RESUMO

A Brucella ovis ¢ uma importante causa de epididimite em ovinos e consequentemente
ocasiona perdas econdmicas para a ovinocultura por afetar a reproducdo dos animais.
Considerando a escassez de estudos sobre como a B. ovis interage com componentes
dos sistema imunoldgico inato, como os receptores semelhante a Toll (TLR), este
trabalho caracterizou a importancia da sinalizacdo por TLR para o controle da infec¢ao
por B. ovis e a proteina TcpB, descrita anteriormente como mecanismo de evasdo da
sinalizagdo TLR em B. abortus e B. melitensis. Camundongos C57/BL6 knockout para
TLR2, TLR4, TLR9 e MyD88 foram infectados com B. ovis e submetidos a eutanésia
apos sete dias de infeccao (dpi) para avaliacao bacteriologica, histopatoldgica e nimero
de copias de RNA. Observou-se que os camundongos MyD88-/- apresentaram maior
colonizacdo esplénica quando comparados com os camundongos C57/BL6 selvagens.
Este aumento de susceptibilidade ocorreu devido ao menor desenvolvimento de resposta
inflamatéria destes animais, demonstrado por menor inflamagcdo em baco e figado e
menor transcri¢do de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6, necessarias para o
desenvolvimento adequado de resposta contra Brucella. Os animais TLR9-/- também
apresentaram maior coloniza¢do bacteriana esplénica quando comparados com
camundongos selvagens mas, interessantemente desenvolveram uma resposta
inflamatoria maior que o grupo controle. Em comparag¢do com camundongos selvagens,
animais TLR2-/- e TLR4-/- ndo apresentaram diferengas de susceptibilidade a infecg¢ao
por B. ovis. Portanto, MyD88 ¢ necessario para o desenvolvimento de uma resposta
inflamatoria eficaz contra B. ovis no modelo murino. Adicionalmente, foi gerado uma
amostra mutante de B. ovis construida a partir da delecdo do gene tcpB e a cinética de
infeccdo foi realizada em camundongos C57/BL6. A auséncia deste gene acarretou em
fenotipo atenuado in vivo caracterizado pela menor colonizagdo bacteriana desde o
primeiro dpi e incapacidade de persistir no hospedeiro até 30 dpi. Contudo, esta amostra
mutante apresentou uma deficiéncia de crescimento in vitro. Portanto, a proteina TcpB
funcional ¢ necessaria para a viruléncia e sobrevivéncia de B. ovis em camundongos,
mas estudos bacterioldogicos com o mutante desenvolvido neste estudo devem ser
realizados para determinar se a amostra apresenta um defeito metabdlico ou de
crescimento.
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ABSTRACT

Brucella ovis is a significant cause of epididymitis and thus causes economic loss to the
sheep industry by affecting animal reproduction. Considering the scarcity of studies on
the interaction of B. ovis with innate system components, such as Toll-like receptors
(TLR), this work highlights the importance of TLR signalling to resistance to B. ovis
and the protein TcpB, described as an evasion mechanism of TLR signaling in B.
abortus and B. melitensis, as a virulence factor. C57/BL6 knockout for TLR2, TLR4,
TLRY, and MyD88 mice were infected with B. ovis and euthanized after seven days of
infection (dpi) for bacteriologic, histopathologic and gene expression evaluation.
MyD88-/- mice showed higher spleen colonization when compared with wild-type
C57/BL6 mice. This increase in susceptibility was due to smaller inflammatory
response in these animals, demonstrated by smaller inflammation in spleen and liver
and smaller transcription of proinflammatory citokines such as TNF-a and IL-6,
necessary for proper response against Brucella. TLR9-/- mice also presented larger
spleen bacterial colonization in comparison with wild-type mice, having, however,
developed larger inflammatory response than the control group. TLR2-/- e TLR4-/-
mice showed no diferent susceptibility to B. ovis infection in comparison with wild-
type mice. Therefore, MyD88 is necessary for the development of efficient
inflammatory response against B. ovis in the murine model. Additionally, a mutant
strain of B. ovis was generated from the deletion of the fcpB gene. B. ovis AtcpB was
inoculated in C57/BL6 mice and the infection kinetic was carried out. The absence of
this gene resulted in in vivo attenuated phenotype, characterized by smaller bacterial
colonization from 1 dpi and lack of capacity to persist in host. However, this mutant
strain showed a growth defect in vitro. Therefore, the functional protein TcpB is
necessary for B. ovis virulence and survival in mice, but further bacteriological studies
of the mutation developed in this work should be carried out to determine if the sample

shows a metabolic or growth defect.
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1. INTRODUCAO

A ovinocultura ¢ o segundo sistema de criacdo de animais com maior importancia em
paises desenvolvidos (Morand-Fehr e Boyazoglu, 1999). No Brasil, a exploragao desses
animais ¢ destinada principalmente para a producgdo de 13, especialmente em estados
como o Rio Grande do Sul (Viana ¢ Silveira, 2009), além de carne ¢ leite (Guimaraes,
2006). A exploracao comercial de ovinos era anteriormente restrita principalmente a
regido Nordeste, mas atualmente tem se destacado em todas as regides do Brasil
(Simplicio, 2011). Em 2006, o efetivo ovino brasileiro foi estimado em 13.856.747
cabegas, sendo que 763.617 correspondiam ao rebanho da regido Sudeste e 225.725 ao
rebanho de Minas Gerais (Censo agropecuario, 2006). Contudo, o crescimento da
ovinocultura do pais nao foi acompanhado por desenvolvimento sanitario, tecnoldgico e
cientifico adequado, o que resulta em baixa producdo (Guimardes, 2006; Simplicio,

2011).

Brucella ovis ¢ uma bactéria Gram negativo que infecta principalmente ovinos e causa
uma doenga conhecida como epididimite contagiosa ovina (Buddle e Boyes, 1953;
Buddle, 1956). A doenca afeta o sistema reprodutor e provoca diminuicao da fertilidade
dos carneiros e com menor frequéncia aborto em fémeas gestantes (Biberstein et al.,
1963; Meinershagen et al., 1974, Marco et al., 1994, Grillo et al., 1999; Carvalho Jr. et
al., 2011). A principal consequéncia da doenca ¢ a diminuicdo da reproducdo dos

animais, o que afeta diretamente a producao da ovinocultura (Carpenter et al., 1987).

Além da B. ovis, o género Brucella ¢ constituido por outras espécies com importancia
na saiude publica e animal. E conhecido que a bactérias desse género sio capazes de
subverter o sistema imunoldgico inato e assim sobreviver e multiplicar dentro do
hospedeiro (Martirosyan et al., 2011). O sistema imunoldgico inato atua como a
primeira defesa do hospedeiro ao reconhecer moléculas comuns a grupos de patogenos,
ativar mecanismos efetores e direcionar a resposta imunoldgico adaptativa para eliminar
o agente agressor (Abbas e Lichtman, 2005). Uma forma de reconhecimento dos
patégenos ocorre por meio de receptores transmembrana chamados receptores

semelhantes a 7o/l (TLR), que uma vez ativados iniciam uma cascata de sinalizagao
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intracelular que resulta em ativagdo de genes pro-inflamatorios e produgdo de citocinas

(Kawai e Akira, 2010).

A capacidade da Brucella spp. ativar uma resposta imunoldégic menos robusta quando
comparada com outros patégenos ¢ devido a moléculas especificas que sdo fracos
ativadores dos receptores TLR, como exemplo, seu LPS nao classico considerado um
agonista fraco de TLR4 (Martirosyan et al., 2011). Adicionalmente, foi descoberto que
a Brucella produz uma proteina denominada TcpB que inibe diretamente a sinalizagao
TLR2 e TLR4 por mecanismos ainda nio totalmente esclarecidos (Salcedo et al., 2008;
Cirl et al., 2008). Contudo, os dados presentes na literatura sobre a interacdo entre
Brucella spp. e o sistema imunoldgico hospedeiro sdo baseados apenas em estudos com
B. melitensis e B. abortus (Campos et al., 2004; Huang et al., 2005; Weiss et al., 2005;
Barquero-Calvo et al., 2007; Macedo et al., 2008; Salcedo et al., 2008; Cirl et al., 2008)
e ndo ha conhecimento sobre como a B. ovis age para evadir as a¢des da imunidade do

hospedeiro e persistir no organismo.

A B. ovis destaca-se dentro do género Brucella primeiramente por causar uma doenca
em carneiros que provoca infertilidade e consequentemente perdas financeiras para a
ovinocultura (Carpenter et al., 1987); e segundo por possuir baixo potencial patogénico
dentro de um género em que ha espécies com elevado potencial para causar doengas,
inclusive no homem. Dessa forma, o estudo desta bactéria pode representar uma nova
forma de abordar e compreender quais seriam mecanismos de viruléncia utilizados ou

perdidos pela B. ovis que resultaram em perda de patogenicidade (Tsolis et al., 2009).

Por isso, este trabalho teve como objetivo investigar a participagdo dos receptores TLR
2, 4 e 9 e da molécula adaptadora MyD88 na infeccdo por B. ovis utilizando-se o
modelo murino de infeccdo e avaliar se a proteina TcpB atua como mecanismo de

viruléncia da B. ovis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Brucelose

A brucelose ¢ uma doenca infecciosa que acomete animais domésticos e selvagens
causada por bactérias do género Brucella, sendo o aborto uma das principais formas de
manifestagdo clinica. A doenca ¢ considerada zoondética € no homem ¢ caracterizada por
episodios de febre e outras complicagcdes como acometimento osteoarticular e doenca
neurolégica. A transmissdo para o homem ocorre principalmente pela ingestdo de
produtos de origem animal como, por exemplo, derivados do leite ndo pasteurizado.
Outra forma de trasmissdo € a inalagdo de aerossois, comum em pessoas que trabalham
em laboratorios com esta bactéria e por isso, a manipulagdo do agente deve ser realizada
em laboratdrios de biosseguranga nivel 3. A doenca também ¢ comum em profissionais

como médicos veterindrios, magarefes e funcionarios de fazendas (WHO, 2006).

A primeira descri¢do deste patogeno foi feita pelo pesquisador David Bruce em 1887,
que identificou a bactéria “Micrococcus melitensis” como agente da febre de Malta.
Posteriormente, a bactéria foi isolada do leite de cabra, o que confirmou o carater
zoonotico da doenca (Godfroid el al., 2005). Em seguida, as espécies B. abortus e B.
suis foram identificadas como patégenos em bovinos e suinos, respectivamente (Banai e
Corbel, 2010). A B. ovis foi a quarta espécie do género a ser identificada, como causa
de epididimite em carneiros (Buddle, 1956). Atualmente o género possui seis espécies
classicas: B. melitensis, B. suis, B. abortus, B. canis, B. ovis e B. neotomae (Osterman e
Moriyon, 2006), e outras trés espécies identificadas: B. microti, B. ceti e B.
pinnipedialis, sendo que estas duas Ultimas foram isoladas de animais marinhos (Ewalt
et al., 1994; Foster et al., 1996). Recentemente uma nova espécie foi isolada de um
implante de seios de uma paciente com sinais de brucelose e foi denominada B.
inopinata (Scholz et al., 2010). Adicionalmente, uma amostra bacteriana isolada de um
anfibio conhecido como African bullfrog (Pyxicephalus edulis) demonstrou
semelhanca gendmica de 100% com a B. inopinata (Eiseberg et al., 2012). Contudo, os
dados presentes na literatura sdo insuficientes para determinar o hospedeiro preferencial

dessa espécie.
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Acredita-se que as diferentes espécies evoluiram de um ancestral comum e que ao longo
dessa evolucao se adaptaram a determinados hospedeiros, de forma que cada espécie de
Brucella possui predilegdo por um mamifero. Por exemplo, a B. canis tem como
hospedeiro preferencial caes, a B. suis infecta preferencialmente suinos enquanto a B.
microti tem como hospedeiro preferencial ratos silvestres (Moreno et al., 2002). Apesar
da predilecao por um hospedeiro, algumas espécies de Brucella podem infectar outros
hospedeiros como, por exemplo, bovinos naturalmente infectados com B. suis biovar
tipo 1 (Ewalt et al., 1997). As espécies de Brucella e seus hospedeiros preferenciais

estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Espécies de Brucella e seus hospedeiros preferenciais

Espécie Hospedeiro Preferencial
B. abortus Bovinos

B. suis Suinos, lebres, renas e ratos selvagens
B. melitensis Ovinos e caprinos

B. ovis Ovinos

B. neotomae Rato selvagem

B. canis Caes

B. ceti Cetéceos

B. pinnipidialis Pinipedes

B. microti Rato Silvestre

B. inopinata Desconhecido

Fonte: Adaptada de Banai e Corbel, 2010

Ademais, algumas espécies de Brucella causam doen¢a no homem e hé diferengas em
relagdo ao potencial zoonotico. B. melitensis e B. suis possuem elevado potencial
patogénico seguidos por B. abortus, com potencial patogénico moderado para humanos
e B. canis com baixo potencial zoondtico (WHO, 2006). Casos de brucelose humana
causada por espécies marinhas de Brucella sp também ja foram descritos (Brew et al.,
1999, Sohn et al., 2003). Ja outras espécies como B. ovis, B. microti e B. neotomae nao

possuem potencial zoonoético comprovado (WHO, 2006).
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A diferenca entre as espécies de Brucella em relacdo ao hospedeiro preferencial e
patogenicidade no homem pode ser devido a diferengas no genoma, embora bactérias do
género possuirem elevada conservacao gendmica entre elas (por exemplo, B. abortus, B.
melitensis, B. suis possuem semelhanga de nucleotideos maior que 94%) (Chain et al.,
2005). Contudo, observou-se que ha diferencas em relacdo ao numero de pseudogenes,
ou seja, genes inativados, sendo que a B. ovis possui maior numero de genes inativados
(244 no total) seguida por B. abortus (207 pseudogenes), B. melitensis (152
pseudogenes) e B. suis (82 pseudogenes). E interessante notar que a B. ovis, espécie sem
potencial zoonético, possui 0 maior nimero de pseudogenes. Da mesma forma, a B.
abortus, que possui moderada capacidade de infectar humanos, tem maior nimero de
genes inativados quando comparada com as espécies mais patogé€nicas (Chain et al.,

2005, Tsolis et al., 2009).

Acredita-se que a diferenca no niimero e distribuicdo de pseudogenes seja a causa da
diferenca de viruléncia e especificidade entre as espécies de Brucella. Grande parte dos
pseudogenes esta relacionada a genes que codificam moléculas estruturais de membrana
e de transporte, que pode auxiliar a bactéria a se estabelecer no ambiente intracelular
(Chain et al., 2005). Em contrapartida, fatores de viruléncia conhecidos da Brucella
como o sistema de secre¢do tipo IV (T4SS) estdo conservados entre as espécies do

género (Chain et al., 2005; Tsolis et al., 2009).

2.2 Brucella ovis

A infeccdo por B. ovis causa uma doenca em carneiros denominada epididimite
contagiosa ovina, embora outros agentes bacterianos possam também causar epididimite
em carneiros. A infec¢do foi descrita pela primeira vez em ovinos na Nova Zelandia em
1953 (Buddle e Boyes, 1953) e posteriormente foi proposto como uma nova espécie de
Brucella em 1956 (Buddle, 1956). As fémeas também podem apresentar a doenca
caracterizada principalmente por endometrite ¢ com menor frequéncia, abortos e
mortalidade de neonatos (Collier e Molello, 1964; Meinershagen et al., 1974; Marco et
al.; 1994, Grill¢ et al., 1999).

A infec¢ao por Brucella ovis possui distribui¢do mundial, incluindo o Brasil, onde

inquéritos sorologicos e detecgdo da bactéria no sémen demonstram evidéncias da
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doenca em alguns estados brasileiros como, Piaui (Costa et al, no prelo), Bahia (Silva et
al, 2009), Minas Gerais (Marques, 2006), Rio Grande do Norte (Silva et al, 2003,
Azevedo et al, 2004) e Rio Grande do Sul (Magalhaes Neto e Gil-Turnes, 1996).

Em relagdo a estudos sobre brucelose ovina, Biberstein et al. (1963) observaram, em
infeccdo experimental em carneiros, que apos a inoculagdo por via conjuntival a
bactéria ¢ detectada por dois meses nos linfonodos regionais e sangue. Em seguida, foi
observado colonizacao da bactéria no trato genital, principalmente cabeca do epididimo,
mas também em outros 6rgdos como figado, rins e baco, onde a B. ovis se estabelece de
forma permanente (Biberstein et al., 1963). Os dados desse estudo foram baseados em
analise bacteriologica de fragmentos de orgaos coletados dos animais infectados em
diferentes periodos de tempo durante 255 dias, com intervalos entre as coletas de 7 dias
no primeiro més e posteriormente intervalos de 15 dias até o final do experimento

(Biberstein et al., 1963).

Recentemente, Xavier et al. (2010) realizou infec¢do experimental com B. ovis em
carneiros pelas vias intraconjuntival e intraprepucial e, além de bacteriologia realizou a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) como método diagndstico. Ao contrario do
observado no primeiro estudo experimental, Xavier et al. (2010) nao detectaram B. ovis
em sangue em nenhum tempo de infec¢do, que variou entre 0 ¢ 180 dias, e também nado
observaram bactéria em amostras de baco e rim. Nesse estudo, a B. ovis comegou a ser
detectada em fluidos corporais a partir de 30 dias pos infec¢ao (dpi) em urina e depois
de 45 dpi também foi identificada em sémen e lavado prepucial. Em tecidos, foi
observada maior colonizacdo em Orgdos do trato genital, principalmente vesicula
seminal e cauda do epididimo, mas também foi detectada em linfonodos iliacos, figado

e bexiga (Xavier et al., 2010).

A doenga pode ser identificada durante o exame clinico do animal, principalmente por
palpacdo (Hughes e Claxton, 1968) e os sinais clinicos incluem: aumento de volume e
consisténcia da cabeca do epididimo, que pode ser uni ou bilateral, diminui¢do da
circunferéncia escrotal e em casos mais acentuados, em que ha formagao de granuloma
espermatico, nédulos podem ser notados. Contudo, tais sinais ndo sdo especificos para a
infeccdo por B. ovis e apenas métodos clinicos sdo insuficientes para diagnostico

definitivo (Hughes e Claxton, 1968, Carvalho Junior et al., 2011).
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As lesdes microscopicas nos machos sdo identificadas principalmente na cauda do
epididimo, onde observa-se hiperplasia do epitélio epididimario, por vezes com
formacao de cistos intraepiteliais, acompanhada por infiltrado inflamatério neutrofilico.
A alteracgdo no epitélio epididimario pode acarretar em rompimento e extravasamento de
espermatozdides para o intersticio com consequente formacao de granuloma
espermatico (Biberstein et al., 1963). Ampola e vesicula seminal podem apresentar
lesdes inflamatdrias com predominio de linfocitos e plasmocitos (Carvalho Junior et al.,

2011).

As lesdes no epididimo sao responsaveis por alteracdes espermaticas que resultam em
infertilidade. As principais alteracdes observadas nos espermatozodides sdo: diminui¢dao
da motilidade, cabegas livres e altera¢des na cauda, como caudas dobradas (Cameron e
Lauerman, 1976, Carvalho Junior et al., 2011). O ejaculado dos animais também pode
conter células inflamatorias, principalmente neutrofilos, macrofagos e linfocitos

(Carvalho Junior et al., 2011).

Em fémeas, B. ovis apresenta menor patogenicidade quando comparada com outras
espécies de Brucella (Collier e Molello, 1964). As ovelhas gestantes infectadas com B.
ovis podem apresentar principalmente endometrite, descrita como infiltrado
inflamatorio periglandular predominantemente mononuclear (linfécitos, plasmocitos e
macrofagos), por vezes com alguns neutrofilos no limen das glandulas endometriais e
hiperplasia epitelial (Marco et al., 1994, Grillo et al., 1999). Além do utero, infeccdes
experimentais em fémeas demonstraram que a bactéria pode persistir em linfonodos,
baco e glandula mamaria, inclusive com eliminacdo da bactéria pelo leite (Grill6 et al.,

1999).

O abortamento ndo ¢ uma consequéncia marcante da infecgdo por B. ovis (Collier e
Molello, 1964, Muhammed et al., 1975, Grillo et al., 1999), ao contrario da infec¢ao de
ovelhas por B. abortus e especialmente B. melitensis (Collier e Molello, 1964).
Contudo, casos de abortos causados pela infeccao natural ou experimental por B. ovis ja
foram relatados. Desta forma, a infec¢do por esta bactéria deve ser considerada em
rebanhos ovinos em que hd animais infectados com perda fetal (Molello et al., 1963,

Meinershagen et al., 1974, Libal e Kirkibride, 1983). Em alguns casos, ¢ possivel
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observar lesdo placentaria, como exsudato purulento na regido intercotiledonaria
(Collier e Molello, 1964, Libal e Kirkibride, 1983). Essa lesdao na placenta pode resultar
em ma nutri¢do do feto e, consequentemente nascimento de filhotes fracos (Burgess et

al., 1982).

A transmissdao da doenga ocorre principalmente pelo contato sexual de carneiros com
fémeas que copularam no mesmo estro com machos infectados e pelo contato de
mucosas com secre¢des no pasto como urina e sémen infectados. O comportamento
homossexual entre machos também ¢ considerada uma forma de transmissdo (Burgess
et al., 1982, Marco et al., 1994). Apesar da elimina¢do de B. ovis pelo leite, ndo ha

transmissao para os filhotes por ingestao de leite contaminado (Grillo et al., 1999).

Meétodos laboratoriais de diagnostico como sorologia (especialmente IDGA e fixagao
por complemento), bacteriologia e PCR sdo utilizados para confirmacdo da infec¢do
(Burgess et al., 1982, Xavier et al., 2010). A bactéria ¢ eliminada para o ambiente pelo
sémen e urina de forma intermitente (Hughes e Claxton, 1968, Burgess et al., 1982,
Xavier et al., 2010). Dessa forma, amostras desses fluidos ¢ adicionalmente, lavado
prepucial, podem ser utilizados para exames bacteriologicos e PCR para deteccdo do

agente (Xavier et al., 2010).

O controle da doenga ¢ realizado pela elimina¢do dos animais acometidos do rebanho.
Em paises onde ¢ permitida a vacina¢do dos animais com Rev1 (vacina atenuada contra
B. melitensis) bons resultados tem sido obtidos para a prevencao da infecg¢do por B. ovis.
Contudo, em paises livres de B. melitensis a vacina ndo pode ser utilizada como ¢ caso

do Brasil (Santos et al., 2005).

2.3 Patogénese e fatores de viruléncia de Brucella spp

A viruléncia de uma bactéria ¢ definida pela sua capacidade de infectar o hospedeiro e
causar lesdo. Para isso, os patdgenos devem ser capazes penetrar no hospedeiro, evadir
as respostas imunoldgicas e promover um ambiente adequado para multiplicagdo, sendo
necessario a expressao de fatores de viruléncia (Gyles e Prescott, 2008). As bactérias do
género Brucella sao desprovidas de fatores de viruléncia cldssicos, como fimbrias e

plasmideos, mas possuem outros mecanismos que as permitem subverter a resposta do
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sistema imunoldgico inato e sobreviver no ambiente intracelular, inclusive em

macroéfagos (Martirosyan et al., 2011).

As bactérias Gram negativo possuem em sua membrana externa uma molécula chamada
de lipopolissacarideo (LPS), cuja fun¢do ¢ promover integridade do micro-organismo ao
funcionar como uma barreira. E composto por uma porgdo que se liga & membrana
externa da bactéria chamada Lipidio A, uma parte central de oligossacarideos € uma
por¢dao externa chamada Cadeia O. A caracteristica rugosa ou lisa das bactérias ¢
determinada pela natureza de seu LPS: as rugosas ndo possuem cadeia O (Ruiz et al.,
2009). O LPS da Brucella ¢ distinto do LPS de outras bactérias Gram negativo devido a
alteragdes moleculares em seus componentes. O lipidio A da Brucella possui uma
estrutura de diaminoglicose ao invés de glucosamina, como observado em bactérias

como E. coli, além de cadeias de 4cidos graxos mais longas (Lapaque et al., 2005).

O LPS da Brucella atua como um fator de viruléncia, devido sua baixa endotoxicidade,
capacidade de resistir a peptideos antimicrobianos e acao do complemento, baixa
estimulacdo do sistema imunolodgico inato e participagdo em fases iniciais da formagao
vacuolo intracelular contendo Brucella (BCV) (Martinez de Tejada et al., 1995, Freer et
al., 1996, Allen et al., 1998, Porte et al., 2003, Lapaque et al., 2005). Acredita-se que a
cadeia O possua papel essencial na viruléncia da Brucella, visto que mutantes rugosos
de B. abortus e B. melitensis (que sdo espécies com LPS liso) sdo atenuados no modelo
murino e in vitro (Godfroid et al., 1998, Hong et al., 2000, Bagués et al., 2004; Lacerda
et al., 2010). Além disso, mutantes rugosos também sdao mais susceptiveis a peptideos
antimicrobianos e a¢do do complemento (Martinez de Tejada et al., 1995, Allen et al.,
1998). Contudo, as espécies de Brucella que naturalmente ndo possuem cadeia O, B.
ovis e B. canis, sdo patogénicas para seus respectivos hospedeiros e capazes de resistir

a acao do complemento (Allen et al., 1998, Silva et al., 2011a, Séa et al., 2012).

A resisténcia conferida pelo LPS permite que a Brucella sobreviva no meio extracelular
antes de colonizar e multiplicar no citoplasma das células. Os mecanismos de
internalizacdo da Brucella ainda ndo s3o totalmente conhecidos, mas alguns estudos
sugerem que a bactéria alcance o ambiente intracelular apo6s interagdo com plataformas
lipidicas (/ipid rafts) (Watarai et al., 2002, Kim et al., 2004, Martin-Martin et al., 2010).

Estas sdo por¢des da membrana plasmatica da célula do hospedeiro e de fagossomos
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compostas predominantemente por colesterol e glicofosfolipidios, como GM; (Shin e
Abraham, 2001). Estudos com espécies lisas e rugosas de Brucella , inclusive B. ovis,
demonstraram associagao dos componentes da plataforma lipidica com o BCV (Watarai

et al., 2002; Naroeni e Porte et al., 2002; Kim et al., 2004; Martin-Martin et al., 2010).

Apos a internalizagdo, o BCV escapa da fusdo com o lisossomo e se funde com o
reticulo endoplasmatico, o qual ¢ o nicho replicativo da Brucella (Pizarro-Cerda et al.,
1998; Celli et al., 2003). O sistema de secrecdo de dois componentes BvrS / BvrR
(Brucella virulence related), cuja fungdo ¢ detectar alteragdes ambientais e responder
com modulacdo génica para que haja adaptacdo, ¢ um fator de viruléncia necessario
para que a Brucella seja capaz de entrar na célula e evitar a fusdo com o lisossomo.
Mutantes de B. abortus com delegdo dos genes que codificam esse sistema sdo
atenuados no modelo murino e em culturas celulares, por apresentarem baixa eficiéncia
de invasdo e fus@o com o lisossomo. Dessa forma, este fator ¢ essencial para invasdo e
sobrevivéncia intracelular (Sola-Landa et al., 1998). O gene que codifica o BvrS / BvrR
¢ conservado em B. ovis (Tsolis et al., 2009), contudo em um estudo com essa bactéria

ndo foi possivel gerar mutantes com delecdo desse gene (Martin-Martin et al., 2012).

A nao fusdo do BCV com o lisossomo ¢ um ponto crucial para o sucesso da infec¢ao
por influenciar a sobrevivéncia intracelular da Brucella. Uma molécula presente no
espaco periplasmatico denominada Glucan f -ciclico (cBg) exerce funcdo essencial para
a Brucella, uma vez que ¢ requerida para evitar a fusdo com o lisossomo. Essa molécula
possui carateristicas quimicas que a permitem interagir com as plataformas lipidicas e
ha uma hipotese sobre a possibilidade do cfg eliminar o colesterol dessas estruturas de
membrana do hospedeiro e assim alterar as propriedades quimicas dos vacuolos
evitando sua fusdo com o lisossomo (Arellano-Reynoso et al., 2005). A auséncia do
gene que codifica a enzima que sintetiza o cfg acarreta em fendtipo atenuado da
bactéria em infec¢do in vitro e no modelo murino (Briones et al., 2001; Arellano-
Reynoso et al., 2005). A atenuagdo ocorre por falhas na multiplica¢do e incapacidade de
evitar a fusdo com o lisossomo (Arellano-Reynoso et al., 2005). Além disso, a amostra
de B. abortus deficiente em cPg apresenta redu¢do da viruléncia em camundongos
(Briones et al., 2001). Um estudo recente em B. ovis também demonstrou a importancia
do cBg na viruléncia desta espécie de Brucella. A amostra mutante de B. ovis deficiente

em cfg também apresentou atenuagdo: em células da linhagem J774.1 apresentou
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menor internaliza¢do in vitro e menor colonizacdo esplénica em camundongos apos 3
semanas de infec¢do quando comparada com a B. ovis selvagem (Martin-Martin et al.,

2012).

Outro importante fator de viruléncia relacionado com sobrevivéncia intracelular ¢ o
sistema de secrecao tipo 4 (T4SS), codificado pelo operon virB constituido por 12 genes
(Hong et al., 2000). O T4SS ¢ um sistema de secrecao pelo qual a bactéria € capaz de
secretar proteinas efetoras diretamente para as células alvo (Juhas et al., 2008). A
participagdo das proteinas codificadas pelo operon virB durante o transito intracelular da
Brucella ¢ bem estabelecida. A expressdo de genes do operon virB ocorre em ambiente
intracelular e depende da acidificacdo do BCV e amostras mutantes para alguns destes
genes sao incapazes de multiplicar in vitro. (Boschiroli et al., 2002; Celli et al., 2003).
Celli et al. (2003) observaram que na auséncia de um T4SS funcional a B. abortus ndo
consegue se multiplicar e a partir de cinco horas pods-infeccdo (hpi) a quantidade de
bactéria intracelular diminui. Comportamento semelhante foi observado em amostras
mutantes de B. suis que ndo foram capazes de multiplicar em células THP1 (linhagem

de célula semelhante a mondcitos humanos) a partir de 24 horas (Boschiroli et al.,

2002).

Hong et al. (2000) descrevem que em camundongos o T4SS ¢ necessario apenas para a
persisténcia de B. abortus no hospedeiro, o que foi confirmado em seguida com a
cinética de infecgdo de B. abortus AvirB. Rolan e Tsolis (2007) demonstraram que esse
mutante ¢ capaz de colonizar o bago de camundongos em tempos iniciais de infec¢ao (3
a 5 dias). Estes dados corroboram com Den Hartigh et al. (2004), que observaram
diminui¢do da colonizacdo bacteriana em baco de camundongos apenas a partir de 3

sémanas.

Amostra mutante de B. ovis com dele¢do do gene virB2 ¢ atenuada no modelo murino,
desde um dpi pois ndo é capaz de estabelecer infeccdo. Em modelo murino de infec¢ao
intraperitoneal a bactéria ndo sobrevive no meio extra e intracelular em macrofagos
peritoneais. Isso indica que para esta espécie de Brucella um T4SS funcional ¢
requerido ndo apenas para multiplicacdo intracelular e persisténcia, mas também para
estabelecimento da infecgdo (Sa et al., 2012). O comportamento in vitro também ¢

afetado pela auséncia de T4SS em B. ovis. Estudo com macrofagos murinos RAW
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264.7 demonstrou que a B. ovis AvirB2 nao consegue multiplicar no interior celular,
assim como B. abortus AvirB, e a diminui¢ao da carga bacteriana intracelular comeca as
24 hpi (Sa et al., 2012). Auséncia de multiplicacdo bacteriana em amostras B. ovis
AvirB2, com reducao da colonizacdo intracelular a partir de 20 hpi também foi

demonstrado em macréfagos murinos da linhagem J774.A1 (Martin-Martin et al.,

2012).

B. ovis apresenta um sistema ABC transportador (ATP binding transporter), ausente nas
demais espécies classicas de Brucella, essencial para o estabelecimento da infecgdo em
camundongos (Silva et al., 2011a). ABC transportadores, presentes em diversos
organismos, sao estruturas transmembranas € com dominios citosdlicos cuja funcao €
importar e/ou exportar moléculas, por exemplo nutrientes, ativamente por meio da
hidrélise do ATP. Muitas vezes o ABC transportador atua como fator de viruléncia uma
vez que pode atuar na secrecdo de toxinas ou importagdo de moléculas fundamentais
para a sobrevivéncia bacteriana (Davidson et al., 2008). Amostra de B. ovis com delecao
do gene que codifica parte do sistema ABC transportador ndo consegue estabelecer
infeccdo em modelo murino desde o primeiro dpi e embora consiga invadir, nio
sobrevive no interior de macréfagos peritoneais ou macréfagos RAW 264.7 (Silva et al.,

2011a).

A transmissdo da Brucella no homem e nos animais pode ocorrer por ingestdo de
produtos animais contaminados (WHO, 2006). Em camundongos, foi demonstrado que
para que haja infeccdo por via oral € necessario que Brucella produza urease (Bandara
et al.,, 2007; Sangari et al., 2007; Paixdo et al., 2009), uma enzima envolvida na
hidrolise da uréia em amonia e &cido carbonico (Burne e Chen, 2000). Sugere-se que
essa reacdo cause elevacdo do pH do ambiente, permitindo a bactéria sobreviver ao

ambiente acido do trato gastrointestinal (Bandara et al., 2007).

As amostras mutantes para urease de B. abortus e B. suis ndo sdo atenuadas em
camundongos infectados por via intraperitoneal e nem em macréfagos quando
comparados com a amostra virulenta (Bandara et al., 2007; Sangari et al., 2007).
Entretanto, quando a infec¢do ocorre por via oral os mutantes de B. suis e B. melitensis
ndo sdo capazes de causar infeccdo persistente (Bandara et al., 2007; Sangari et al.,

2007; Paixao et al., 2009). Esses dados demonstram que a urease € necessaria para
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estabelecer infec¢ao via trato gastrointestinal, mas ndo ¢ necessaria para a sobrevivéncia

intracelular da Brucella (Sangari et al., 2007).

A B. ovis ¢ a Unica bactéria urease negativa dentre as bactérias do género (Corbel e
Hendry, 1985). A falta de producdo da enzima ¢ justificada pela presenca de diversas
mutagdes pontuais no gene que codifica a urease (urel) (Tsolis et al., 2009). Dessa
forma, hipotetiza-se a incapacidade de B. ovis infectar o homem por via oral devido a

falta desse fator de viruléncia (Sangari et al., 2007; Tsolis et al., 2009) .

2.4 Mecanismos de evasao do sistema imunoldgico do género Brucella

Uma importante caracteristica da infec¢do por Brucella é a capacidade que a bactéria
possui de subverter a resposta do sistema imunoldgico inato (Martirosyan et al., 2011).
Esse sistema ¢ a primeira linha de defesa do hospedeiro contra a invasao de patogenos e
¢ constituido por barreiras epiteliais, células natural killer, células fagocitarias tais
como neutrofilos e macrofagos, e proteinas do sistema do complemento (Abbas e
Lichtman, 2005). O reconhecimento celular de agentes agressores ¢ mediado por
receptores como receptores semelhantes a toll (TLR), presentes na membrana
extracelular, na membrana do reticulo endoplasmdtico e de compartimentos
endossomais. Os TLR estdo presentes em células do sistema imunoldégico como

macrofagos, neutrofilos e células dendriticas, mas também em outros tipos celulares

como cé¢lulas epiteliais, fibroblastos e neurénios (Moresco et al., 2011).

Os TLR reconhecem moléculas presentes e comuns a grupos de patdgenos, que sio
denominadas de padrdes moleculares associados a patéogenos (PAMP). O
reconhecimento de um PAMP por um TLR ¢ um passo importante da imunidade inata,
pois a ativacao destes receptores gera transcricao de genes pro-inflamatorios e citocinas
que dardo inicio aos mecanismos de defesa efetores associados a inflamacdo, e
direcionardo a resposta imunologica adaptativa adequada ao agente agressor (Moresco

etal., 2011).

Os TLR sao receptores de membranas que possuem uma por¢ao externa, responsavel
pelo reconhecimento do patdégeno, uma porcao transmembranica e uma por¢do interna

composta por um dominio TIR (do inglés Toll-interleucina 1) que possui a fungdo de
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iniciar a cascata intracelular de sinalizacdo. Os eventos intracelulares sio mediados por
moléculas adaptadoras que também possuem dominios TIR, como por exemplo,
Myeloid differentiation primary response gene (MyD8S8), TIR-domain-containing
adapter-inducing interferon-f (TRIF) e TIR domain containing adaptor protein
(TIRAP). Dessa forma, a liga¢ao entre os TLR e as moléculas adaptadoras ocorre entre
esses dominios. Em seguida, dependendo da molécula adaptadora acoplada a porgao
TIR do TLR, ocorre a ativagdo dos fatores de transcri¢do como nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells (NF-xB), activator protein 1 (AP-1) ou
Interferon regulatory factor 3 (IRF-3), que irdo modular a transcricdo de genes pro-
inflamatorios e produgdo de citocinas (Vasselon e Detmers, 2002; Kawai e Akira,

2010).

Os TLR tém sido identificados em diversas espécies animais. Em camundongos sdo
conhecidos doze TLR sendo que 9 receptores sdo conservados entre essa espécie e
ovinos, incluindo o TLR7, o mais conservado entre as espécies, com 81% de
similaridade e o TLR 2 e TLR4, com menor similaridade, ambos com 72% (Chang et
al., 2009). O TLR10 foi descrito no homem e ovinos (Chang et al., 2009), mas ndo esta
presente em camundongos (Hasan et al., 2005). Cada TLR possui a capacidade de
reconhecer um grupo de moléculas especifico dos microrganismos como resumido na

tabela 2 (Watters et al., 2007; Kawai e Akira, 2010).

Tabela 2: Funcao, localizagdo e molécula adaptadora dos TLR.

Receptor  Localizagao PAMP Molécula adaptadora
TLR1 Superficie celular Lipopeptideos triacilados TIRAP, MyD88
TLR2 Superficie celular Lipopeptideos, peptideoglicanos, TIRAP, MyD88

zymosan, acido lipotecoico,

TLR3 Intracelular RNA de fita dupla TRIF

TLR4 Superficie celular LPS TIRAP, MyD88
TLRS Superficie celular Flagelina MyD88

TLR6 Superficie celular Lipopeptideos diacilados TIRAP, MyD88
TLR7 Intracelular RNA de fita simples MyD88

TLRS Intracelular RNA de fita simples MyD88
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TLRY9 Intracelular DNA MyD88

TLR10 Superficie celular Nao conhecido MyD88

Fonte: Watters et al., 2007; Kawai e Akira, 2010.

O reconhecimento de componentes da Brucella pelos TLR tem sido alvo de estudo,
principalmente nas espécies B. abortus e B. melitensis (Campos et al., 2004; Huang et
al., 2005; Weiss et al., 2005; Barquero-Calvo et al., 2007; Macedo et al., 2008). Sabe-se
que estas espécies possuem a capacidade de evitar a ativagdo dos TLR ao modificar
seus PAMP e também por um mecanismo ativo de inibi¢cdo da via de sinalizagdo TLR

(Salcedo et al., 2008; Cirl et al., 2008).

A capacidade da Brucella de subverter a resposta imunoldgico inata em parte se deve
as caracteristicas distintas de seus componentes de membrana, como por exemplo seu
LPS ndo classico. O LPS da Brucella possui baixa capacidade de ativar a resposta
imunoldgico e gerar resposta endotoxémica. Estudos comparativos com outras bactérias
Gram negativo demonstraram que o LPS liso da B. abortus induz menores niveis de
fator de necrose tumoral - o (TNF-a) (Lapaque et al., 2006) e que camundongos
infectados ndo apresentaram sinais relacionados com sepse, como por exemplo

desordens coagulativas e leucocitose (Barquero-Calvo et al., 2007).

Um mecanismo ativo de inibi¢do da sinalizagdo TLR mediado por proteina de Brucella,
denominada Btpl (Brucella Tir protein 1) em B. abortus (Salcedo et al., 2008) e TcpB
(Brucella Tir containing protein) em B. melitensis (Cirl et al., 2008) tem sido estudado.
Esta proteina possui um dominio semelhante ao dominio TIR presente na porcao interna
dos receptores TLR e em suas moléculas adaptadoras (Salcedo et al., 2008; Cirl et al.,
2008) e ¢ capaz de inibir a via de sinalizacdo do TLR2 e TLR4 (Salcedo et al., 2008;
Sengupta et al., 2010) e consequentemente inibir a maturagdo de células dendriticas e o
desencadeamento de resposta imunologica eficiente (Salcedo et al., 2008). Entretanto,
infeccdo in vitro e in vivo com amostras mutantes de B. melitensis ¢ B. abortus
deficientes em TcpB demonstraram que ndo ha influéncia desta molécula em
sobrevivéncia e multiplicagdo em macrofagos e nem na colonizagdo esplénica em

camundongos (Radhakrishnan et al., 2009; Sengupta et al., 2010).
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O mecanismo exato de acdo da TcpB sobre a via de sinalizacdo dos TLR's ainda
necessita ser esclarecido. Acredita-se que haja interagdo dessa proteina com a molécula
adaptadora TIRAP, que ¢ responsavel por recrutar o MyD88 nas vias de sinaliza¢ao dos
receptores TLR2 e TLR4 (Radhakrishnan et al., 2009; Sengupta et al., 2010). Sengupta
et al. (2010) sugerem que a TcpB causa degradacdo do TIRAP por meio de
ubiquitinagdo. Seu estudo demonstrou que macrofagos infectados com a amostra
virulenta de B. abortus apresentaram redugdo dessa molécula em sua forma fosforilada,
enquanto que em macrofagos infectados com B. abortus AtcpB ndo houve redugdo

significativa do TIRAP fosforilado (Sengupta et al., 2010).

Alguns estudos demonstraram que além da interacdo com o TIRAP, a TcpB também
interage com os microtibulos das células do hospedeiro, que sdo estruturas do
citoesqueleto envolvidas em diversos processos celulares, inclusive sinalizacdo
intracelular. Radhakrishnan et al. (2009) demonstraram co-localiza¢do da TcpB com os
microtibulos e posteriormente observaram que essa proteina aumenta a polimerizagao
dos microtubulos (Radhakrishnan et al., 2011). Esses autores hipotetizaram que este
fenomeno com os microtibulos poderia facilitar a ativagdo do processo de ubiquitinagao

que culmina com degrada¢dao do TIRAP (Radhakrishnan et al., 2011).

Outro estudo indica que TcpB interage com por¢ao da molécula do MyD88 denominada
dominio da morte sem promover homodimerizacdo da molécula adaptadora (Chaudhary
et al,, 2012). O dominio da morte ¢ relacionado a intera¢do entre proteinas que
contenham essa porcdo, e essas interagdes sdo necessarias para induzir a ativagdo de
cascatas celulares que culminam na ativagdo de fatores de transcricdo (Burns et al.,

1998).

Com os mecanismos acima descritos, a Brucella tem potencial de evitar o
reconhecimento inicial pelo sistema imunoldgico do hospedeiro via TLR's e este
fendmeno tem sido investigado em modelos de infecgdo in vivo e in vitro por Brucella.
Weiss et al. (2005) e Barquero-Calvo et al (2007) nido observaram maior
susceptibilidade de animais TLR4 knockout (TLR4 -/-) a infec¢do por B. abortus, visto
que o curso da infeccdo nestes animais foi semelhante aos camundongos selvagens.
Contudo, observaram in vitro que a produ¢do de TNF-a por macrofagos ¢ dependente

de TLR4 (Weiss et al., 2005; Barquero-Calvo et al., 2007). Por outro lado, Campos et
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al. (2004) demonstraram que camundongos da linhagem C3H/HeJ (animais
naturalmente deficientes em TLR4) apresentaram maior contagem bacteriana de B.
abortus em baco quando comparados com animais com TLR4 funcional, o que indica
que sem esse receptor, os animais foram mais susceptiveis a infeccdo. Adicionalmente,
nesse estudo foi observada menor producdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-
o e Interleucina-12 (IL-12), por macrofagos e Interferon-gamma (IFN-y) em
esplendcitos de animais TLR4 -/- infectados com B. abortus, o que poderia justificar a

maior susceptibilidade a infeccao (Campos et al., 2004).

Diferente da controvérsia observada em relacdo a importdncia do TLR4 durante
infeccdo, ¢ bem estabelecido que o TLR2 ndo ¢ essencial para o controle da infec¢do de
B. abortus em camundongos, considerando que camundongos TLR2 -/- apresentaram
contagem bacteriana em bago e em macrdofagos semelhante a animais selvagens (Weiss
et al., 2005; Barquero-Calvo et al., 2007). Interessantemente, a produgdao de TNF-a
apods a estimulacdo in vivo e in vitro com a B. abortus inativada pelo calor (Heat Killed
B. abortus — HKBA), ou seja com PAMP de Brucella, ¢ dependente de TLR2 (Huang et
al. 2003).

Uma maior susceptibilidade de camundongos TLR9 -/- ¢ MyDS88 -/- a infec¢do por B.
abortus, caracterizada por maior recuperacdo bacteriana no bago desses animais, foi
claramente demonstrada (Macedo et al., 2008). Além disso, Huang et al. (2005)
observaram que HKBA induz a produgao de IL-12p40 e esta ¢ parcialmente dependente
de TLR9 e MyD88 em células dendriticas. Como o MyD88 também participa da
sinalizacdo intracelular de outros receptores como IL-1 e IL-18, Weiss et al. (2005)
realizaram experimentos com animais knockout para tais receptores e observaram que a
auséncia deles ndo interfere no curso da infec¢do, e que portanto, as observacoes feitas
em animais MyD88 -/- sdo consequentes da interferéncia na via de sinalizacdo TLR.
Juntos, esses dados indicam que o receptor TLR9 e a molécula adaptadora MyD88
desempenham func¢do importante no reconhecimento e desenvolvimento de resposta

efetora importante no controle da infecgao por B. abortus em camundongos

Esta caracteristica silenciosa permite que a Brucella ao entrar na célula do hospedeiro e,
assim consiga atingir seu nicho replicativo (Martirosyan et al. 2011). Uma vez que a

bactéria se localiza no reticulo endoplasmatico da célula, a ativagdo do macrofago ou
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célula dendritica ndo inibe o crescimento intracelular da bactéria (Barquero-Calvo et al.,
2007; Salcedo et al., 2008). Adicionalmente, em modelo de infec¢do oral observou-se
que a B. melitensis invade o organismo sem provocar resposta inflamatoria no intestino

(Paixao et al., 2009).

Nao ha dados disponiveis na literatura sobre o envolvimento dos TLR na sinalizagdo e
controle de infec¢do por B. ovis, bem como, o papel da proteina homologa ao TIR
(TcpB) de B. ovis. Por isso, estudos sobre o papel desses receptores € mecanismos de
viruléncia da B. ovis sdo essenciais para o entendimento da patogénese da doenca e
consequentemente para o desenvolvimento futuro de métodos para controle e

erradicagao da doenga.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar em modelo murino o papel dos TLR na
infeccdo por B. ovis através dos objetivos especificos abaixo:

1. Determinar a participagdo dos receptores TLR2, TLR4, TLR9 e molécula de
adaptagdo MyD88 no controle da infec¢do por B. ovis em camundongos
através da contagem bacteriana no bago de animais C57/BL6 e knockout
para estes componentes.

ii. Avaliar a inducdo da inflamagdo e resposta imunoldgico adaptativa contra B.
ovis em bago de camundongos deficientes para receptores TLR2, TLR4,
TLR9 e MyD88 através mensuragao da transcricdo de RNA mensageiros de
genes potencialmente envolvidos.

iii. Avaliar a participagdo de proteina homologa ao TIR na viruléncia da B. ovis em
camundongos ao comparar contagem bacteriana no bago de animais
C57/BL6 infectados com a B. ovis amostra virulenta e/ou amostra para

mutante para TcpB.
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4. CAPITULO1

Participacio dos receptores TLR2, TLR4, TLR9 e da molécula adaptadora MyD88

durante infeccio por B. ovis em camundongos C57/BL6

4.1 Introducao

A resposta imunologico inata por meio dos receptores TLR promove a linha inicial de
defesa do hospedeiro a patdégenos. Por meio de cascatas intracelulares de sinalizagao,
ocorre ativacdo de fatores de transcricdo que culminam em mecanismos efetores,
principalmente pro-inflamatdrios. Dentre os mecanismos efetores cita-se: aumento da
permeabilidade vascular, producao de peptideos antimicrobianos, aumento da fungao
fagocitica, produgdo de citocinas, producao de espécies reativas de oxigénio, inibi¢do da

apoptose de neutrofilos, entre outros (Moresco et al., 2011; Prince et al., 2011).

Devido a escassez de trabalhos sobre como o hospedeiro reconhece e responde contra B.
ovis, resolveu-se investigar por quais receptores TLR que estdo envolvidos em
reconhecimento bacteriano ocorre essa interacdo. Portanto, neste capitulo estudou-se a
importancia das vias de sinalizagdo TLR2, TLR4, TLR9 e MyDS88, por meio de

infec¢do de camundongos knockout.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Amostras bacterianas e condicoes de cultura

Para este trabalho foram utilizadas amostras de B. ovis selvagem ATCC 25840 (WT).
As amostras bacterianas foram cultivadas em meio de agar triptico de soja (TSA) com
10% de hemoglobina em estufa a 37° C e 5% de CO,. Todos os procedimentos de

manipula¢do com bactérias foram realizadas em laboratério de biosseguranca nivel 3.

Para a preparacdo do indculo, as coldnias bacterianas foram retiradas das placas de
cultivo apds trés dias de crescimento e as colonias bacterianas diluidas em tampao

fosfato-salino (PBS). A concentracdo bacteriana foi determinada por leitura em
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espectofotometro (Biorad, EUA) em densidade optica (OD) de 600nm. A concentracio
final do indculo foi de aproximadamente 1x10° unidades formadoras de coldénia/ml
(UFC/mL). O indculo foi posteriormente plaqueado em placas com TSA com

hemoglobina para confirmacdo da concentragado final.

4.2.2 Infec¢ao animal

Inicialmente, foi realizada cinética de infeccdo de camundongos machos e fémeas
C57/BL6, a fim de avaliar se o sexo influéncia o curso da infec¢do por B. ovis. Foram
utilizados quatro camundongos machos e cinco camundongos fémeas, com idades entre
6 e 7 semanas. Os animais foram infectados com aproximadamente 1x10° UFC/ml de B.
ovis por via intraperitoneal e submetidos a eutandsia apds, um, sete ¢ 30 dpi com
sobredose de quetamina e xilazina. Apds a eutandsia, a necropsia foi realizada e

amostras para exame bacteriologico e histopatologico foram coletadas.

Foram utilizados camundongos C57/BL6 knockout para TLR2 (n=8), TLR4 (n=9),
TLRY (n=5) e Myd88 (n=10) que foram gentilmente cedidos pelo Prof. Sérgio Costa de
Oliveira (Departamento de Bioquimica e Imunologia, ICB, UFMG) e pelo Prof. Ricardo
Gazzinelli (Departamento de Bioquimica e Imunologia, ICB, UFMG). Camundongos
C57/BL6 selvagens (wild-type -WT) utilizados como controle foram obtidos do CEBIO
da UFMG em igual nimero ao grupo de camundongos knockout correspondente.
Devido a dificuldade de criagao, foram utilizados animais machos e fémeas com idade
entre oito e 15 semanas. Os animais knockout foram criados em condicdes germ free:
micro-isoladores (Alesco, Brasil) com maravalha autoclavada e 4gua e ragdo comercial

para camundongos também autoclavadas.

Os animais foram infectados com aproximadamente 1x10° UFC/animal de B. ovis via
intraperitoneal e submetidos a eutandsia apds sete dpi com sobredose de quetamina e
xilazina. Grupos de animais knockout que apresentaram diferenca de coloniza¢do aos
sete dpi foram também infectados com B. ovis por 30 dias. A necropsia dos animais foi
realizada em seguida e foram coletados amostras de baco e figado para bacteriologia,
histopatologia e imunoistoquimica. Amostras de baco também foram coletadas para

avaliacdo do numero de copias de RNA.
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Todos os procedimentos realizados com animais foram aprovados pelo comité de ética

em experimentacao animal da UFMG (CETEA, protocolo 136/08).

4.2.3 Bacteriologia

Amostras de baco e figado foram coletadas de forma asséptica, pesados e
acondicionados em tubos conicos de 50 ml contendo 2 ml de PBS estéril. Os fragmentos
foram macerados com homegeneizador (Hamilton Beach, USA), submetidos a dilui¢ao
seriada em PBS estéril e plaqueados em placas de TSA com hemoglobina. Apds cinco a
sete dias em estufa a 37°C e 5% de CO,; as colonias foram contadas e o valor de UFC

por grama de 6rgao (UFC/g) foi estimado.

4.2.4 Histopatologia

Fragmentos de baco e figado foram fixados em formolina 10% e processados para a
técnica de inclusdo em parafina: desidratados em concentragdes crescentes de alcool,
diafanizados em xilol e embebidos pela parafina. Apds o processamento histologico,
foram realizados cortes em microtomo de 5 pm de espessura e corados pela técnica de
hematoxilina e eosina (HE). Os cortes histologicos de figado e bago foram analisados
por microscopia de luz e avaliados quanto a inflamagdo de acordo com os seguintes
critérios: escore 0 — auséncia de lesdo; escore 1 — lesdo discreta; escore 2 — lesdo

moderada e escore 3- lesdo acentuada.

4.2.5 Imunoistoquimica

Foi realizada a imunoistoquimica dos tecidos de acordo com o protocolo descrito por
Silva et al., (2011a). Os cortes histologicos foram colocados em laminas silanizadas e
diafanizados, hidratados em alcool decrescente, lavados com PBS por 5 minutos e
incubados com solucdo de peréxido de hidrogénio a 10% por 30 minutos, para bloquear
a peroxidase endogena. Apds lavar novamente com PBS, as 1aminas foram transferidas
para camara umida a temperatura ambiente e incubadas com solugdo de leite em po
desnatado (25pug/mL) por 45 minutos, para diminuir marcacgdes inespecificas no corte.
Posteriormente, os cortes foram incubados por 30 minutos com anticorpo primario,

utilizando soro policlonal (de coelhos experimentalmente infectados com por B. ovis) na
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diluicdo 1:5000. Em seguida, os cortes foram lavados trés vezes com PBS, incubados
com anticorpo secundario biotinilado por 20 minutos, seguida de nova lavagem com
PBS e incubacdo por 20 minutos com complexo de estreptoavidina-peroxidase de kit
comercial (LSAD + Kit, DAKO Corporation, CA, USA). A reacdo foi revelada com
0,024% de dianobenzidina (DAB, Sigma, USA) e os cortes contra corados com

Hematoxilina de Mayer.

4.2.6 Extracao RNA total e RT-PCR quantitativo

A avaliagdo quantitativa de RNA mensageiro transcrito para quimiocinas e citocinas no
baco dos diferentes animais infectados por B. ovis foi realizada por RT-PCR em tempo
real. Foram utilizados fragmentos de bago dos animais infectados por sete dpi e
armazenados em criotubos a -80°C. Para avaliar a inducdo de inflamacdo dos
camundongos knockout infectados com B. ovis foi avaliada a expressdo da MIP-2 ou
CXCL2 (Chemokine (C-X-C motif ligand 2), quimiotatico para neutrofilos e citocinas
pro-inflamatorias TNF-o e IL-6. Ja para avaliar a respostas imunologica adaptativa
foram avaliadas as citocinas IL-12, IFN-y, IL-4 e IL-10. Os primers utilizados neste

estudo estdo descritos na tabela 3.

Amostras de RNA total foram extraidas do bago dos animais knockout para MyD88 e
TLRY e seus respectivos controles. Para isso, as amostras foram maceradas e
homogeneizadas em Trizol (Tri reagent, Sigma Aldrich, USA) e depois centrifugadas a
12.000g por 15 minutos com cloroférmio para separagdo de fases. O sobrenadante (fase
aquosa) foi coletado e apds adicdo de isopropanol e centrifugagdo a 12.000g por 10
minutos houve precipitagdo do RNA total. O precipitado resultante foi entdo lavado
com dalcool 75% por 5 minutos em rotagdo de 7.500g. As amostras foram
ressuspendidas em agua livre de Rnases e submetidas a analise em espectofotometro e
eletroforese para defini¢do da concentracdo e integridade do RNA, respectivamente.

Ap0s a extragdo, as amostras foram preservadas a -80°C.

Apos a extragdo de RNA foi realizada a sintese de DNA complementar (cDNA) por
meio de transcri¢do reversa com o kit comercial Superscript™ First Strand Synthesis
for RT-PCR (Invitrogen, USA) de acordo com protocolo do fabricante. A concentragdo
de RNA utilizada para a sintese de cDNA foi 1500 ng. Para a preparacdao da RT-PCR
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em tempo real adicionou-se 17 pl de Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
USA), 3 ul de primer a 10 uM (tabela 4) e 2 pl de cDNA. A reagao foi realizada em
equipamento ABI 7500 Real-Time PCR system (Applied Biosystem) com os seguintes
parametros: 50°C por dois minutos, 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15
segundos ¢ 60°C por 1 minuto. Os dados foram analisados com o método CT
comparativo descrito por Livak e Schmittgen (2001). Os valores de CT foram

normalizados com base na expressdo de GAPDH.

Tabela 3: Primers utilizados para a RT-PCR.

Gene Sequéncia alvo (5’°a 3°) Referéncias

TNF- o Senso:CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA Paixdo et al (2009)
Anti-senso TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC

MIP-2 Senso: AGTGAACTGCGCTGTCAATGC Paixdo et al (2009)
Anti-Senso: AGGCAAACTTTTTGACCGCC

IL-6 Senso: GAGGATACCACTCCCAACAGACC Paixdo et al (2009)
Anti-senso: AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA

IL-12 Senso: GGAAGCACGGCAGCAGAATA Paixdo et al (2009)
Anti-senso: AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG

IFN-vy Senso: TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA Paixdo et al (2009)
Anti-senso: TGGCTCTGCAGGATTTTCATG

IL -10 Senso: GGTTGCCAAGCCTTATCGGA Paixdo et al (2009)
Anti-senso: ACCTGCTCCACTGCCTTGCT

1L-4 Senso: CAACGAAGAACACCACAGAG Khan et al (2012)
Anti-senso: GGACTTGGACTCATTCATGG

GAPDH Senso: TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA Paixdo et al (2009)

Anti-senso: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

4.2.7 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso. Todos os dados em UFC foram
transformados para a escala logaritima, as médias calculadas e comparadas pelo teste T
de student (Graphpad Prism 5, USA). Foram considerados valores significativos quando
p<0,05. Os dados em porcentagem do peso de bago em relagdo ao peso vivo e escore de
lesdo histopatologica de figado e bago foram submetidos ao teste ndo paramétrico
Mann-Whitney e os valores considerados significativos quando p<0,05 (Graphpad

Prism 5, USA). Os dados de transcricdo génica foram normalizados com base na
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expressao de GAPDH e as médias dos grupos foram comparadas pelo teste T de Student

(Graphpad Prism 5, USA). Foram considerados valores significativos quando p<0,05.

4.3 Resultados

4.3.1 Avaliaciao do fator sexo durante a infec¢io por B. ovis em camundongos

Devido as dificuldades na criacao e obtencao de animais knockouts, neste estudo foi
necessario utilizar camundongos de ambos sexos, Entdo, inicialmente foi realizada a
cinética de infecg¢do por B. ovis em machos e fémeas C57BL6 para verificar a influéncia
do sexo no curso da infeccdo em camundongos. Os animais foram infectados com
aproximadamente 1x10° UFC/ml de B. ovis e apds um, sete e 30 dpi, a colonizagdo
bacteriana em bacgo e figado foram mensuradas. Apds 24 horas de infec¢cdo, machos e
fémeas apresentaram niveis de coloniza¢do esplénica (Fig. 1A) e hepatica (Fig. 1B)
semelhantes. O mesmo comportamento foi observado em outros tempos de infec¢ao

estudados (Fig.1).
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Figura 1: Cinética de infeccio de camundongos C57/BL6 machos (n=4) e fémeas (n=5). Os animais
foram infectados por via intraperitoneal com aproximadamente 1x10° UFC/animal de Brucella ovis. Apbs
um, sete ¢ 30 dpi a colonizagdo bacteriana de bago (A) e figado (B) foram mensuradas. As UFC foram
submetidas a transformag@o logaritmica e analisadas pelo teste T de Student. As barras representam as

médias e o erro padrio da média.

Em seguida, o peso do bago foi medido como um indicio de aumento de resposta
inflamatoria, uma vez que camundongos infectados com B. ovis apresentam
esplenomegalia devido a aumento de células inflamatorias ou hiperplasia linféide no

baco (Silva et al., 2011a). A porcentagem do peso do baco em relacdo ao peso corporal
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foi calculada, visto que ha variagdo entre o peso de cada animal. No primeiro dia de
infeccdo ndo foi observado esplenomegalia em nenhum dos animais. J4 aos sete e 30
dpi, houve um aumento do peso do bago que foi semelhante estatisticamente entre
machos e fémeas (teste estatistico ndo paramétrico Mann-Whitney). As médias de cada
grupo em diferentes tempos de infeccdo estdo na tabela 4. A esplenomegalia de
camundongos C57/BL6 observada neste estudo tem um padrio semelhante ao

observado por Silva et al (2011a).

Tabela 4: Esplenomegalia determinada pelo peso relativo do bago (%) de camundongos

infectados com Brucella ovis em diferentes tempos de infecgdo

Dias pos-infec¢ao 1 7 30
Macho 0.52 1.73 0.99
Fémea 0.39 1.95 1.5

Fragmentos de bago e figado foram examinados por microscopia de luz para avaliagao
do processo inflamatorio. As lesdes observadas nestes 6rgados eram caracterizadas por
microgranulomas multifocais constituidos predominantemente por macrofagos, com
alguns neutréfilos e linfocitos. Os resultados estdo representados na tabela 5 e
correspondem as médias do escore de cada grupo experimental. Apds um dpi ndo foram
observadas lesdes inflamatorias, porém aos sete dpi ambos os sexos apresentaram
microgranulomas moderados a acentuados, mas sem diferencgas estatisticas entre os
grupos (teste estatistico Mann-Whitney). Aos 30 dpi as lesdes foram consideradas

discretas a moderada em machos e fémeas.

Tabela 5: Escore de lesdo em camundongos infectados com Brucella ovis em diferentes

tempos de infecgao

Dias pos-infec¢do 1 7 30

Orgio Bago Figado Bago Figado Bago’ Figado
Macho 0 0 1.75 2.75 - 1.5
Fémea 0 0 2.25 24 1.5 1.6

* . . . o . .
Amostras de bago dos animais machos submetidos a eutanasia aos 30 dpi foram perdidas durante o
processamento histoldgico e por isso ndo foram avaliadas.
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Estes dados indicam que o sexo ndo ¢ um fator importante de variagdo experimental no
modelo de infecgdo por B. ovis com camundongos C57/BL6. Camundongos machos e
fémeas desta linhagem apresentaram colonizacao bacteriana e resposta inflamatodria, em
baco e figado estatisticamente semelhante em todos os tempos de infec¢do. Dessa
forma, neste estudo foram utilizados camundongos de ambos os sexos para os

experimentos in vivo.

4.3.2 Participacio dos receptores TLR2, 4, 9 ¢ MyD88 no reconhecimento de B.

ovis em camundongos C57/BL6

Primeiramente, para verificar se os receptores TLR estdo envolvidos no reconhecimento
e desencadeamento de resposta inflamatoria durante a infec¢do por Brucella ovis testou-
se a susceptibilidade de camundongos knockout para a molécula adaptadora MyDS8S,
visto que essa molécula participa da sinalizacdo intracelular de TLR envolvidos no
reconhecimento bacteriano (Watters et al., 2007; Kawai e Akira, 2010). Para isso, dez
camundongos MyD88 -/- e dez camundongos C57/BL6 selvagens (WT) foram
inoculados com B. ovis e a colonizagdo bacteriana de baco e figado dos animais foi
mensurada ap6s sete dpi. Os animais MyD88 -/- apresentaram 1,09 log UFC/g de bago
de B. ovis a mais comparado ao o grupo controle apds sete dpi (Fig. 2A).
Interessamente, ndo foi observada diferenca significativa na quantidade de bactéria

recuperada do figado (Fig. 2B).
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Figura 2: Susceptibilidade dos camundongos Knockout MyD88 (n=10) aos 7dpi. Os animais foram
infectados via intraperitoneal com dose aproximada de 1x10° UFC/mL de Brucella ovis e apbs 7 dpi
fragmentos de bago (A) e figado (B) foram coletados para contagem bacteriana. As UFC foram

submetidas a transformagdo logaritimica e analisadas pelo teste T de Student. Os dados sdo
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representativos de dois experimentos distintos. Os asteriscos representam diferenca significativa entre os

grupos (p<0.05).

Aos 30 dpi, observou-se redugdo da carga bacteriana em baco e figado comparado ao
sete dpi, sendo recuperado 6,46 log UFC/g de bago e 5,10 log UFC/g de figado dos
animais MyD88 -/- (n=2), enquanto a quantidade de UFC/g recuperada dos
camundongos C57/BL6 selvagens (n=4) foi 4,67 log/g de baco e 3,07 log/g de figado.
Embora o nimero animais infectados seja pequeno aos 30 dpi, a recuperagdo bacteriana
em camundongos MyD88 -/- foi 1,79 log UFC/g de bago e 2,03 log UFC/g de figado
maior que no grupo controle aos 30 dpi. Devido ao baixo numero de animais nao foi
possivel realizar testes estatisticos. Os dados bacteriologicos indicam que MyD88

contribui para melhor controle da infec¢do por B. ovis no modelo murino.

O MyD88 ¢ necessario para a cascata de sinalizacdo intracelular iniciada pela ativacao
dos receptores TLR, cujo efeito final ¢ a transcricdo de genes pro-inflamatorios e
citocinas (Kawai e Akira, 2010). Considerando que MyDS88 contribui para controle da
infeccdo por B. ovis em camundongos, investigou-se o papel dos TLR 2, 4 ¢ 9
mediados por MyD88 durante a infec¢ao por B. ovis. Camundongos C57/BL6 knockout
para TLR2 (n=8), TLR4 (n=9) ¢ TLR 9 (n=6) foram inoculados com B. ovis via
intraperitoneal e apds sete dpi a colonizagdo bacteriana do bago e figado desses animais
foi mensurada. Nao foi observado diferencas de contagem bacteriana do bago ou figado
dos animais TLR2 -/- ¢ TLR4 -/- ap6s o periodo de infec¢do quando comparados com
camundongos selvagens (Fig. 3A-D). Entretanto, os camundongos TLRY9 -/-
apresentaram recuperacgdo bacteriana 1 log UFC/g de bago maior que o grupo controle
(Fig. 3E). Contudo, ndo foi observada diferenca na colonizac¢do bacteriana do figado de

animais TLR9-/- e o grupo controle (Fig. 3F).

Visto que somente TLRY influencia fase aguda de infecgdo por B. ovis, a colonizagdo
bacteriana de animais deficientes em TLR9 foi avaliada durante a fase cronica da
infec¢do. Para isso, cinco camundongos TLRY -/- foram inoculados com B. ovis e
submetidos a eutanasia 30 dpi. Nao houve diferen¢a na recuperagdo bacteriana o bago e
figado entre camundongos TLR9 -/- e selvagens (Fig. 4). Juntos, os dados indicam que

os receptor de imunidade inata TLR9 e molécula adaptadora MyD88 sdo importantes
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para melhor controle de B. ovis no modelo murino durante fase aguda de infecgdo,

enquanto TLR2 e TLR4 ndo contribuiram para eliminagdo de B. ovis neste modelo

experimental.
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Figura 3: Susceptibilidade dos camundongos Knockout para TLR2 (n=8), TLR4 (n=9) e TLR9 (n=6)
a infec¢ao por Brucella ovis aos sete dpi. Os animais foram infectados via intraperitoneal com dose
aproximada de 1x10° UFC/animal e ap6s sete dpi fragmentos de bago e figado foram coletados para
contagem bacteriana. As UFC foram submetidas a transformag@o logaritimica e analisadas pelo teste T de
Student. Os dados de TLR2 e TLR4 sdo representativos de dois experimentos distintos ¢ os dados de
TLRY de um unico experimento. Os asteriscos representam diferenca significativa entre os grupos

(p<0.05).
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Figura 4: Susceptibilidade dos camundongos Knockout para TLR9 (n=5) aos 30dpi. Os animais foram
infectados via intraperitoneal com dose aproximada de 1x10° UFC/mL e 30 dpi fragmentos de bago (A) e
figado (B) foram coletados para contagem bacteriana. As UFC foram submetidas a transformagao

logaritimica e analisadas pelo teste T de Student. Os dados sdo representativos um unico experimento.

As vias de sinaliza¢do desencadeadas pelo reconhecimento por receptores TLR estdo
envolvidas na resposta imunoldgica inata e um de seus mecanismos efetores ¢ a
inflamagdo. Por isso, para verificar se a maior susceptibilidade dos animais knockout
acima citados ¢ devido a alteracdes no desencadeamento do processo inflamatorio,
avaliou-se a resposta inflamatoria desses animais durante infeccdo por B. ovis.
Primeiramente, a esplenomegalia foi avaliada como indicio de inflamacdo. O peso
relativo médio do baco de camundongos C57/BL6 selvagens nado infectados ¢ 0,41% do
peso corporal. Os animais TLR2 -/- ¢ TLR4 -/- apresentaram esplenomegalia, mas nao
houve diferenga significativa entre as médias do peso do bago desses animais e seus
respectivos grupos controles (Fig. 5SA e 5B). Entretanto, os animais TLR9 -/-
apresentaram peso relativo do bago maior quando comparados com o grupo controle. Os
animais MyD88 -/- apresentaram aumento de volume esplénico discreto em relacdo aos
demais camundongos knockouts e este aumento de volume foi menor do que o

observado em camundongos selvagens.

Em seguida, foi realizada a avaliag¢do histopatoldgica de bago e figado para avaliacdo de
lesdes inflamatdrias. As alteragdes histologicas observadas foram consistentes com o
descrito por Silva et al. (2011a): em ambos oOrgdos observou-se a formacdo de

microgranulomas caracterizados por acimulos de células inflamatorias concéntricos,
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constituidos predominantemente por macréfagos e com raros neutrdfilos no centro da
lesdo. Em algumas lesdes também eram observados linfocitos e plasmoécitos. Tamanho e
quantidade dos microgranulomas no corte histoldgico foram utilizados como critérios

para a indicacdo do escore.
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Figura 5: Esplenomegalia em camundongos Knockout para TLR2 (n=8), TLR4 (n=9), TLR9 (n=6) e
MyD88 (n=10) infectados com Brucella ovis apés 7 dpi. Os animais foram infectados via
intraperitoneal com dose aproximada de 1x10° UFC/animal ¢ 7 dpi o bago foi pesado e a porcentagem do
peso do bago em relagdo ao peso corporal foi calculada. Os dados foram analisados pelo teste estatistico
ndo paramétrico Mann-Whitney. As barras representam as médias. Os asteriscos representam diferenga

significativa entre os grupos (*p<0,05; **p<0,01).

Os animais MyD88 -/- apresentaram o menor escore de inflamacdo tanto no bago
quanto figado, o que condiz com o baixo aumento de volume esplénico (Tabela 6).
Esses animais exibiram microgranulomas pequenos e escassos (Fig. 6A). Ao contrario,
no bago e figado de camundongos TLRY -/- observou-se microgranulomas grandes e
numerosos (Fig. 7). Nao houve diferenca no escore de inflamacao de baco e figado de

animais TLR4 -/- e os camundongos TLR2-/- apresentaram inflamagdo mais acentuada
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apenas no figado. Aos 30 dpi, os animais TLR9 -/- e seus respectivos controles
apresentaram diminuicao das lesdes inflamatorias em bago e figado, representada por
menor escore de inflamacao (Tabela 7). Neste tempo de infeccdo ndo houve diferenca
significativa de escore de lesdo em bago e figado. Foi realizada imunomarcacao para
associacao entre as lesdes e B. ovis ¢ observou-se imunodetecgao intralesional de B. ovis
em citoplasma de macréfagos constituintes dos microgranulomas (Fig. 6C). Isso indica

que as lesdes observadas nos animais sdo decorrentes da infec¢ao por B. ovis.

Tabela 6: Escore de inflamacdo em o6rgdos de camundongos infectados por Brucella

. ok
ovis aos sete dpi

Camundongo Baco Figado

TLR 2-/- 1.14 (n=7) 1.37* (n=8)
Controle 1.71 (n=7) 2.28% (n="17)
TLR 4-/- 1.89 (n=9) 1.77 (n=9)
Controle 1.38 (n=8) 2.44 (n=9)
TLRO -/ 2.6" (n=5) 2.50 (n=6)
Controle 1.0% (n=6) 2.33 (n=6)
Myd88-/- 0.67"* (n=9) 1.10* (n=10)
Controle 1.78" (n=9) 2.40° (n=10)

* Letras maitisculas distintas em uma mesma coluna indicam médias estatisticamente diferentes pelo teste
ndo paramétrico Mann-Whitney entre o grupo de camundongos knockout e seu respectivo grupo controle
(P<0,05)

** Fragmentos de bago de alguns animais foram perdidos durante o processamento histologico e por isso
ndo foram analisados.

Tabela 7: Escore de lesdo de camundongos infectados com Brucella ovis aos 30dpi1

Camundongo Baco Figado
TLROY-/- 1.5 (n=4) 1.0 (n=4)
Controle 0.75 (n=4) 1.5 (n=4)
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Figura 6: Histopatologia e imunomarcacio de figado de animais knockout MyD88 apés 7 dpi com
Brucella ovis. (A) Figado de animal MyD88-/- apds sete dias de infecgdo por B. ovis com
microgranulomas multifocais (setas) escassos e hipocelulares. Escore de inflamagéo 1, HE, barra 100pum.
(B) Figado de camundongo selvagem apos 7 dias de infec¢io por B. ovis com microgranulomas
multifocais (setas) com populagdo celular moderada. Escore de inflamagdo 2, HE, barra 100um. (C)
Imunomarcagao intralesional de B. ovis em figado de camundongo MyD88-/-. A cabeca da seta indica a

bactéria imunomarcada em citoplasma de macrofagos. Estreptoavidina-peroxidase, barra 100pum.

Figura 7: Histopatologia de camundongos Knockout para TLR9 infectados com B. ovis apés 7dpi.
(A) Bago de animal TLR9-/- com escore de inflamagdo 3. Microgranulomas multifocais na polpa
vermelha constituidos predominantemente por macrofagos e alguns neutrofilos (setas), HE, Barra 100um.
(B) Bago de camundongo selvagem com microgranuloma pequeno na polpa vermelha (seta) e infiltrado
neutrofilico multifocal discreto. Escore de inflamacao 1, HE, barra 100um. (C) Figado de camundongo
TLR9-/- com escore de inflamagdo 3. Microgranulomas multifocais no parénquima composto por
macrofagos e alguns neutrofilos (seta), HE, barra 100um. (D) Figado de camundongo selvagem com

microgranuloma no parénquima. Escore de inflamacdo 2, HE, barra 100pum.
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A fim de determinar se as diferengas observadas em relagdo a colonizagdo bacteriana e
inflamagdo nos animais MyD88 -/- e TLRY -/- estavam relacionadas a diferengas no
perfil de expressdao de citocinas envolvidas em inflamacdo e imunidade adaptativa
realizou-se RT-PCR em tempo real. A resposta pré-inflamatéria dos animais MyD88-/-
aos sete dpi foi menor quando comparada aos animais controles: observou-se diferenga
significativa na transcricdo de TNF-a e IL-6 (Fig. 8A). Apesar dos microgranulomas
em oOrgdos dos animais knockout para MyD88 serem menores, ndo foram observadas
diferencas em relagdo ao niimero de copias de MIP-2, uma molécula quimiotatica para
neutréfilos (Fig. 8A). Nao houve diferencas da resposta pro-inflamatéria dos animais

TLRY -/- aos sete dpi, apenas uma expressao discretamente maior de MIP-2 (fig.8B).

A transcricdo de genes relacionados ao desenvolvimento de resposta imunologica
adaptativa, como IL-12 foi baixa, apesar de quantidades similares do nimero de copias
de IFN-y em camundongos Knockout e selvagens (Fig. 8). As citocinas envolvidas em
resposta Th2, IL-10 e IL-4, também apresentaram baixo numero de copias (Fig. 8).
Contudo, os animais MyD88 -/- e TLR9 -/- tiveram transcricdo de IL-10 discretamente

maior que os animais do grupo controle.
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Figura 8: Transcri¢do de moléculas pré-inflamatérias e citocinas em baco de camundongos MyD88-
/- (A) e TLRY-/- (B) aos sete dpi. Bago de animais infectados com Brucella ovis foram coletados para
analise de expressdo génica para citocinas e quimiocinas. O valor de ACT foi calculado e normalizado a
partir da expressdo de GAPDH. As médias dos grupos foram submetidas ao teste T de Student. As barras
representam as médias ¢ o erro padrdo da média. Os asteriscos representam diferenga significativa entre

os grupos (*p<0,05).
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4.4 Discussao

A sinalizagdo TLR ¢ uma importante via de reconhecimento de patdégenos do sistema
imunolégico inato (Kawai e Akira, 2010). A sua relagio com a imunidade contra
Brucella ¢ bem descrita para B. abortus e B. melitensis (Campos et al., 2004; Huang et
al., 2005; Weiss et al., 2005; Barquero-Calvo et al., 2007; Copin et al., 2007; Macedo et
al., 2008). Este trabalho demonstrou, pela primeira vez, a importancia da via de
sinalizagdo TLR durante infeccdo aguda por B. ovis em modelo murino. Inicialmente,
observou-se a necessidade da molécula adaptadora MyD88 funcional para melhor
controle da infec¢ao e desencadeamento do processo inflamatdrio. Isso foi demonstrado
aos sete dpi pela menor esplenomegalia, maior colonizacdo bacteriana esplénica, e
menor intensidade de inflamacao no baco de animais MyD88 -/- quando comparada aos

animais selvagens.

Resultados semelhantes foram observados em camundongos MyD88 -/- infectados com
B. abortus na fase aguda (Weiss et al, 2005). Carvalho et al. (2011) demonstraram que
Mycobacterium avium induz formagdo de microgranulomas hepaticos com menor
numero de células inflamatorias em camundongos com resposta deficiente via MyD88,
possivelmente devido menor produ¢do de citocinas pro-inflamatdrias. Entretanto, ndo
houve diferenca entre a colonizag@o hepatica dos camundongos MyD88-/- e selvagens,
apesar de menor intensidade de inflamacdo nos animais knockout, caracterizada por
diminui¢do no numero e tamanho dos microgranulomas. A menor inflamacao no figado
dos MyD88 -/- pode ter limitado quantidade de bactéria presente neste 6rgdo onde
Brucella depende das células inflamatdrias, predominantemente macréfagos para
estabelecer seu nicho replicativo (Silva et al., 2011b; Copin et al., 2012). Em um
recente estudo com microscopia confocal, Copin et al. (2012) demonstraram que
camundongos MyD88-/- infectados com B. melitensis apresentam granulomas menores,
com menor nimero de macréfagos e um aumento no numero de granuldcitos
comparados aos animais selvagens. Vale ressaltar que a inflamagdo embora reduzida,
esteve presente nos baco e figado de alguns animais MyD88 sugerindo que existem

outras vias de indu¢do de inflamagao independente da ativagdo TLR via MyD8&S.

Receptores TLR via MyDS88 ativam fator transcri¢do nuclear NF-xB favorecendo a

transcri¢do de genes e produgdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias (Moresco
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et al., 2011). A menor intensidade de inflamacdo observada em camundongos
deficientes MyD88 durante infeccao por Brucella tem sido associada menor produgdo
de citocinas pro-inflamatorias (Huang et al. 2003; Weiss et al., 2005; Macedo et al.
2008). A quantificacdo do niimero de copias de RNA mensageiro para citocinas pro-
inflamatorias revelou que os animais MyD88-/-, quando infectados com B. ovis,
expressam menor quantidade de TNF-a que os camundongos selvagens. Estes dados
sao similares a outros estudos que demonstraram menor produ¢do de TNF-a por
macrofagos e camundongos deficientes em MyD88 quando estimulados com B. abortus

(Huang et al. 2003; Weiss et al., 2005; Macedo et al. 2008).

O TNF-a ¢ uma importante citocina produzida por fagdcitos mononucleares € uma de
suas fungdes ¢ promover o recrutamento de células inflamatérias para o local da
infec¢do, por estimular a expressdo de moléculas de adesdo em células endoteliais
(Abbas e Lichtman, 2005). Além disso, esta citocina ¢ considerada importante para a
resisténcia do hospedeiro a infec¢do por Brucella. Camundongos previamente tratados
com anticorpos anti-TNF-a se tornaram mais susceptiveis a infec¢do B. abortus e essa
maior susceptibilidade foi indicada por aumento de colonizacdo esplénica e menor
tamanho de baco (Zhan et al., 1996). Estas caracteristicas foram observadas no presente
estudo e corrobora com a hipotese de que a baixa transcricdo de TNF-a pode estar

relacionada com a maior susceptibilidade dos animais MyD88 -/-.

A IL-6 ¢ outra citocina envolvida em ativacdo de mecanismos pro-inflamatérios,
principalmente estimulo a sintese de proteinas de fase aguda (Abbas e Lichtman, 2005).
Adicionalmente, Liu et al. (1994) demonstraram que a IL-6 ¢ necessaria para a ativagao
de linfécitos T a produzirem IFN-y em camundongos infectados com o patdégeno
intracelular Listeria monocytogenes. Assim como o TNF-a, a transcrigdo de IL-6
mostrou-se reduzida em animais MyD88 -/- quando comparado com camundongos
selvagens. A producdo de IL-6 por camundongos e células infectadas por B. abortus
viva ou morta pelo calor foi descrita por alguns autores (Sauders et al., 1993, Zhan et
al., 1993a; Giambartolomei et al., 2004), apesar da produgdo desta citocina induzida
pela Brucella spp ser em menor intensidade que os niveis estimulados por outras

bactérias Gram negativo como Salmonella (Barquero-Calvo et al., 2007). Acredita-se
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que a producdo de IL-6 seja desencadeada pelo estimulo de lipoproteinas da bactéria em

receptores do hospedeiro, especialmente TLR2 (Giambartolomei et al., 2004).

Assim como o TNF-a, a IL-12 ¢ apontada como uma importante citocina para a
resposta imunoldgica protetora contra Brucella (Zhan et al., 1996). A IL-12 ¢ produzida
por células apresentadoras de antigenos e estimula linfocitos a produzirem IFN-y. Este
por sua vez, estimula macréfagos a produzirem reativos de oxigénio que possuem
efeitos bactericidas (Abbas e Lichtman, 2005). A produgao de IFN-y pelo hospedeiro ¢
fundamental para uma resposta efetora contra Brucella. Camundongos deficientes em
IFN-y s3o mais susceptiveis a infec¢do por Brucella (Zhan et al., 1993b; Murphy et al.,
2001). Neste estudo, ndo observou-se diferenca na transcri¢ao de IL-12 nem IFN-y entre
os animais MyD88 -/- e selvagens infectados com B. ovis. Estes dados sdo distintos do
observado por outros autores que demonstraram menor producao de IL-12 e IFN-y em
camundongos MyD88 -/- infectados com B. abortus morta pelo calor (Huang et al.
2005; Macedo et al. 2008). Contudo, estes trabalhos mensuraram a producao destas
citocinas por ensaios de ELISA e em sobrenadantes de cultivos celulares, que podem ter

contribuido para a diferenca dos resultados.

A IL-10 possui um efeito contrario a IL-12, ou seja, inibe a ativacdo de macrdofagos e
células dendriticas e consequentemente a resposta Thl (Abbas e Lichtman, 2005).
Fernandes e Baldwin (1995) demonstraram que camundongos BALB/C infectados com
B. abortus produziam IL-10 apds sete dpi. Quando essa citocina foi neutralizada por
anticorpos, 0os animais apresentaram coloniza¢do bacteriana esplénica mais baixa que os
animais que nao foram submetidos a neutralizagdo. Isso indica que a IL-10 possui um
efeito deletério para o desenvolvimento de resposta imunologica contra B. abortus e
acredita-se que isso ocorre pelo fato dessa citocina interferir com a producao de IFN-y
(Fernandes e Baldwin, 1995). Nos animais MyD88 -/- a transcri¢do de IL-10 estava
discretamente aumentada, o que pode ter contribuido para o aumento de

susceptibilidade desses animais, apesar da transcri¢ao de IFN-y ndo ter sido afetada.
Como o MyD88 ¢ uma molécula adaptadora que participa da via de sinalizagdo dos

TLR, exceto TLR3 (Kawai e Akira et al., 2010), foi investigado a participagdo de

receptores TLR sabidamente envolvidos com reconhecimento de Brucella. Observou-se
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que os receptores TLR2 e TLR4 ndo sdo necessarios para melhor eliminagdo de B. ovis
durante fase aguda de infeccdo, comprovado pela colonizagdo bacteriana em bago e
figado semelhante aos camundongos selvagens. Estes dados corroboram com os
fendmenos observados em infec¢do de B. abortus em camundongos knockout para estes
receptores (Weiss et al., 2005; Barquero-Calvo et al., 2007) apesar de alguns estudos
indicarem a importancia do TLR4 para controle da infec¢ao por B. abortus (Campos et
al., 2004) e B. melitensis (Copin et al., 2007). Contudo, ndo havia conhecimento do
papel do receptor TLR4 durante infecgdo de camundongos por uma amostra de Brucella
com LPS naturalmente rugoso, como B. ovis. O presente estudo demonstra que o TLR4
ndo ¢ importante para o controle da infeccdo da B. ovis em camundongos.
Interessantemente, diferenca de inflamagdo foi observada apenas no figado de
camundongos TLR2 -/-. A menor produ¢do de TNF-a, dependente de TLR2 via MyD88
pode ter contribuindo para menor intensidade de inflama¢do no figado de TLR2 -/-
comparada aos animais selvagens, como observado em estudo com B. abortus realizado

por Huang et al. (2003).

Em contrapartida, os animais TLR9 -/- apresentaram maior colonizacdo bacteriana
esplénica indicando maior susceptibilidade a B. ovis na fase aguda de infecgao
Entretanto, este efeito desaparece na fase cronica de infec¢do, na qual recuperagdo de B.
ovis em baco e figado em camundongos TLR9 -/- foi semelhante aos animais selvagens.
Ao contrario do que era esperado, os animais TLR9 -/- apresentaram maior
esplenomegalia e lesdes inflamatdrias mais acentuadas no bago quando comparados
com os camundongos selvagens. Nao foi observada diferencga na intensidade inflamacao

no figado entre os dois grupos.

Fenomeno semelhante foi observado durante infec¢do experimental de camundongos
knockout para TLR9 com a bactéria Gram negativo Neisseria meningiditis, que causa
meningite e sepse. Nesse estudo, os animais apresentaram maior recrutamento de
macrofagos no sangue, apesar de apresentarem maior dificuldade para controlar a
infec¢do por produzirem menor quantidade de 6xido nitrico (Sjolinder et al., 2008). Em
um modelo experimental murino para sepse observou-se que animais TLR9-/-
apresentavam maior recrutamento de células inflamatorias para o peritdnio,
especialmente granulocitos. Mas, ao contrario do que observado no presente estudo,

esse aumento de células inflamatérias aumentou a resisténcia dos animais a infecg¢do
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(Plitas et al., 2008). Albiger et al. (2007) também observaram que camundongos TLRO-
/-, apesar de mais susceptiveis a infec¢do por Streptococcus pneumoniae, apresentaram
maior influxo de macréfagos e neutréfilos em pulmdes. Contudo, estes trabalhos nao
justificam a razdo pela qual os animais TLR9-/- apresentam maior inflamacgao. Sjolinder
et al. (2008) sugerem que estes animais apresentem um aumento de migracdo de
leucocitos. Todos estes dados sugerem uma maior resisténcia a infec¢ao bacteriana nao
esta sempre diretamente associada a capacidade de induzir inflamacdo. Outros

mecanismos participam do controle do patdégeno nos tecidos.

Embora expressdo génica de TNF-o mostrou-se semelhante entre os dois grupos, maior
expressdo génica para MIP-2, quimiotaxico para neutrofilos, foi detectada nos animais
TLR9 -/- comparado com animais selvagens. Similarmente, Macedo et al. (2008)
também ndo detectou a influéncia do TLR9 sobre produ¢do de TNF-o em macrofagos
murinos estimulados com B. abortus morta pelo calor. Adicionalmente, o aumento na
expressdo de quimiocinas especificas pode favorecer aumento da inflamagdo em
determinados 6rgdos. Behera et al. (2006) demonstraram que camundongos MyD88 -/-
sdo mais susceptiveis a coloniza¢do em diversos Orgdos por Borrelia burgdorferi,
espiroqueta causadora da doenca de Lyme, embora apresentem inflamacao semelhante
na articulacdo e coragdo, mas miosite e nefrite mais intensas que nos animais selvagens.
Esta maior intensidade de inflamacao esta associada a expressdo génica diferenciada de

citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias nos 6rgaos afetados.

Os camundongos TLRY -/- infectados com B. ovis além de ndo apresentarem deficiéncia
em relagdo a resposta inflamatoria, também ndo apresentaram falhas em desenvolver
uma resposta imunologica protetora, o que foi observado com a expressdo génica de
citocinas relacionadas com resposta Thl, como IFN-y, semelhante aos camundongos
selvagens. Isto indica que o aumento de colonizacdo bacteriana neste caso ndo ¢ devido
a incapacidade do hospedeiro responder ao agente invasor. Uma possivel explicagdo
para o fendmeno observado ¢ que como macrofagos sao células utilizadas pela Brucella
para multiplicagdo e persisténcia (Martirosyan et al., 2011), o aumento destas células

nos animais TLR9-/- propiciou um aumento no nicho replicativo da bactéria no bago.

O aumento de susceptibilidade dos animais MyD88 -/- pode ser atribuido parcialmente

a via de sinalizagdo TLR9, uma vez que a diminuicdo da resposta inflamatéria dos
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animais MyD88 -/- foi mais acentuada. Além das vias de sinalizagdo TLR, o MyD88
também atua como mediador de cascata intracelular dos receptores IL-1R (Wesche et
al., 1997; Adachi et al., 1998; Burns et al., 1998) e IL-18R (Adachi et al., 1998), que
possuem o dominio TIR em comum com os receptores TLR (Watters et al., 2007). A
interacdo entre IL-1 e seu receptor ativa uma cascata de sinalizagao intracelular mediada
por MyD88 que gera a ativacdo de NF-xB e expressdo génica de citocinas e

quimiocinas (Wesche et al., 1997).

Estudos com B. abortus nao demonstraram participagdo das vias de sinalizagdo IL-1R e
IL-18R. Weiss et al. (2005) e Oliveira et al. (2008) ndo observaram maior
susceptibilidade a infeccao de camundongos knockouts para IL-1 e IL-18, ligantes dos
receptores acima citados, apesar de maior susceptibilidade dos camundongos MyD88-/-.
Adicionalmente, Huang et al. (2003) ndo observou diferencas da produgdo in vitro de
IL-12p40 de células dendriticas estimuladas com HKBA na auséncia de IL-1 e IL-18.
Contudo, estudos com B. ovis sdo necessarios para verificar se a estimulagdo de tais vias

¢ necessaria para imunidade contra esse agente.

4.5 Conclusao

Este trabalho demonstrou que molécula adaptadora MyD88 ¢ importante para o
desenvolvimento de resposta inflamatdria protetora e melhor eliminagcdo, mesmo que
discreta, de B. ovis em camundongos € o requerimento dessa molécula € parcialmente
dependente de TLR9. Os receptores TLR2 e TLR4 ndo contribuem para controle da

infeccao de B. ovis.
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5. CAPITULO II

A proteina TcpB como fator de viruléncia para Brucella ovis

5.1 Introducao

A Brucella ¢ um patdégeno que possui capacidade de persistir por longos periodos no
hospedeiro e causar doenga crdnica. Esta capacidade esta relacionada a alguns
mecanismos de viruléncia da bactéria que a permitem, por exemplo, escapar da fusdo do
lisossomo e sobreviver multiplicar em compartimentos do reticulo endoplasmatico
(Martirosyan et al., 2011). Estudos demonstraram que a Brucella produz uma proteina
chamada TcpB que atua ativamente para inibir a sinalizagdo do hospedeiro por via
TLR2 ¢ TLR4. Este mecanismo foi descrito em B. abortus ¢ B. melitensis (Salcedo et
al., 2008; Cirl et al., 2008) e o gene que codifica a TcpB estd conservado em B. ovis

(Tsolis et al., 2009).

Os resultados do capitulo anterior indicaram que as vias de sinalizagdo TLR2 e TLR4
ndo sdo importantes para o reconhecimento da B. ovis em fase aguda da infecgdo e isso
possivelmente pode ser por interferéncia da bactéria ao sistema imunologico do
hospedeiro. Por isso, neste capitulo resolveu-se investigar se a proteina TcpB € um fator
de viruléncia para B. ovis, por meio de dele¢ao do gene que a codifica. Foram realizados
estudos in vivo e in vitro com a bactéria mutante e adicionalmente comparou-se seu

comportamento com amostra de B. abortus com delecdo do gene fcpB.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Amostras bacterianas e condicoes de cultura

Para este trabalho foram utilizadas amostras de B. ovis selvagem ATCC 25840 (WT),
uma amostra mutante AtcpB de B. ovis elaborada neste estudo a partir da amostra
virulenta, B. abortus 2308 e amostra mutante AtcpB de B. abortus. As amostras

bacterianas de B. ovis foram cultivadas em meio de agar triptico de soja (TSA) com
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10% de hemoglobina e as amostras de B. abortus em meio de TSA, em estufaa 37° C
e 5% de CO,. No meio de cultura utilizado para crescer a amostra mutante foi
adicionado 100 pg/ml do antibidtico canamicina. Todos os procedimentos de

manipula¢do com bactérias foram realizadas em laboratério de biosseguranca nivel 3.

Para a preparacdo do indculo, apos trés dias de crescimento, as colOnias bacterianas
foram retiradas das placas e feita suspensdo em tampao fosfato-salino (PBS). A
concentracdo bacteriana foi determinada por leitura em espectofotometro (Biorad,
EUA) em densidade optica (OD) de 600nm. A concentragdo final do in6culo foi de
aproximadamente 1x10° UFC/animal (unidades formadoras de colénia/animal). O
in6culo foi posteriormente plaqueado em placas com TSA com hemoglobina para

confirmacao da concentracgao final.

5.2.2 Construc¢io da amostra mutante AtcpB de B. ovis.

Para avaliar a participagdao da proteina homdloga ao TIR na viruléncia da B. ovis em
camundongos, foi gerado um mutante através da delecdo de gene especifico putativo
que codifica a proteina homologa ao TIR, TcpB, conservado na B. ovis ATCC25840. A
amostra mutante que apresenta delegdao deste gene (GenBank BOV0263) foi
denominada de AtcpB de B. ovis. O plasmideo utilizado para mutagénese foi
gentilmente cedido pelo laboratério da Dra. Renee M. Tsolis, Department Medical
Microbiology and Immunology, University of California, Davis, California, USA. Para a
construg¢do do plasmideo, a sequéncia do gene #cpB localizado no cromossomo 1 de B.

abortus 2308 (BAB1 _0279) e o plasmideo final foi denominado pBMEI1674.

O plasmideo foi inserido por eletroporagao de B. ovis de acordo com protocolo descrito
por Silva et al., 2011a. Para tornar a B. ovis eletrocompetente, a amostra foi plaqueada
em meio TSA com 10% de hemoglobina e mantida por 48 horas em estufa a 37°C e 5%
de CO,. As coldnias bacterianas foram coletadas e a amostra suspendida em 40 mL de
agua destilada estéril e divididos em dois tubos falcons de 50 mL mantidos em gelo. A
amostra foi centrifugada a 4000xg por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado e
o precipitado de bactéria ressuspendido em 20 mL de agua estéril gelada. Esse

procedimento foi repetido trés vezes. Na ultima lavagem, a suspensdo de bactéria foi
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transferida para um tUnico tubo, seguida de centrifugacdo, descarte do sobrenadante e

ressuspensao do precipitado formado em 1 mL de agua estéril.

Para a eletroporacao foram adicionados 5 pL. do plasmideo pBMEI1674 em 55 pL de
suspensao de B. ovis eletrocompetente. A solucdo com 60 pL foi transferida para uma
cubeta estéril (BioRad Laboratories, EUA) e submetida a um choque de 2,2 KV ¢ 5,4
ms, utilizando o equipamento eletroporador da BioRad. Imediatamente apds a
eletroporacao foi adicionado 1 mL de meio SOCB (2% tryptona; 0,5% de extrato de
levedura; 10mM NacCl; 2,5 mM KCI; 10mM MgCl12; 10mM MgSO4 2 mM de glicose),
e em seguida, 100 pL. de cada amostra foi plaqueada em meio TSA com hemoglobina
sem antibidtico e incubada a 37°C por 16 horas. As coldnias crescidas em placa foram
raspadas, dissolvidas em 100 pL de PBS estéril e plaquedas em meio com TSA com
hemoglobina e canamicina a 100 pg/mL (Gibco®, Invitrogen,SP, Brasil).
Adicionalmente, o restante da suspensado foi incubado a 37°C por 16 horas sob agitagao
e, em seguida, plaqueados 100 pL e 900 pL de cada amostra em meio TSA com
canamicina. Apos incubar as placas por quatro a sete dias em estufa a 37°C e 5% de
CO,, as coldnias foram plaqueadas em linha em meio TSA com canamicina e em meio
TSA com ampicilina a 200 pg/mL (Gibco, Invitrogen, Brasil). Apds trés dias foram

selecionadas colonias que sdo resistentes a canamicina e sensiveis a ampicilina.

A amostra mutante também foi analisada pela PCR para confirmar a dele¢do do gene de
interesse. Para a extragdo de DNA, as colonias selecionadas foram ressuspendidas em
100 pL de agua estéril, fervidas por 10 minutos e centrifugadas por 2 minutos a
12.000xg. Para a preparacdo da PCR foi adicionado 23 pL de mix PCR comercial
(Supermix, Invitrogen, Brasil); 0,5 pL de primer a 25 pM; 0,25 uL de Taq DNA
polimerase (Invitrogen) e 2 pL. do DNA extraido. Os primers utilizados estao listados na
Tabela 8. A amplificagdo foi realizada por desnaturagdo a 94°C por 5 minutos, seguido
de 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 1,5 minutos e ao final, extensdo a 72°C por 10 minutos.

O produto amplificado foi corrido em gel de agarose a 1% (Invitrogen).

51



Tabela 8: Primers utilizados neste estudo

Nome Sequéncia alvo (5°-3°) Tamanho do produto

BOV0263 Senso ATGTCTAAAGAGAAACAAGCCCAATC 933pb
BOV0263 Anti-senso TCAGATAAGGGAATGCAGTTC

5.2.3 Curva de crescimento in vitro

Para verificar a taxa de crescimento in vitro da amostra AtcpB de B. ovis foi realizada a
curva de crescimento in vitro. Para isso, 1x10° UFC/ml de B. ovis WT e B. ovis AtcpB
foram plaqueadas em meio de TSA com hemoglobina com ou sem canamicina,
respectivamente, em triplicata. Apds serem cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO,
por 0, 12, 24, 48, 72 e 96 horas, as colonias recuperadas foram ressuspendidas em ImL
de PBS e esta suspensdao foi submetido a diluicdo seriada, que posteriormente foi
plaqueado em meio de cultivo adequado e cultivado em estufa a 37°C e 5% de CO, por
4 a 7 dias. Apos esse periodo foi realizada a contagem de colonias e o valor de UFC/mL

foi estimado.

5.2.4 Infec¢ao animal

Para determinar a importancia da proteina TcpB para o estabelecimento e persisténcia
da B. ovis no modelo murino foi realizada a cinética in vivo. Foram utilizados 66
camundongos C57/BL6 machos, com idade entre seis e oito semanas, divididos em trés
grupos: um grupo infectado com a amostra de B. ovis virulenta (n=27), grupo infectado
com amostra mutante AtcpB de B. ovis (n=27) e um grupo infectado com ambas
amostras (n= 12). Aos um, sete e 30 dpi, os animais foram submetidos a eutandsia e

submetidos a necropsia com coleta de material conforme descrito no capitulo L.

A partir dos dados de contagem bacteriana dos animais co-infectados foi calculado o
indice competitivo pela divisdo da taxa de output (quantidade de bactéria recuperada),
pela taxa de input (quantidade de bactéria inoculada). As taxas foram calculadas a partir

da seguinte formula: UFC da amostra virulenta/UFC amostra mutante.
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Adicionalmente foi realizada infec¢do de camundongos com a amostra mutante AtcpB
de B. abortus. Camundongos (n=4) foram infectados com a amostra AtcpB de B.
abortus e com a amostra virulenta B. abortus (2308) (n=3) e submetidos a eutanésia
apods um dia de infeccdo como descrito anteriormente. Amostras de bago e figado foram
coletadas em PBS estéril para bacteriologia ¢ em formolina tamponada 10% para

histopatologia e processados conforme descrito no capitulo 1.

Todos os procedimentos realizados com animais foram aprovados pelo comité de ética

em experimenta¢do animal da UFMG (CETEA, protocolo 136/08).

5.2.5 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso. Todos os dados em UFC foram
transformados para a escala logaritima, as médias calculadas e comparadas pelo teste T
de Student (Graphpad Prism 5, USA). Foram considerados valores significativos
quando p<0,05. Os dados em porcentagem do peso de bago em relagdo ao peso vivo e
escore de lesdo histopatologica de figado e baco foram submetidos ao teste ndo
paramétrico Mann-Whitney e os valores considerados significativos quando p<0,05

(Graphpad Prism 5, USA)

5.3 Resultados

A proteina TcpB foi descrita em B. melitensis e B. abortus como um mecanismo de
evasdo da resposta inata do hospedeiro mediada pelos receptores TLR (Salcedo et al.,
2008; Cirl et al., 2008). O gene que codifica a proteina foi identificado no genoma da B.
ovis (Tsolis et al., 2009) e por meio de eletroporagdo, foi substituido por um cassete de
resisténcia ao antibidtico canamicina na amostra mutante 7cpB de B. ovis utilizada no
presente estudo. A delecdo do gene BOV0263 foi confirmada por selegdo de bactérias
resistentes a canamicina e por PCR. Como ndo houve amplifica¢do do gene de interesse
na amostra mutante comparada com amostra parental com produto 933pb confirmou-se

a delecao.
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Com intuito de verificar se a delecdo do gene BOV 0263 influenciou o crescimento in
vitro da bactéria foi realizada a cinética de infeccdo in vitro. Como B. ovis ndo tem
crescimento adequado em meio liquido, as amostras AtcpB de B. ovis e WT foram
plaqueadas em meio solido de TSA com hemoglobina e as coldnias ressupendidas em
PBS e plaqueadas ap6s os periodos de tempo determinados. Nas primeiras 12 horas ndo
foram observadas diferengas em relacao ao crescimento das duas amostras. A partir de
24 horas o mutante apresentou um déficit de crescimento de aproximadamente 2 logs
UFC/ml em relacdo a amostra selvagem que persistiu at¢ 72 horas de crescimento in
vitro. A amostra selvagem entra em fase estaciondria a partir de 72 horas, uma vez que
apos esse periodo de tempo seu crescimento passa a ser lento. Somente a 96 horas de
crescimento, a amostra mutante atingiu valor semelhante a amostra selvagem. Este
dados indicam que a amostra AtcpB de B. ovis possui um crescimento in vitro mais

lento quando comparada com a amostra selvagem (Fig.9).
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Figura 9: Cinética de infecdo in vitro das cepas de Brucella ovis. Amostras de AtcpB de B. ovis e WT
cresceram em placas de TSA com 1% de hemoglobina a 37°C e 5% de CO,. Os dados representam a
média e o erro padrio da média de dois experimentos distintos em triplicata. Os dados brutos foram
submetidos a transformacéo logaritimica e analisados pelo teste T de Student. Os asteriscos representam

diferenca significativa entre grupos em um mesmo tempo de infec¢do (**p<0,001).

A cinética de infecc¢do in vivo demonstrou que a partir do primeiro dia de infeccdo ha
recuperagdo bacteriana significativamente menor (p<0,001) de AtcpB de B. ovis quando

comparada com a amostra selvagem e a partir de sete dpi colonias de AtcpB nao foram
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recuperadas em bago e figado dos camundongos infectados (Fig 10). Aos 30 dpi, houve
redugdo da carga bacteriana da cepa WT e como esperado ndo houve recuperacao do
mutante. Esses resultados indicam que a AtcpB nao consegue estabelecer a infecgdo em
camundongos. Embora a AfcpB seja recuperada do bago e figado dos camundongos
apos um dpi, ¢ menor quando comparada ao WT (diferenca de 2,6 logs UFC/g de bago
e 3,4 logs/g de figado). Juntos, esses resultados indicam que o mutante B. ovis AtcpB

apresenta déficit de crescimento in vitro e atenuacao em modelo murino.
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Figura 10: Cinética in vivo de infeccdo da amostra mutante de AtcpB de Brucella ovis. Camundongos
selvagens foram inoculados via intraperitoneal com aproximadamente 1x10° UFC/mL de AtcpB de B.
ovis ou WT e fragmentos de bago (A) e figado (B) foram coletados aos um, sete ou 30 dpi para avaliagdo
bacteriologica. As UFC foram submetidas a transformagdo logaritimica e analisadas pelo teste T de
Student. Os dados sdo representativos de dois experimentos distintos. As barras representam as médias e
o erro padrdo. Os asteriscos representam diferenca significativa entre grupos no mesmo tempo de

infecgdo (p<0,001). A linha representa o limite de detecgdo de UFC para cada 6rgdo.

Estes resultados foram surpreendentes, visto que mutantes para TcpB de B. melitensis e
B. abortus ndo apresentaram atenua¢do no modelo murino em outros estudos
(Radhakrishnan et al., 2009; Sengupta et al., 2010). Para verificar se a sequéncia
deletada poderia ter alguma influéncia na sobrevivéncia da amostra, foi construido um
mutante de B. abortus com o mesmo plasmideo (pBMEI1674) e a amostra mutante foi
inoculada em camundongos. Ao contrario do observado com a AfcpB de B. ovis, a
amostra mutante de B. abortus ndo apresentou atenua¢do no primeiro dia de infecgao
comparado com a amostra virulenta de B. abortus, indicado pela auséncia de diferenca
significativa entre as quantidades de bactéria recuperadas do bago e figado dos animais

(Fig. 11).
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Figura 11: Infec¢do de camundongos com a amostra AfcpB de Brucella abortus . Camundongos
C57/BL6 foram inoculados via intraperitoneal com aproximadamente 1x10° UFC/mL de AtcpB de
Brucella abortus ou Brucella abortus 2308 e apds 1dpi foram coletadas amostras de bago (A) e figado
(B) para contagem de UFC/g de 6rgdo. As UFC foram submetidas a transformacdo logaritimica e
analisadas pelo teste T de Student. Os dados sdo representativos de triplicatas de um experimento. As

barras representam as médias e o erro padrao.

Adicionalmente, foi realizada co-infeccao da amostra selvagem e mutante de B. ovis em
camundongos para avaliar se o efeito da dele¢do da TcpB poderia ser revertido com a
influéncia dos fatores de viruléncia sobre o hospedeiro da amostra selvagem e assim, se
a amostra mutante poderia sobreviver e multiplicar in vivo. Para isso, camundongos
foram inoculados com ambas amostras com a propor¢do de 1:1. Os animais foram
submetidos a eutanasia apds um, sete ¢ 30 dpi e fragmentos de bago foram coletados
para analise bacterioldgica e o indice competitivo foi calculado (Fig.12). A recuperagdo
bacteriana da amostra selvagem de B. ovis no primeiro dpi foi 2,71 log/g maior que a
recuperagao da amostra mutante. Nos outros tempos de infec¢do o valor do indice
competitivo foi ainda maior: 5,09 log/g aos sete dpi e 3,78 log/g aos 30 dpi. Estes
resultados indicam que ndo houve sobrevivéncia da amostra mutante, mesmo com a

influéncia da amostra selvagem sobre o hospedeiro.
Os animais infectados com AtcpB de B. ovis ndo apresentaram esplenomegalia (Tabela

9) ou alteracdes inflamatorias no bago ou figado (Tabela 10 e Fig.13B). Este resultado

era esperado, uma vez que a amostra mutante ndo foi capaz de persistir no hospedeiro.
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Figura 12: indice competitivo (log UFC amostra virulenta/log UFC amostra mutante) de B. ovis e
AtcpB de Brucella ovis. Camundongos foram infectados com 1x10°de ambas amostras via
intraperitoneal e submetidos a eutanasia apos um (n=4), sete (n=4) e 30 (n=4) dias pods-infecgao.
Fragmentos de bago foram coletados e submetidos contagem bacteriana. As UFC recuperadas foram
normalizadas com cada inoculo e o indice competitivo calculado. As barras representam a média e o erro

padrao.

Tabela 9: Peso relativo do bago (%) de camundongos infectados com diferentes

. . . ~ ¥
amostras de Brucella ovis em diferentes tempos de infecg¢ao

B. ovis 1 7 30
WT 0.46 1.85% 1.27%
ATcpB 0.43 0.48" 0.318
Controle Negativo - 0.41° -

* Letras maitisculas distintas em uma mesma coluna indicam médias estatisticamente diferentes pelo teste
ndo paramétrico Mann-Whitney (P<0,01)

Tabela 10: Escore de lesdo para o bago e figado de animais infectados com diferentes

amostras de Brucella ovis em diferentes tempos de infecgdo”

Dias pos infeccdo 1 7 30

Baco  Figado Bago Figado Bago' Figado
WT 0(n=8) 0(n=9) 2,00*(n=8) 2.55*(n=9) 1.33%n=4) 1.55%n=9)
ATcpB 0(m=9) 0(™n=9) 0.11%n=9) 0.11%n=9) 0.11%n=9) 0.22%n=9)
Controle negativo - 0°(n=5) 0°(n=5) -

* Letras maitisculas distintas em uma mesma coluna indicam médias estatisticamente diferentes pelo teste
ndo paramétrico Mann-Whitney (P<0,01)
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** Fragmentos de baco de alguns animais foram perdidos durante o processamento histologico e por isso
ndo foram analisados.

20

Figura 13: Histopatologia de figado de animais infectados com amostra WT e AtcpB de Brucella
ovis. (A) Figado de camundongo infectado com aproximadamente 1x10° de Brucella ovis WT por 30 dpi.
Microgranuloma no parénquima hepatico constituido predominantemente por macroéfagos e com alguns
neutréfilos (seta). HE, barra 100um. (B) Figado de camundongo infectado com aproximadamente 1x10°

de AtcpB de Brucella ovis. Auséncia de lesdes inflamatodrias no parénquima hepatico. HE, barra 100um.

5.4 Discussao

A proteina TcpB foi descrita como um mecanismo de evasdo do sistema imunologico
inato utilizado pela Brucella (Salcedo et al., 2008; Cirl et al., 2008). Estudos com B.
abortus e B. melitensis indicaram que a TcpB esta envolvida em bloquear a sinalizagao
via TLR2 e TLR4 por interagir com proteinas da cascata intracelular de ativagdo destes
receptores que possuem dominios TIR (Salcedo et al., 2008; Radhakrishnan et al., 2009;
Sengupta et al., 2010). O gene que codifica esta proteina em B. ovis ¢ conservado e
neste estudo foi deletado da bactéria por meio de eletroporagdo. A cinética in vivo de
infeccdo demonstrou que esta bactéria mutante possui um fenotipo atenuado a partir do
primeiro dia poés-infeccdo e ndo consegue colonizar bago e figado de camundongos. A
influéncia da TcpB funcional ndo foi capaz de reverter a atenuacdo do fendtipo da
amostra mutante, o que foi observado com a co-infecgdo. Dessa forma, a auséncia de

TcpB deve estar relacionada a mecanismos intrinsecos de sobrevivéncia da bactéria.
Este resultado da infecgdo de camundongos por AzcpB de B. ovis divergiu dos estudos
feitos com amostras mutantes de B. abortus deficientes de TcpB e que ndo apresentam

deficiéncia no crescimento in vivo a partir da primeira semana de infec¢do (Sengupta et
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al., 2010). A ndo atenuacdo a amostra AtcpB de B. abortus foi confirmada com infec¢do
de camundongos 1 dpi neste estudo. A perda de um mecanismo de viruléncia
responsavel por inibir parte da resposta imunoldgica inata, a B. ovis pode tornar a

bactéria mais susceptivel aos mecanismos efetores do hospedeiro.

Contudo, apos a dele¢do do gene tcpB, a B. ovis apresentou um déficit no crescimento
in vitro e portanto, o fenotipo observado em camundongos pode ser consequéncia de um
crescimento deficiente e ndo totalmente causado pela auséncia do fator de viruléncia.
Em uma pesquisa em banco de dados (NCBI) ndo foram encontradas proteinas com
sequéncias homologas a TcpB que estivessem relacionadas a fungdes metabdlicas e de
crescimento. Outra possibilidade € B. ovis ter sofrido uma mutagdo espontanea em
algum gene que controla o metabolismo e crescimento bacteriano durante a
eletroporagdo. Porém, para verificar esta hipotese sdo necessarios estudos
microbioldgicos que fogem ao escopo deste trabalho, como por exemplo

sequenciamento € complementagao.

Estes dados reforcam a ideia de fragilidade gendmica da B. ovis. O estudo de seu
genoma revelou que esta espécie de Brucella possui 0 maior nimero de pseudogenes
dentro do género (Tsolis et al., 2009). Alguns estudos demonstraram que a perda de
genes de viruléncia acarretam na incapacidade da bactéria em estabelecer infec¢do em
camundongos. A auséncia de um T4SS funcional ocasiona ndo apenas perda da
capacidade de multiplicagdo intracelular, mas também prejudica o estabelecimento da
infeccdo em camundongos de forma mais marcante quando comparada com amostras
mutantes de gene virB de B. abortus (Sa et al., 2012). Martin-Martin et al. (2012) ndo
conseguiram gerar mutantes de B. ovis com delecdo do sistema de dois componentes
BvrS/BvrR, pois este sistema funcional ¢ necessario para a sobrevivéncia in vitro da
bactéria, embora exista mutantes para este gene em B. abortus (Sola—Landa et al., 1998;
Manterola et al., 2005). Por isso, a perda da TcpB para a B. ovis pode ter consequéncias
para o seu crescimento que ndo sdo observados em outras bactérias do género.
Entretanto, apesar dessa fragilidade, a B. ovis ¢ uma bactéria bem adaptada ao seu

hospedeiro, os ovinos.
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5.4 Conclusao

A delecao do gene que codifica a proteina TcpB gerou uma amostra mutante de B. ovis
incapaz de estabelecer a infeccdo em camundongos. Esta atenuacdo pode estar
relacionada a perda desse fator de viruléncia. Contudo, devido ao defeito de
crescimento in vitro estudos sdo necessarios para caracterizar melhor o seu fenotipo in

Vivo € in Vitro.
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