferon do
tipo | acarreta em uma maior dificuldade das células dos camundongos IFN-
aBR” em controlar a expressédo de IFN-B através de um processo de feedback
negativo no processo de infeccéo pela B. abortus. Tal resultado comprova que
B. abortus € capaz de induzir IFN-B de maneira independente da presenca do

IFN-aBR.

60



Resultados e Discussao

A
IFN-B
BMMO == 129SV/IEv
2500- = IFN—GBR_/_
*
2000+
_, 1500+
[S
D
= 1000+
5004
0 T
0 24 48 72
Horas apés estimulo B

301

N
?

IFN-B/B-actin
MRNA (2-44ct)
=
e

129SV/Ev IFN-aBR™

Figura 7. IFN- aBR"' induz maior expressdo de IFN-B ao ser infectado com B. abortus
quando comparado ao 129Sv/Ev.

Maior quantidade de IFN- foi detectado no sobrenadante de BMM@s de camundongos IFN-
aBR"' gquando comparados as células provenientes de camundongos 129Sv/Ev quando
estimuladas com B. abortus (A). O maior nivel de expressao transcricional de IFN-8 em bago
de animais IFN-aBR"' infectados com B. abortus (B), reflete a auséncia de um controle de
feedback negativo dependente do IFN-aBR. (*)p<0,05 em relacdo ao camundongo selvagem
129Sv/Ev.

O nivel de IFN-a também foi monitorado tanto em sobrenadante de
culturas de BMM@s estimuladas com B. abortus quanto no ba¢o de animais
infectados com a bactéria (Figura 8). Camundongos IFN-aBR” nao
apresentaram producédo de IFN-a no sobrenadante de BMM@s estimulados

com a bactéria. Em camundongos 129Sv/Ev observou-se um aumento seguido
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de uma diminuicdo gradativa dessa citocina. (Figura 8A). O resultado corrobora
com os dados de analise de PCR em tempo real para IFN-a, onde € possivel
observar que ndo héa inducéo da expressdo desse gene em células do bago de

camundongos infectados com B. abortus (Figura 8B).
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Figura 8. IFN- aBR"' ndo é capaz de induzir a expressao de IFN- a ao ser infectado com B.
abortus .

IFN-a somente foi detectado no sobrenadante de BMM@s de camundongos 129Sv/Ev quando
estimuladas com B. abortus (A). O nivel de expresséo transcricional de IFN-a em baco de
animais infectados com B. abortus somente foi observado em 129Sv/Ev (B). (C) A ativacdo de
interferon do tipo | por B. abortus ou pelo seu DNA purificado é capaz de induzir a ativagdo da
sinalizacdo mediada pelo receptor de interferon do tipo | como observado pela fosforilacdo de
STAT1-Tyr701 (*)p<0,05 em relacdo ao camundongo selvagem 129Sv/Ev.
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Para avaliar a contribuicdo in vivo do receptor de IFN-afR na resposta
imunologica contra a B. abortus, uma vez que esta bactéria € capaz de ativar o
sistema de interferon do tipo I, 0 nUmero de bactérias viaveis nos bacos desses
animais foi monitorado nas duas primeiras semanas apoés infeccdo. Nenhuma
alteracdo no fenotipo foi observada uma semana apés a infeccdo quando
comparados os grupos de camundongos analisados (Figura 9A). Notoriamente,
o numero de UFC da B. abortus mostrou-se diminuida na segunda semana
apos a infecgdo, em camundongos IFN-oBR”, comparado aos animais do
grupo controle (Figura 9B). Camundongos deficientes para IFN-aBfR
apresentaram uma maior resisténcia a B. abortus quando comparados ao
grupo 129Sv/Ev demonstrado por uma menor recuperacdo de bactérias no
baco desses animais. Camundongos IFN-aBR”" apresentaram uma média de
6,9 logs de unidades formadoras de col6nia enquanto camundongos 129Sv/Ev
apresentaram uma média de 7,25 logs de UFC, demonstrando que a
sinalizacdo mediada por IFN-afR estd4 relacionada com a alteracdo da
habilidade do hospedeiro em controlar ou de eliminar de maneira mais eficiente
a infeccdo pela B. abortus. E possivel observar ainda uma diminuicdo na
quantidade de bactérias recuperadas nos dois grupos de camundongos
analisados. Na primeira semana, camundongos 129Sv/Ev apresentaram uma
média de aproximadamente 8,04 logs de UFC caindo para 7,3 logs de UFC na
segunda semana apos a infec¢do. Esta diferenca foi de aproximadamente 0,74
logs de UFC, enquanto camundongos IFN-aBR™ apresentaram na primeira e
segunda semanas apoés a infeccdo 7,9 e 6,9 logs de UFC respectivamente,

acarretando em uma diminuicao de aproximadamente 1 log de UFC.
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Figura 9. Camundongos deficientes para o receptor d e interferon do tipo | tém um
aumento na capacidade de controlar a infec¢cédo por B. abortus .

Camundongos IFN-aBR"' (n=5), e 129Sv/Ev (n=5), foram infectados intraperitonealmente com
10° bactérias e 2 semanas ap6s a infecgdo o titulo de B. abortus foi analisado no baco desses
animais e apresentados em log de CFU. Os dados representam 3 experimentos
independentes. (*)p<0,05 em relagdo ao camundongo selvagem 129Sv/Ev.

Os dados obtidos neste trabalho estdo de acordo com os dados obtidos

pelos grupos que analisaram camundongos IFN-aBR” infectados com L.
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monocytogenes, onde o fenotipo encontrado € de resisténcia devido a um
aumento na habilidade dos camundongos em controlar a infeccado bacteriana
quando ndo ha a sinalizacdo mediada pelo IFN-apR (O’Connell et al., 2004;
Auerbach et al., 2004; Carrero et al., 2004). Os camundongos deficientes para
o IFN-aBR infectados com L. monocytogenes apresentaram um titulo de
bactérias recuperadas do figado desses animais 10%-10° menor quando
comparada a quantidade de bactérias recuperadas em camundongos
selvagens. No modelo de infeccdo por Chlamydia muridarum, camundongos
deficientes para o IFN-aBR também apresentaram maior resisténcia a infec¢ao
por essa bactéria quando comparados aos camundongos selvagens para o
receptor. A suscetibilidade dos camundongos selvagens foi relacionada a
inducdo de interferon do tipo | culminando com a ativacdo transcricional de
genes pro-apoptoticos em macrofagos presentes no infiltrado pulmonar (Qiu et
al., 2008). Contudo, existem outros modelos de infeccdo bacteriana como
infeccéo por Legionella pneumophila, Bacillus anthracis e Mycobacterium bovis
nos quais a inducéo de interferon do tipo | tem func¢des protetoras suprimindo a
invasdo bacteriana pelo aumento da producéo de IFN-y e NO (Schiavoni et al.,

2004; Gold et al., 2004; Kuchtey et al., 2006).

Outra evidéncia de bactéria capaz de induzir niveis elevados de
interferon do tipo | no hospedeiro foi demonstrada por Manca e colaboradores
(2001). Este grupo mostrou que estirpes hipervirulentas de Mycobacterium
tuberculosis foram capazes de induzir altos niveis de IFN-a e que
camundongos infetados com esta bactéria morriam rapidamente devido a
incapacidade de induzir uma resposta Thl eficiente. Ademais, a co-

administragao de interferon do tipo | acarretava no aumento da taxa de
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replicacdo da bactéria em macrofagos mesmo com a co-administracdo de IFN-
Y.

A inducdo de uma resposta imune do tipo Thl é considerada como a
reposta celular mais importante no controle da infec¢cao por B. abortus. Dentre
as citocinas envolvidas no padrdo de uma resposta inflamatéria, IL-12 é chave
no direcionamento de uma resposta Th1l culminando com a produgé&o de IFN-y.
O controle da brucelose murina é dependente da inducdo de IFN-y, e TNF-a
tem papel crucial na eliminacdo da Brucella presente em macréfagos (Zhan et
al., 1996). Para investigar a producao e a relagdo destas citocinas na reposta a
infeccdo por B. abortus tanto em camundongos 129Sv/Ev quanto em
camundongos IFN-aBR™, cultura de células do baco de animais infectados
foram estimuladas com a bactéria viva. Concordante com a maior resisténcia
dos camundongos IFN-aBR”, os niveis de IFN-y e NO no sobrenandante da
cultura de esplendcitos derivados deste camundongo foram maiores quando
comparados a disponibilidade desta citocina no sobrenandante de esplendcitos
de camundongos 129Sv/Ev (Figura 10A e 10C). Este resultado sugere que o
aumento da producéo de IFN-y e de NO pode estar relacionado ao aumento da
resisténcia de animais IFN-aBR” & infeccdo em relacdo aos camundongos

129Sv/Ev.

O papel de IL-12 produzida por BMM@s também foi avaliada para o
entendimento da diferenca de fenotipo observado em camundongos 129Sv/Ev
e IFN-aBR™. Como esperado, a bactéria foi capaz de induzir a producéo de IL-
12 em BMM@s proveniente de ambos os tipos de animais. Entretanto, assim
como observado para a producdo de IFN-y células extraidas de animais IFN-
aBR™ produziram niveis maiores de IL-12 que as células de animais 129SV/Ev.
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Estes resultados sugerem, entdo, que um dos possiveis mecanismos
relacionados a maior resisténcia a infeccdo por B. abortus observada em
animais IFN-aBR” se deve ao aumento da producdo de IFN-y em

consequUéncia da maior producéo de IL-12 por células da imunidade inata.
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Figura 10. Células de camundongos IFN- aBR"' produzem maior quantidade de IL-12, IFN- vy
e NO quando estimuladas com B. abortus .

Producéo de IFN-y e NO por esplendcitos de camundongos 129Sv/Ev ou IFN-aBR'/' infectados
com a B. abortus S2308, ap0s estimulagdo com B. abortus S2308 (A e C) e producéo de IL-12
por BMM@s provenientes dos dois tipo de camundongos analisados (B). Os resultados sao
representativos de trés experimentos independentes. (*)p<0,05 em relacdo ao camundongo
selvagem 129Sv/Ev.
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5.3 B. abortus induz morte celular esplénica

Um dos efeitos da inducéo de interferon do tipo | € a ativacdo de um
grupo de genes pro-apoptoticos que apresentam grande capacidade de inibir o
ciclo de infeccao viral. Diferentes tipos de morte celular sdo definidos por
critérios morfolégicos classificando tais mortes como apoptose ou necrose.
Enquanto critérios baseados em caracteristicas enzimaticas incluem o
envolvimento de diferentes classes de proteases e nucleases (Galluzzi et al.,

2007).

Foi sugerido que a apoptose de linfécitos e macréfagos no baco pode
ser considerado o principal mecanismo para o aumento de suscetibilidade a
infeccdo de bactérias intracelulares. Bactérias intracelulares patogénicas como
Chlamydia e Rickettsia dependem da manutencdo da integridade celular do
hospedeiro para uma replicacéo eficiente. Contudo, a morte celular induzida
por essas bactérias garante o0 acesso a tecidos mais internos do organismo
hospedeiro (Bohme e Rudel, 2009). De maneira contraria, Anaplasma
phagocytophilum possui a habilidade de atrasar a apoptose, principalmente em
neutrofilos, por varias horas ou dias até completar o seu ciclo de replicacdo (Ge
e Rikihisa, 2006). Assim, para analisar se a maior resisténcia observada em
camundongos IFN-aBR™ esta relacionado & diminuicdo de uma sinalizagéo
eficiente para a inducédo de genes relacionados ao processo de morte celular
programada, camundongos 129Sv/Ev el FN-aBR™ foram infectados com B.
abortus S2308 e duas semanas apdés a infeccdo, o bago destes camundongos
foram retirados para analise de morte celular pela técnica de TUNEL. Como

observado na Figura 11A, células TUNEL positivas podem ser observadas nos
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cortes provenientes de bacos de animais infectados através da presenca de
pontos enegrecidos comparados com o0s cortes de bacos de camundongos
tratados com PBS, sugerindo que a bactéria é capaz de induzir apoptose neste
tecido. Entretanto, uma menor quantidade de células TUNEL positivas foi
observada em camundongos IFN-ofR”. Para uma andlise quantitativa da
morte celular observada, o indice de morte celular foi avaliado através da
contagem do numero de células TUNEL positivas dividindo pelo valor pelo
namero total de células por fotografia. O coeficiente de variagdo (CV) foi
verificado nas amostras provenientes de camundongos 129Sv/Ev e IFN-aBR™
infectados com a bactéria. As imagens foram numeradas de 1 a 50 e de
maneira aleatéria o indice CV foi medido de 5 em 5 até a avaliacdo das 50
iImagens coletadas dos tratamentos utilizados como padréo para a avaliagéo. A
avaliacdo de 20 imagens de forma aleatéria foi suficiente para que o CV se
tornasse constante. A partir desta andlise, os tratamentos com a bactéria
tiveram o indice avaliado novamente e o indice dos tratamentos com PBS foi
avaliado a partir de 20 imagens. O indice de morte celular confirma os dados
das analises histologicas mostrando que camundongos IFN-afR”, apresentam
uma menor taxa de morte celular esplénica quando comparado aos
camundongos selvagens. E interessante observar que o indice de morte celular
dos camundongos IFN-aBR” quando infectados com a bactéria nao
apresentam diferenca quando comparados ao grupo controle que recebeu
PBS, sugerindo que a falta da sinalizagdo dependente do receptor de interferon

do tipo | esta envolvida na morte celular induzida por B. abortus.
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Figura 11. B. abortus induz morte celular esplénica dependente da sinali  zacdo mediada
pelo receptor de interferon do tipo I.

Camundongos IFN-aBR"' (n=5), e 129Sv/Ev (n=5), foram infectados intraperitonelamente com
10° bactérias e 2 semanas apds a infecgdo o baco desses animais foi utilizado para anélise de
TUNEL. (A) Cortes histoldgicos ap6s reacdo de TUNEL. Objetiva:40X (B) indice de morte
celular calculado a partir de imagens obtidas de cortes histologicos apos reacdo de TUNEL
(*)p<0,05 em relagéo ao tratamento 129Sv/Ev - PBS. (#)p<0,05 em relacao ao tratamento IFN-
aBR™ - S2308.
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Vérios relatos foram feitos avaliando o perfil de modelos de infeccao
bacteriana onde a morte celular esta relacionada a um processo efetivo de
patogénese (Bohme e Rudel, 2009). Dentre eles é possivel distinguir aqueles
em que a bactéria ativa o processo de morte celular programada daqueles
onde a bactéria inibe o aparato celular responsavel pelo desencadeamento do
processo de morte. A maioria dos estudos apontam para um processo inibitorio
de apoptose celular através da modulacdo de componentes do aparato celular
associado ao desencadeamento do processo de morte, como € 0 caso das
proteinas da familia Bcl-2 que controlam a integridade da mitocéndria e das
proteinas efetoras do processo de apoptose, as caspases. Dentre as bactérias
relacionadas ao processo de inibicdo do processo apoptatico estdo Chlamydia,
Legionella, Coxiella e Rickettsia (Paland et al., 2006; Banga et al., 2007; Voth
et al., 2007; Joshi et al., 2004).

Dentre os processos em que ha ativacdo de caspases através de fatores
de viruléncia associados aos patogenos, Shigella, Salmonella e Listeria sédo as
bactérias mais estudas na ativacdo de caspase-1 de um inflamossomo
controlando a clivagem catalitica das formas inativas de IL-1f3 e IL-18 para suas
formas ativas em um processo recentemente descrito como piroptose (Muruve
et al., 2008; Hornung et al., 2008). Células em processo piroptdtico possuem
caracteristicas bioguimicas e morfolégicas tanto do processo apoptoético quanto
do processo de necrose celular (Bergsbaken et al., 2009). Como no processo
apoptotico, células em piroptose sofrem degradacdo do DNA e condensacao
nuclear, mas néo ocorre a fragmentacéo internucleossomal como observado no

caso de um processo apoptético. Logo, a técnica de TUNEL ndo pode ser
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utilizada como forma de tentar distinguir o tipo de morte celular que a célula
infectada estd, ja que a técnica é baseada na adi¢do de nucleotideos marcados
nas porcdes 3’ terminais de DNA em estado de fragmentacdo. Sendo assim,
podemos associar a presenca de células TUNEL positivas em bacos de
animais infectados com a inducdo de uma morte celular pela B. abortus de
maneira dependente da sinalizagdo mediada pelo receptor de interferon do tipo

5.4. TRAIL é induzido pela sinalizacdo mediada pelo receptor

de interferon do tipo | apés a infeccdo por  B. abortus

Dentre o grupo de genes regulados por interferon (IRGs), genes pro
apoptéticos estdo entre os regulados por interferon do tipo I. Como os
resultados de TUNEL sugerem um processo de morte celular dependente da
sinalizacdo mediada pelo receptor de interferon do tipo I, foi analisado o perfil
de expressdo do gene pro-apoptotico TRAIL por PCR em tempo real em
células estimuladas com B. abortus e em células do baco de animais
infectados. BMM@s de camundongos 129Sv/Ev e de IFN-aBR™ foram
infectados com B. abortus S2308 o nivel de expressao de TRAIL foi avaliado
24 horas ap0s a infeccdo. Foi observado que o estimulo foi capaz de induzir
transcricionalmente TRAIL em camundongos 129Sv/Ev e que esta indugéo é
dependente da sinalizagcdo mediada pelo receptor de interferon do tipo | (Figura
12A). Em BMM@s de camundongos IFN-aBR” ndo houve inducdo da
expressdao de TRAIL. Concordante com os resultados anteriores onde foi
mostrado que tanto B. abortus S2308 foi capaz de induzir interferon do tipo I,

este estimulo também acarreta na indu¢cdo de TRAIL, um dos genes que é
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regulado por interferon do tipo | dependentes do IFN-aBR. Para confirmar os
dados in vitro, a epressédo de TRAIL foi analisada também em células de baco
de camundongos infectados por B. abortus S2308. Os dados de PCR em
tempo real a partir do cDNA obtido destes bagos mostraram que a expressao
de TRAIL é dependente do IFN-apfR devido a ndo inducdo deste gene em
animais deficientes para este receptor quando comparado a indugéo observada

em baco de camundongos 129Sv/Ev (Figura 12B).
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Figura 12. B. abortus induz a expressdo de TRAIL dependente da sinaliza¢ 4o mediada

pelo receptor de interferon do tipo I.

(A) BMM@s de camundongos IFN-aBR"' e de camundongos 129Sv/Ev estimulados com B.
abortus ou o DNA purificado desta bactéria e o RNA total foi extraido para analise de
expressdo génica de TRAIL. (B) Andlise de expresséo diferencial génica de TRAIL em baco de
camundongos IFN-aBR"' (n=3), e 129Sv/Ev (n=3), a 2 semanas ap0s serem infectados

intraperitonelamente com 10° bactérias.
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5.5. A inducdo da expressdao de IFN-B pela infeccdo por
Brucella abortus é dependente de IRF-3

A ativagdo de IRF-3 esta a jusante da sinalizacdo mediada por TLRs que
utilizam TRIF como molécula adaptadora para a inducdo de IFN-B, ademais
IRF-3 também pode ser utilizado por outros receptores da imunidade inata no
reconhecimento e desencadeamento de uma sinalizacdo que culmina com a
expressao de IFN-B (Figura 13). Alguns receptores sao capazes de reconhecer
PAMPs de virus, como RIG-I ou MDA5 e, recentemente, foi descrito um
receptor capaz de reconhecer DNA de varias fontes, inclusive bacteriano, e
denominado de DAI (DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors —

Takaoka et al., 2007).
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Figura 13. Papel central de IRF-3 na indugéo de int  erferon do tipo | através da sinalizacao
mediada por varios receptores da imunidade inata.

ApOs o reconhecimento de acidos nucléicos de patogenos por receptores da imunidade inata,
uma cadeia de transducé&o de sinais culmina com a ativacdo de IRF-3 que atua como ativador
transcricional de IFN-B. Adaptado de O'Neill, 2009.

Para verificar a contribuicdo de IRF-3 na inducdo de IFN-B por B.
abortus, a funcéo biolégica desta molécula foi analisada quando silenciada em
células RAW 264.7. Trés regides do transcrito de IRF-3 foram selecionados
para serem alvos de siRNAs. Contudo somente a constru¢cdo denominada
sil075 teve a capacidade de interferir na expressdo de IRF-3 em
aproximadamente 50% das células estudadas (Figura 14A). Apesar da
interferéncia ter sido relativamente baixa quando comparada ao proposto pela
selecdo das sequéncias pelo programa utilizado para o desenho dos

iniciadores, tal interferéncia foi capaz de reduzir drasticamente a expressao de
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IFN-B, se mostrando um 6timo alvo para analise de genes induzidos pelo
ativador transcricional IRF-3 (Figura 14B). Quando estimuladas com B. abortus
as células silenciadas apresentaram uma drastica reducdo da expressado de
IFN-B, indicando que IRF-3 esta envolvido na ativagdo do sistema de interferon
do tipo | provavelmente como ativador transcricional do gene IFN-B. Tais
resultados sugerem que a ativacdo do sistema de interferon do tipo | por B.
abortus envolve uma sinalizacdo mediada por um receptor da imunidade inata
gue necessita da expresséo de IRF-3. No caso da indugéo de interferon do tipo
| por L. monocytogenes, foi observado um padrdo similar ao proposto neste
trabalho com B. abortus. IRF-3 e TBK1 sdo essenciais para a ativacao do
sistema de interferon do tipo | em células estimuladas com L. monocytogenes,
mas independentes de TLRs e da molécula adapatadora TRIF. Tais resultados
suportam que o hospedeiro desencadeia uma via de ativagao de interferon do
tipo | similar quando infectado com B. abortus. E importante ressaltar que
células RAW 264.7, quando estimuladas com B. abortus, induzem a expresséao
de IFN-B (Figura 14B), sendo entdo, considerado um bom modelo para estudos
da ativagao do sistema de interferon do tipo | sob condi¢des de silenciamento

génico.
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Figura 14. O silenciamento génico de IRF-3 diminui a expressao de IFN-B em células

RAW 264.7 quando estimuladas com B. abortus .
(A) IRF-3 teve uma diminuicdo de aproximadamente 50% em células transfectadas com o

siRNA sil1075. (B) A expressédo de IFN-B foi diminuida em aproximadamente 90% em células
RAW 264.7 IRF-3 silenciadas quando estimuladas com B. abortus.
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Uma vez que a inducéo de interferon do tipo | foi dependente da
molécula IRF-3, foi avaliada a expressdo de TRAIL em células Raw264.7 IRF-3
silenciadas. Como observado na figura 15 pode-se perceber que a expressao
de TRAIL é praticamente abolida nas células IRF-3 silenciadas, mostrando,
assim, que a inducado de IFN-B por B. abortus, que € dependente de IRF-3, leva
a ativacdo da sinalizagdo mediada pelo receptor de interferon do tipo |
culminando com a expressdo de genes pro-apoptoticos como TRAIL. Tal
mecanismo pode sugerir que o aumento da suscetibilidade a B. abortus pode
estar associada a inducdo da morte celular dependente da sinalizagdo mediada
pelo receptor de interferon do tipo | através da inducdo de genes pro-

apotaticos.

TRAIL/B-actin
MRNA (248t
l\lJ ul

Figura 15. O silenciamento génico de IRF-3 diminui a expressdo de TRAIL em células
RAW 264.7 quando estimuladas com B. abortus .
A expressdo de TRAIL foi diminuida em aproximadamente 95% em células RAW 264.7 IRF-3

silenciadas quando estimuladas com B. abortus.
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5.6. O DNA da B. abortus é indutor do sistema de interferon do

tipo |

Os acidos nucléicos de diversos patdgenos podem suscitar respostas
imunes quando expostos em uma célula infectada. Tanto moléculas de DNAs
quanto de RNAs de alguns patdgenos tém recebido bastante atencdo por
serem capazes de influenciar na resposta imune do hospedeiro tanto para uma
resposta efetiva quanto para uma resposta patolégica (Takaoka et. al, 2007).
Além disso, sinalizacdes intracelulares mediada por receptores da imunidade
inata culminam na ativacdo do ativador transcricional IRF-3 levando a
expressao de interferon do tipo I. Para determinar se o DNA da B. abortus tem
um papel de agonista na inducdo de interferon do tipo | mediada por IRF-3,
BMM@s de camundongos 129 Sv/Ev foram estimulados com o DNA purificado
de B. abortus ou com o DNA purificado tratado com DNAse como controle da
estimulacdo. Foi observado, utilizando PCR em tempo real, que as células
estimuladas com o DNA da bactéria foram capazes de aumentar a expressao
tanto de IFN-B quanto de IFN-a (Figuras 16A e 16B). Contudo, o maior
aumento de expressdo foi observado para IFN-B jA que no caso de IFN-a
houve aumento da expressdo desse gene também no tratamento com
DNA+DNAse, ndo sendo possivel associar 0 aumento da expressdo desse
gene com a estimulagdo com o DNA bacteriano. Tais resultados sugerem que
o DNA da B. abortus pode ser considerado como um agonista de interferon do
tipo 1, principalmente de IFN-B em BMM@s derivadas de camundongos

129Sv/Ev.
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Figura 16. O DNA de B. abortus é agonista do sistema de interferon do tipo |.
O tratamento de BMM@s com DNA de B. abortus induz a expresséo transcricional de IFN-f

(A), e em menor escala a expresséao de IFN-a (B). (*)p<0,05 em relacéo ao tratamento “meio”.

Varios estudos tém apontado o DNA ou oligonucleotideos sintéticos que
possuem motivos CpG como uma moléculas que rapidamente estimulam o
sistema imune, através da estimulacdo a proliferacéo de células B, células T e

macrofagos, e inducao de varias citocinas imunomodulatdrias associados a um
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perfil Thl (Ballas et al.,, 1996; Halpern et al., 1996; Klinman et al., 1996).
Evidéncias tém indicado a presenca de moléculas sensoras citosélicas
relacionadas ao reconhecimento de DNA exposto durante um processo
infeccioso ou por uma eliminacdo incompleta de um patégeno acarretando em
uma rapida ativagdo do sistema de interferon do tipo I, como € o caso da
molécula nomeada de DAI por Takaoka e colaboradores (2007). Esses
pesquisadores propuseram uma fungdo bioldgica para tal molécula ao analisar
o fendtipo de células de fibroblastos silenciadas para a molécula DAI. Foi
observado que as células silenciadas ndo eram capazes de ativar o sistema de

interferon do tipo | por ndo serem capazes de induzir a ativacao de IRF-3.

5.7. Ainducéo de IFN- B por B. abortus é independente de TLR9

Entre os possiveis candidatos a estimular a transcricdo de IFN-8 estdo
0os TLRs3, -4, -5, -7, -8 e -9 (Takeda et al., 2003). TLR9 é considerado o Unico
candidato entre os TLRs descritos acima que reconhece o DNA de B. abortus
como um padrdao molecular associado a esse patogeno. Alguns trabalhos
evidenciaram o papel desse receptor no controle da brucelose. Nestes estudos,
a brucelose murina se mostrou exacerbada em animais deficientes para o
receptor TLR9 quando comparado ao grupo controle, demonstrando a
necessidade desta molécula para uma resposta eficiente contra esse patdogeno
(Macedo et al., 2008). Baseado nestes achados foi avaliado em BMM@s de
camundongos deficientes para TLR9 a capacidade de reconhecer e induzir a
expressao de IFN-B. Como observado na Figura 17, TLR9 néo é essencial para

a inducéo de IFN-B ja que as células provenientes de camundongos deficientes
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para esta molécula foram capazes de induzir transcricionalmente IFN-B de
maneira semelhante aos animais C57BL/6. Este resultado confirma que a
inducdo de IFN-B ndo requer a participacdo de TLR9 no reconhecimento do
DNA purificado de B. abortus, sugerindo que outra molécula poderia atuar
como receptor do sistema imune inato do hospedeiro capaz de reconhecer o

DNA bacteriano e sinalizar através de IRF-3 culminando com a inducédo do

sistema de interferon do tipo I.

°T Em C57BL/6
Bl 7 Ry”

IFN-B/B-actin
MRNA (288¢t)

NT 52308 DNA Poli I:C CpG

Figura 17. TLR9 néo é essencial para a indugdo de  IFN-B.
O tratamento de BMM@s com B. abortus ou o DNA purificado dessa bactéria induz a

expressado transcricional de IFN-B independente da auséncia de TLR9.

5.8. A inducédo de IFN-B pelo DNA purificado de B. abortus é
independente de TLR2 ou TLR4

Dentre os TLRs que séo capazes de reconhecer PAMPs de B. abortus
estdo TLR2 e TLR4. Apesar de resultados contraditorios serem encontrados na
literatura, alguns modelos de resisténcia a Brucella ja foram descritos

principalmente através da sinalizacdo por TLR4 culminando com a ativacdo de
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NF-kB (Oliveira et al., 2008; Copin et al., 2007). Contudo, a atuacdo destes
receptores na indugéo de interferon do tipo | foi demonstrada no modelo de
infeccédo utilizando Brucella. Como a inducgéo de interferon do tipo | foi sugerida
ser independente de TLR9, BMM@s de camundongos TLR2” ou TLR4™ foram
extraidos e estimulados com a bactéria viva, ou com o DNA purificado desta
bactéria ou, entdo, com 0s agonistas destes receptores ja reportados na
literatura como a proteina lipidada presente na membrana externa de B.
abortus, L-omp-19 e com o LPS desta bactéria purificado, respectivamente.
Como pode ser observado na Figura 18, os niveis de transcrito de IFN-gB foi
aumentado nos tratamentos com a bactéria viva (S2308), ou com o DNA
purificado ou entdo no controle Poli I1:C. Ndo houve dependéncia de nenhum
dos TLRs analisados para a ativacdo transcricional de IFN-B, excluindo tais
receptores como possiveis candidatos a inducédo de interferon do tipo | por B.
abortus. TLR4 pode sinalizar em uma via MyD88-independente que culmina
com a ativacao de IFN-B. Assim, este trabalho vem demonstrar que a inducéo
de interferon do tipo | por B. abortus é independente da sinalizacdo mediada
por TLR4. Outra questdo importante neste contexto € a ativagdo do sistema de
interferon do tipo | ndo é dependente do LPS da B. abortus. Uma analise de
dose resposta foi feita utilizando concentragcbes crescentes deste componente
bacteriano purificado e ele ndo foi capaz de induzir a expressdo de IFN-B
mesmo em células de camundongos C57BL/6. Contudo o DNA purificado de B.
abortus foi capaz de induzir o aumento da expressdao de IFN-8 mesmo na
auséncia de TLR4 sugerindo mais uma vez que o DNA desta bactéria é um
agonista para a inducdo do sistema interferon do tipo | independente da

sinalizacdo mediada por TLR4.
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Um ponto critico na ativacdo transcricional de genes que codificam
interferon do tipo | é a fosforilacdo de IRF-3 e/ou IRF-7. TRIF utiliza o
adaptador TRAF3 para recrutar a cinase TBK1 capaz de fosforilar IRF-3. Na
maioria das células a sinalizagdo dependente de MyD88 néo leva a inducéo de
interferon do tipo I. Contudo, Barbalat et al., 2009 apresentou recentemente
gue DNA de virus é capaz de induzir a expressao de interferon do tipo |
dependente da sinalizagdo mediada pelo receptor TLR2 e independente de
qualquer outro receptor conhecidamente capaz de reconhecer acidos
nucléicos. Sendo assim, para avaliar se TLR2 esta envolvido na ativacdo do
sistema de interferon do tipo | por B. abortus ou pelo seu DNA, BMM@s de
camundongos TLR2™ foram estimulados com a bactéria viva ou com seu DNA,
assim como com a proteina lipidada L-omp19. L-omp19, mas nao sua forma
ndo lipidada, é capaz de induzir a secrecdo de TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12 em
um processo dependente de TLR2 (Giambartolomei et al., 2004). Sendo assim,
L-ompl19 é um agonista de TLR2, mas sua func¢édo na indugéo de interferon do
tipo | ndo havia sido investigada. Como observado na Figura 18 TLR2 néo esta
relacionado a inducdo da expressdo de IFN-B. Ademais, L-ompl9 n&do é um
agonista capaz de induzir a ativagéo da via de interferon do tipo | como o DNA
purificado de B. abortus. Barbalat e colaboradores (2009) apresentaram, de
maneira inesperada, que TLR2 é capaz de induzir interferon do tipo | somente
em resposta a ligantes virais, enquanto a inducao de TNF-a ocorre em resposta
tanto aos estimulos derivados de virus quanto de bactérias. Este trabalho se
apresenta de acordo com os dados obtidos nesta tese, aonde um estimulo

proveniente de B. abortus, a proteina L-omp19, reconhecidamente relacionada
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a ativacao de uma resposta imune dependente de TLR2, ndo € agonista para a

ativacao do sistema de interferon do tipo I.

Estes resultados juntos sugerem que TLR2 ou TLR4 ndo séo receptores
candidatos para a ativagao do sistema de interferon do tipo I, assim como 0s
seus agonistas, L-omp19 e LPS respectivamente, que sao capazes de ativar a
inducdo de uma resposta inflamatoria caracteristica da brucelose, ndo séo
capazes de ativar a transcricdo de IFN-B. Além do mais, este trabalho
apresenta o DNA purificado de B. abortus como um novo agonista do sistema
de interferon do tipo | de maneira independente dos receptores do tipo Toll
mais associados ao desencadeamento de uma resposta imune eficiente contra

Gram-negativas como os TLR2, TLR4 e TLR9.
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Figura 18.A inducdo de IFN-B pelo DNA purificado de B. abortus € independente de TLR2 ou TLR4
O tratamento de BMM@s com B. abortus ou o DNA purificado dessa bactéria induz a expressédo
transcricional de IFN-B independente dos receptores TLR2 ou TLR4 ou dos seus agonistas L-omp19 ou
LPS, respctivamente, purificados de B. abortus.
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5.9. Brucella abortus induz a expressao de IFN-B independente
da molécula adaptadora TRIF, mas dependente de MyD8 8

Diversos grupos relataram interacdo da Brucella abortus com varios
TLRs para uma resposta imune efetiva contra essa bactéria (Giambartolomei et
al., 2004; Weiss et al., 2005, Huang et al., 2003; Campos et al., 2004; Huang et
al., 2005). Mais recentemente, a participacdo da molécula adaptadora MyD88
na resposta in vivo, demonstrou a exarcebacdo da brucelose murina em
camundongos deficientes para tal molécula adaptadora (Weiss et al., 2005;
Macedo et al., 2008). Pouco é conhecido sobre a participacdo da molécula
adaptadora TRIF na resposta a infec¢do por bactérias. Provavelmente devido a
sinalizagdo dessa molécula adaptadora somente estar relacionada a
transducéo de sinal dependente de TLR3 e TLR4 na ativacdo de NF-kB tardio e
IRF-3 culminando com a inducdo de citocinas pro-inflamatorias e IFN-f,
respectivamente (Yamamoto et al., 2003). Ademais, a ativacao de interferon do
tipo | ndo era relacionada a infecgdo bacteriana e sim numa ativacdo de um
estado celular propicio ao controle de infeccbes virais. Atualmente as
diferencas dos efeitos de IFN tipo | reportadas na imunidade a bactérias
refletindo diferentes mecanismos efetores tem chamado a atencdo dos
imunlogistas (Decker et al., 2005). Sendo assim, para acessar o papel da
molécula adaptadora TRIF no controle da brucelose murina, camundongos
deficientes para esta molécula (TRIF") foram infectados intraperitonealmente
com a B. abortus S2308 e o numero de bactérias viaveis foi monitorado no
baco de animas TRIF e 129Sv/Ev ap6s 2 semanas de infeccdo através da

contagem de unidades formadoras de colonia (UFC). Diferentemente da
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exarcebacédo da brucelose murina em camundongos deficientes de MyD88,
comparado aos animais do grupo controle determinada por Macedo et al.,
2008, os camundongos TRIF deficientes n&o apresentaram alteracdo na
contagem de bactérias viaveis presente no baco quando comparada a
contagem de UFC no baco dos camundongos selvagens 129Sv/Ev (Figura 19).
Este resultado evidencia que a molécula adaptadora TRIF ndo esta relacionada

ao controle da brucelose murina in vivo.
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Figura 19. TRIF ndo esta envolvida no controle in v ivo da brucelose murina.

Camundongos TRIF" (n=5), e 129Sv/Ev (n=5), foram infectados intraperitonelamente com 10°
bactérias e 2 semanas apés a infeccdo o titulo de B. abortus foi analisado no baco desses
animais e apresentados em log de CFU. Os dados representam 3 experimentos
independentes.

Uma vez que B. abortus € capaz de induzir IFN-( in vitro e a sinalizagéo
dependente de TLRs que culmina na expressao de interferon do tipo | ser
dependente de TRIF, foi avaliado em BMM@s de camundongos TRIF" se esta
inducéo é dependente da sinalizacdo através desta molécula adaptadora. Os
niveis de transcritos de IFN-GB de células BMM@s foram analisados por PCR em
tempo real apOs serem estimuladas com a bactéria viva S2308. Em
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concordancia com o resultado in vivo, os niveis de IFN-B obtidos nas células
derivadas de camundongos TRIF” foram semelhantes aos niveis encontrados
nas células provenientes dos camundongos controle (129Sv/Ev) sugerindo que
a molécula adaptadora TRIF também ndo esta associada a estimulagdo da

expressao de IFN-B (Figura 20).
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Figura 20. TRIF n&do estd envolvida na inducdo da ex pressdo de IFN-B em BMMOds
murinos.

Os resultados sao representativos de pelo menos trés experimentos independentes.

Este resultado sugere que nenhum TLR que utiliza TRIF como molécula
adaptadora esta envolvido na inducdo de interferon do tipo I. Os TLRs que
poderiam estar envolvidos na sinalizacdo seriam TLR3 ou TLR4 que séo
capazes de utilizar uma via de sinalizacdo independente do adaptador MyD88
(Yamamoto et al., 2003). Além do mais nenhuma evidéncia de reconhecimento
de B. abortus por TLR3 foi reportado. Ao contrario, a fungcdo de TLR4 no
reconhecimento do LPS de B. abortus através da utilizacdo de camundongos
C3H/HeJ, mostrando que TLR4 é requerido para o controle do processo

infeccioso (Campos et al., 2004). Provavelmente a sinalizagdo mediada por
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TLR4 ¢é deslocada no sentido da ativacdo de citocinas pré-inflamatérias

dependente da molécula adaptadora MyD88 (Macedo et al., 2008).

A interacdo de PAMPs & maioria dos TLRs, desencadeia uma cascata
de sinalizacdo que compartilha a proteina adaptadora denominada fator de
diferenciacdo mieldide 88 (MyD88). Esta molécula recruta proteinas (IRAKs,
TRAF-6, TAKs) que formam um complexo capaz de fosforilar proteinas da
familia de MAPKs (p38, JNK e ERK) e induzir translocacdo nuclear de NF-kB
(Akira e Takeda, 2004). Essa via de sinalizacdo culmina entdo na expressiva
producdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-12 e TNF-a, e ativacdo de

MAPKSs, que possuem diversas fun¢des bioldgicas.

Apesar dos resultados com camundongos deficientes para TLR9,
algumas evidéncias tém mostrado genes induzidos a jusante da ativacéo de
interferon do tipo | sdo dependentes da molécula adaptadora MyD88 (Lapaque
et al., 2009). Este grupo mostrou que B. melitensis quando atinge o seu nicho
replicativo intracelular, leva a inducdo da expressdo genes que codificam
proteinas de resisténcia induzidas por interferon (interferon-inducible resistance
proteins - IRGs, p47 GTPases) de forma dependente de MyD88. Contudo, esta
indug&do nao envolve nenhum TLR comumente associado ao reconhecimento
de PAMPs de bactérias Gram-negativas como os TLR2, -4, -5 ou -9. Sendo
assim, para avaliar a contribuicdo da molécula adaptadora MyD88 na inducgéo
transcricional de IFN-B, BMM@s de camundongos deficientes para esse
adaptador foram estimulados com a bactéria viva ou com o DNA bacteriano
purificado e o nivel transcricional de IFN-B foi analisado por PCR em tempo
real. Surpreendentemente, mesmo de maneira independente de TLR9, BMM@s

provenientes de animais MyD88" apresentaram uma grande deficiéncia na
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inducdo de IFN-B quando comparada a inducdo observado em células
provenientes de camundongos C57BL/6. Este resultado evidencia que a
inducdo de IFN-B é dependente da molécula adaptadora MyD88 (Figura 21).
Tal resultado corrobora os resultados obtidos por Lapaque e colaboradores
(2009) aonde € mostrado que a inducao de Irgm3 e Irga6 ndo envolve nenhum
TLR mas dependem da molécula adaptadora MyD88 quando Brucella
melitensis atinge seu nicho de replicacdo intracelular. E importante ressaltar
gue os macrofagos analisados, provenientes de camundongos selvagens
C57BL/6 e MyD88™", Poli I:C (agonista de TLR3), induzem a expressao de IFN-
B independente de MyD88. Ja é bem descrito que a via de inducdo de
interferon do tipo | por TLR3 ndo envolve o recrutamento de MyD88, mas sim
de TRIF como molécula adaptadora. Concordante com este trabalho é sugerido
que Brucella abortus € reconhecida por um receptor intracelular ainda
desconhecido, diferente daqueles ja sugeridos na literatura que reconhecem
bactérias Gram-negativas, mas que utiliza como molécula adaptadora MyD88

para a inducao de IFN-S.
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Figura 21. MyD88 é essencial para a inducdo de  IFN-B.
O tratamento de BMM@s com B. abortus ou o DNA purificado dessa bactéria induz a expressao
transcricional de IFN-8 dependente de MyD88. (*)p<0,05 em relacdo ao camundongo selvagem

C57BL/6.

5.10. O DNA purificado de B. abortus induz a sinalizacéo
mediada pela fosforilacdo de STAT1-Tyr701

A via de sinalizacédo dependente da ativagcéo de interferon do tipo | mais
bem caracterizada é a transducdo mediada por pelos ativadores transcricionais
STATSs. IFN-a/3 ao interagir com o receptor de interferon do tipo | desencadeia
a ativacdo de STAT1l e STAT2 atraves de fosforilagbes em residuos
especificos na sequéncia protéica destas moléculas, levando a formacdo de
um complexo protéico heterodimérico STAT1-STAT2 culminando com a
inducdo de genes estimulados por interferon (Platanias, 2005; Gupta et al.,

1996; Yan et al.,, 1996). Homodimeros formados por STAT1-STAT1 também
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podem ser formados tanto pela estimulacédo do receptor de interferon do tipo |
quanto pelo receptor de IFN-y (Levy e Darnell Jr., 2002). Para avaliar se a
ativacéo de interferon do tipo | por B. abortus ou pelo seu DNA culmina com a
ativacdo da sinalizacdo dependente da fosforilacdo de STAT1 no residuo
Tyr701, BMM@s de camundongos 129Sv/Ev ou IFN-aBR™ foram estimulados
com a bactéria ou com seu DNA purificado e o nivel de proteinas p-STAT1-
Tyr701 foi avaliado a 6 e a 12 horas apos a estimulacdo. Por analise de
western blotting, pode-se observar que tanto a bactéria quanto o DNA
purificado sdo capazes de ativar a sinalizacdo mediada pelo receptor de
interferon do tipo | através da fosforilagdo de STAT1 no residuo Tyr-701 em
camundongos 129Sv/Ev (Figura 22). Aléem do mais, pode-se observar que a
ativacdo do sistema esta relacionada a presenca do receptor de interferon do
tipo | j4 que em BMM®@s de camundongos IFN-aBR” n&o foi observado

nenhum residuo de fosforilacdo de STAT1-Tyr701.

Os resultados indicam que B. abortus e 0 seu DNA sao capazes de
induzir a producédo de IFN-B independente do receptor de interferon do tipo |
em BMMds, e que esta inducdo é capaz de ativar o sistema mediado pelo
receptor via fosforilacdo de STAT1-Tyr701. Contudo, a ativacdo de IFN-a esta

intimamente relacionada a presenca do receptor de interferon do tipo I.
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129SWw/Ev IFN-aBR-*

Figura 22. Brucella abortus ou seu DNA purificado é capaz de induzir a sinalizacéo
dependente de IFN- affR.

A ativacao de interferon do tipo | por B. abortus ou pelo seu DNA purificado é capaz de induzir
a ativacao da sinalizacdo mediada pelo receptor de interferon do tipo | como observado pela
fosforilacdo de STAT1-Tyr701 (*)p<0,05 em relacdo ao camundongo selvagem 129Sv/Ev.

p-STAT1 — Tyr701

STAT1

Miyagi e colaboradores (2007) reportaram que o aumento da ativacéo de
STAT1 durante uma infeccao viral pela ativacdo de receptores de interferon,
estd associado a uma diminuicdo da ativacdo de STAT4, cuja ativacao é
importante para a inducdo da producdo de IFN-y em células NK. Como
camundongos IFN-aBR” ndo possuem a sinalizacdo mediada pela fosforilacdo
de STAT1 no residuo Tyr701, estes animais, provavelmente nao possuem um
controle de STAT4 mediado por STAT1 em células NK para a producdo de
IFN-y. Este menor controle pode estar associado em uma dificuldade de
controlar o nivel de inducdo de IFN-y durante a infeccdo por B. abortus, mas
controlando melhor a infecgdo por ndo ter o nivel desta citocina diminuida

durante a infecgéo.

Vérios sdo os patdégenos capazes de induzir a ativacdo do sistema de
interferon do tipo | do hospedeiro durante o processo infeccioso (Decker et al.,
2005). Tanto in vitro quanto in vivo, alguns modelos de infeccdo bacteriana
relataram que a ativagédo do sistema de interferon do tipo | resulta no aumento

da suscetibilidade do hospedeiro frente a essas infecgbes. Este trabalho
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evidencia mais um modelo de infec¢cdo bacteriana no qual B. abortus utiliza do
sistema imune do hospedeiro e da maquinaria celular para se beneficiar
através da inducdo de interferon do tipo I, mais especificamente de IFN-pB.
Comparado com os animais 129Sv/Ev, animais deficientes para o IFNapR
apresentaram uma maior habilidade em controlar a infeccéo por B. abortus. No
caso de infec¢des por virus, a ativacdo do sistema de interferon do tipo | esta
intimamente relacionada a inducdo de um estado antiviral das células do
hospedeiro. Contudo, a ativacio deste sistema em infec¢des bacterianas ainda
€ pouco entendida (Stockinger et al., 2004). Neste trabalho, foi observado que
mesmo induzindo altos niveis de IFN-B, camundongos IFN-aBR™ ndo possuem
a capacidade de ativar a sinalizagdo dependente deste receptor e desencadear
a ativacdo de genes induzidos por interferon do tipo I, como aqueles
considerados como pro-apoptoticos, como o caso de TRAIL. E este fenbmeno
estd de acordo com o fenétipo observado a partir da analise por TUNEL de
células esplénicas provenientes de cortes histolégicos de bacos de animais
infectados com a B. abortus. Um maior indice de morte celular foi observado
em baco de camundongos que possuem a sinalizagdo mediada pelo IFNapR
intacto, provavelmente associando um possivel mecanismo de maior
resisténcia a B. abortus em camundongos que ndo conseguem sinalizar
eficientemente para a ativacdo de genes pro-apoptoticos. Ademais, analises in
vitro associam a maior resisténcia de camundongos IFN-aBR” com uma maior
producao de IL-12, IFN-y e NO no sobrenadante de células, estimuladas com a
bactéria, provenientes destes animais quando comparada a producdo das
mesmas citocinas em sobrenadantes de células provenientes de camundongos

selvagens.
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Conhecidamente, acidos nucléicos de patdgenos sao forte indutores de
uma resposta imune inata pelo hospedeiro para a eliminacdo da infeccéo
(O’Neill, 2009). Neste trabalho evidenciamos que o DNA purificado de B.
abortus estimula a inducdo do sistema de interferon do tipo I, uma vez que
células estimuladas com este &acido nucléico foram capazes de ativar a

transcricdo de IFN-S.

O receptor da imunidade inata citosolico capaz de reconhecer e sinalizar
para a ativacdo do sistema de interferon do tipo | ainda ndo é conhecido.
Alguns possiveis candidatos sdo descritos na literatura relacionando modelos
bacterianos com os mecanismos pelos quais estes patdégenos podem induzir a
producédo de interferon do tipo I. Utilizando células de camundongos deficientes
para os receptores TLR2, -4, -9, NOD2 ou deficientes para os adaptadores
MyD88, TRIF, TRAM ou Rip-2, foi observado que a inducdo de interferon do
tipo | em resposta a infecgcdo por L. monocytogenes continua a ser ativada
(citado por Gold et al., 2004 e Kuchtey et al., 2006). Enquanto a inducéo de
interferon do tipo | ocorre independente destas proteinas, IRF-3 e TBK1
parecem ser essenciais para a ativacdo deste sistema pela infeccdo com L.
monocytogenes. Neste trabalho reportamos que a inducédo de interferon do tipo
| pela infeccédo por B. abortus parece ser dependente da molécula adaptadora
MyD88 e de IRF-3, mas independente dos receptores TLR2, TLR4 e TLR9 e da
molécula adaptadora TRIF. Tais resultados sugerem que uma via de
sinalizacao independente de TLRs, mas dependente de MyD88 e IRF-3, ativam
IFN-B ap0s infeccéo por B. abortus ou estimulacdo com o DNA purificado desta

bactéria apds o reconhecimento por um receptor citosélico ainda desconhecido.
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Os resultados obtidos neste trabalho associados as caracteristicas ja
descritas da infeccdo por B. abortus sugerem alguns eventos associados a

infecc@o por esta bactéria com a ativagéo do sistema de interferon do tipo |.

O modelo de infeccéo, delineado a partir dos resultados deste trabalho,
se inicia com o recrutamento de células do sistema imune inato com a
finalidade de fagocitar a bactéria. B. abortus € internalizada e atinge o seu
nicho replicativo, o “Brucelossomo”. Algumas bactérias sdo eliminadas nas
primeiras 12 horas ap0s a infeccdo através da associagdo dos endossomos
contendo a bactéria com vesiculas endossomais tardias ou com lisossomos
(Starr et al., 2008). Os endossomos contendo as bactérias que nao foram
eliminadas estabelecem um nicho replicativo apés interagir com a membrana
de reticulo endoplasmatico da célula hospedeira obtendo marcadores celulares

importantes para evadir da via endocitica (Pizarro-Cerda et al., 1998).

Este nicho replicativo € o local ideal para sobrevivéncia e replicagdo da
Brucella. Contudo, quando a célula hospedeira se encontra com muitos
“Brucelossomos” e 0s nutrientes ndo Sdo mais capazes de sustentar o
processo replicativo bacteriano, algumas bactérias ou morrem ou utilizam o
sistema de secrecéo do tipo IV para externalizar componentes bacterianos para
o citoplasma do hospedeiro. Estes padres moleculares associados a B.
abortus disponiveis no citoplasma da célula hospedeira ficam passiveis de
serem reconhecidos pelos componentes do sistema imune inato do hospedeiro

e induzir rapidamente uma resposta contra a infeccéo.

Até o momento, pouco é relatado sobre receptores intracelulares
associados ao reconhecimento e ao controle de B. abortus. Apesar de TLRO ter

sido relatado como receptor importante no controle desta infeccéo, este
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receptor endossomal ndo estad relacionado ao reconhecimento do DNA
purificado de B. abortus e ativacdo da sinalizacdo que culmina com a ativacao

de IFN-B.

Uma vez disponivel no citoplasma da célula hospedeira, o DNA é
reconhecido por um receptor capaz de utilizar a molécula adaptadora MyD88,
mas nao TRIF, e sinalizar de maneira dependente de IRF-3 para ativagao de
IFN-B. De maneira paracrina ou autécrina, IFN-B interage com o receptor de
interferon do tipo | ativando a via classica Jak-STAT culminando com a
ativacdo de genes induzidos por interferon do tipo |. Entre estes genes,
ativadores transcricionais como IRF7 podem ser induzidos e atuar como
ativador de genes IFN-a retroalimentando o sistema pela interacdo das
citocinas codificadas por esses genes ao receptor de interferon do tipo I. Além
de levar a inducéo de ativadores transcricionais, a sinalizagdo mediada pelo
receptor de interferon do tipo | pode induzir a expressdo de genes pro-
apoptoticos. Assim como o DNA da B. abortus foi capaz de ativar o sistema de
interferon do tipo I, foi observado também que o sistema foi capaz de ativar
transcrionalmente TRAIL de forma dependente da sinalizacdo mediada pelo

receptor de interferon do tipo I.

TRAIL, uma vez induzido, deve ligar-se ao receptor presente na
superficie celular como Fas/CD95 ou TRAIL/Apo2L, membros da familia de
receptores de fatores de necrose tumoral (TNFR), culminando no recrutamento
e ativacdo de proteinas efetoras que sinalizam para um processo de morte
celular programada. Uma das principais proteinas efetoras que sédo ativadas
pela sinalizacdo dependente do receptor de TRAIL séo as caspases (Duprez et
al., 2009). A morte celular programada € um mecanismo ancestral chave nos
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organismos multicelulares para a manutencdo da homeostase tanto em nivel
celular quanto em nivel tecidual. Dentre os eventos capazes de induzir a morte
celular programada podem-se destacar aqueles relacionados a morfogénese e
homeostase tecidual, renovacéo de células labeis e a resposta imunoldgica do
organismo frente a infec¢@o por um agente patogénico. A eliminacdo de células
infectadas por um processo de morte celular programada tem papel
fundamental na defesa do organismo contra a infec¢do por bactérias, virus e
parasitas (Béhme e Rudel, 2009). Contudo, varios patdgenos possuem
estratégias sofisticadas para subverter o sistema imune do hospedeiro através
da modulagdo do processo de morte celular programada. Alguns patdégenos
conseguem modular o processo de morte celular evitando ou induzindo tal
processo. Apesar da morte celular promovida pelo sistema imune do
hospedeiro levar a morte de bactérias intracelulares, algumas podem se manter
vidveis dentro dos corpos apoptéticos ou escapar devido a fragmentacdo das
membranas celulares. Duas hipéteses de como subverter o sistema de
eliminacdo do patégeno podem ser sugeridas através deste processo.
Primeiramente, como 0s corpos apoptoticos sao fagocitados por células
fagocitarias profissionais que séo recrutadas em locais aonde o0 processo de
morte celular programada esta ocorrendo, Brucella spp. viaveis presente
nestes corpos apoptoticos sdo rapidamente capazes de infectar novas células
restabelecendo o processo infeccioso em uma nova célula. Outra maneira da
bactéria ser capaz de continuar seu processo infeccioso no hospedeiro é
escapando dos corpos apoptéticos através da fragmentacdo das membranas
celulares e conseguindo infectar novas células, restabelecendo o seu ciclo de

infeccdo (Figura 23).
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Figura 23. Modelo de subverséo do sistema imune por B. abortus .

Quando a célula hospedeira se encontra com muitos brucelossomos e 0s nutrientes ndo séo
mais capazes de sustentar 0 processo replicativo bacteriano algumas bactérias ou morrem ou
utilizam o sistema de secrecdo do tipo IV para externalizar componentes bacterianos para o
citoplasma do hospedeiro. O DNA de B. abortus quando presente no citoplasma da célula
hospedeira é reconhecido por um receptor ainda desconhecido capaz de sinalizar utilizando a
molécula adaptadora MyD88 ativando IRF-3 que atua como ativador transcricional de IFN-S.
De maneira autdcrina ou paracrina, IFN-f interage com receptor de interferon do tipo | que
medeia a sinalizagdo via Jak-STAT ativando genes pro-apoptéticos como TRAIL. TRAIL
interage com seu receptor cognato que sinaliza para a ativagdo de uma morte celular
programada, culminando com a exposicdo de Brucellas que conseguem restabelecer o
processo infeccioso nas células presentes ao redor do corpo apoptotico.
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6. CONCLUSOES



Conclusobes

Os resultados apresentados nesta tese nos permite concluir que a B.
abortus € capaz de induzir IFN-B mediado por MyD88 e IRF-3, mas
independente de TLR2, TLR4 ou TLR9 e da molécula adaptadora TRIF. Esta
producado de IFN-B e posterior sinalizacdo pelo seu receptor estao relacionadas
ao fendtipo de menor suscetibilidade a infeccdo, devido, provavelmente, a
inducao de apoptose cellar levando a uma multiplicacdo da infec¢cdo em células
hospedeiras adjacentes. Este trabalho levanta mais uma questao relevante a
ser respondida que refere-se ao tipo de receptor capaz de reconhecer o DNA
da B. abortus e desencadear a ativacéo de interferon do tipo I. A possibilidade
de que B. abortus tenha adquirido durante o processo evolutivo a habilidade de
ativar o sistema de interferon do tipo | com o exclusivo propésito de continuar o
seu processo biologico de infeccdo e replicacdo no hospedeiro também séo
questdes que este trabalho propde para serem respondidas no futuro préximo.
Ademais, este trabalho apresenta o DNA de B. abortus como uma molécula
capaz de induzir interferon do tipo | e associa esta molécula como importante
fator de viruléncia por induzir & morte programada as ceélulas hospedeiras

infectadas.
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