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RESUMO

Brucelose é uma das mais importantes doencas zoondticas no mundo. Considerando sua estrita
natureza zoonotica, entender a patogénese e a imunidade de Brucella spp. no hospedeiro animal
natural ¢ essencial para prevenir infec¢cdes humanas. Resisténcia natural contra brucelose tem
sido demonstrada em bovinos e ¢ associada com a habilidade de macrofagos prevenirem
replicacdo intracelular de Brucella abortus. A identificacdo de racas que sdo resistentes a B.
abortus pode contribuir para o controle e erradicacdo de brucelose bovina. O objetivo deste
estudo foi comparar macrofagos de Nelore (Bos taurus indicus) ou Holandés (Bos taurus
taurus) quanto a sua resisténcia a infec¢do por B. abortus. Macréfagos de Nelore foram
significativamente mais eficientes em controlar o crescimento de B. abortus quando comparados
a macrofagos de Holandés, mesmo sob condigdes de restricdo intralisossomal de ferro. Além
disso, macrofagos de Nelore tiveram altos niveis de transcricdo de oOxido nitrico sintetase
induzivel (iNOS) e TNF-a em 12 horas pés-infeccao (hpi), além de altos niveis de IL-12 em 24
hpi quando comparado aos macrofagos de Holandés. Inversamente, macrofagos de Holandés
tiveram maiores niveis de transcricdo de IL-10 as 24 hpi. Macrofagos de Nelore também
geraram mais Oxido nitrico (NO) em resposta a infec¢do por B. abortus quando comparado a
macrofagos de Holandés. Em conclusdo, macréfagos de Nelore sdo mais eficientes em controlar
replicacdo intracelular de B. abortus, sugerindo que ¢ provavel que a raga Nelore tenha um
maior grau de resisténcia natural a brucelose do que a raga Holandesa.

Palavras-Chave: Brucella abortus, bovino, macrofago, imunidade inata.
ABSTRACT

Brucellosis is one of the most important zoonotic diseases in the world. Considering its strict
zoonotic nature, understanding of the pathogenesis and immunity of Brucella spp. in natural
animal hosts is essential to prevent human infections. Natural resistance against brucellosis has
been demonstrated in cattle, and it is associated with the ability of macrophages to prevent
intracellular replication of Brucella abortus. Identification of breeds that are resistant to B.
abortus may contribute for controlling and eradicating brucellosis in cattle. This study aimed to
compare macrophages from Nelore (Bos taurus indicus) or Holstein (Bos taurus taurus)
regarding their resistance to B. abortus infection. Macrophages from Nelore were significantly
more efficient in controlling intracellular growth of B. abortus when compared to Holstein
macrophages even under intralysosomal iron restricting conditions. Furthermore, Nelore
macrophages had higher transcription levels of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and
TNF-o at 12 h post-infection (hpi) and higher levels of IL-12 at 24 hpi when compared to
Holstein macrophages. Conversely, Holstein macrophages had higher levels of IL-10
transcripts at 24 hpi. Macrohages from Nelore also generated more nitric oxide (NO) in
response to B. abortus infection when compared to Holstein macrophages. In conclusion,
cultured Nelore macrophages are more effective in controlling intracellular replication of B.
abortus, suggesting that Nelore cattle is likely to have a higher degree of natural resistance to
brucellosis than Holstein.

Keywords: Brucella abortus, Cattle, Macrophage, Innate immunity.
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INTRODUCAO

Brucelose ¢ uma relevante zoonose global
que € causada pelo patogeno intracelular
facultativo do género Brucella (Young,
1983). Bucella abortus € o mais importante
agente etiologico da brucelose bovina, mas
esse organismo também pode infectar
bufalos, camelos, veados, cavalos, caprinos,
ovinos ¢ o homem (Enright et al., 1984;
Kudi et al., 1997). Brucelose no bovino ¢
associada com diminui¢do da producdo de
leite, aumento do numero de células
somaticas no leite, aborto no ter¢o médio ou
final da gestacdo, nascimento de bezerros
fracos e metrite pos-parto (Emminger and
Schalm, 1943; Xavier et al., 2009). Em
touros, B. abortus pode causar orquite, que
é frequentemente associada com
epididimite e vesiculte (Eaglesome and
Garcia, 1992).

Resistencia natural pode ser definida como
a habilidade do hospedeiro em evitar o
desenvolvimento da doenga apds infecc¢do
sem prévia exposicdo ao agente infeccioso
(Templeton et al., 1988). Na brucelose,
varios fatores incluindo o numero de
receptores superficiais celulares envolvidos
no reconhecimento de padrdes moleculares
associados com Brucella, maturacdo e
ativacdo de macrofagos e  células
dendriticas, peptideos antimicrobianos e
produgdo de citocinas podem influenciar a
resisténcia natural (Adams and Schutta,
2010). Neste contexto, a habilidade do
macréfago em prevenir o crescimento
intracelular B.  abortus tem  sido
extensivamente usado como um indicador
fenotipico de resisténcia contra brucelose
(Campbell and Adams, 1992; Qureshi et al.,
1996; Martinez et al., 2010; Rossetti et al.,
2011). Resisténcia natural em bovinos tem
sido associada com o Natural Resistance-
associated ~ Macrophage  Protein 1
(Nrampl), que ¢ um transportador de
cations  divalentes que diminui a
disponibilidade de ferro no fagolisossomo

(Forbes and Gros, 2003). Assim, neste
estudo, foi usado uma cepa mutante AdhbC
que ¢ deficiente na aquisi¢do de ferro
(Bellaire et al., 2003a).

Estudos prévios tem comparativamente
acessado resisténcia natural em racas Zebu
(Bos taurus indicus) ¢ Taurina (Bos taurus
taurus). Tem sido demonstrado que o gado
Zebu ¢ mais resistente a babesiose (Parker
et al., 1985; Bock et al., 1999), carrapato
(Rechav and Kostrzewski, 1991; Wambura
et al., 1998) e nematodos (Pe™na et al.,
2000), quando comparado ao gado
Europeu. Adicionalmente, a raga zebuina
Nelore ¢ mais resistente ao Rhipicephalus
(Boophilus) microplus e Babesia bovis
quando comparado a outras ragas zebuinas.

O controle da brucelose bovina é baseada
na vacinagdo, inquéritos sorologicos, abate
de animais infectados e rigoroso manejo
sanitario.  Entretanto, essas medidas
combinadas podem ndo suficientes para
erradicar a doenga (Rogers et al., 1989;
Martinez et al., 2010). Além disso, diversos
estudos vém sendo conduzidos na tentativa
de identificar marcadores de resisténcia a
brucelose bovina. No entanto, ndo ha dados
conclusivos na associagdo entre fendtipos e
genotipos resistentes para brucelose bovina,
nem  associacao entre  marcadores
fenotipicos de resisténcia a brucelose
bovina ligada a raca (Adams and
Templeton, 1998; Barthel et al., 2001;
Paixdo et al., 2007, 2012; Martinez et al.,
2010).

Considerando que a brucelose ¢ uma das
mais importantes doengas zoonoticas no
mundo como também sua estrita natureza
zoonotica, entender a patogénese e a
imunidade de Brucella spp. no hospedeiro
animal natural é essencial para prevenir
infeccdes humanas. Assim, o objetivo deste
estudo foi investigar resisténcia natural
contra B. abortus em ragas Zebu (Nelore) e
Taurina (Holandés).
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Brucelose e o género Brucella

A brucelose ¢é uma enfermidade de
distribuicdo mundial com uma média
estimada de 500.000 novos casos humanos
a cada ano, segundo a Organizagdo Mundial
de Saude (Mufinda e Klein, 2011). As
regides do mundo que sdo consideradas de
mais alto risco compreendem América do
Sul e Central, Bacia do Mediterraneo,
Europa oriental, Asia, Africa, Caribe e
Oriente Médio (Taleski et al., 2002) e em
paises como Israel, Kuwait, Arabia Saudita,
Brasil e Colombia. A brucelose ¢
considerada uma doenca re-emergente,
sendo considerada a zoonose de maior
importancia em todo o mundo (Trujillo et
al., 1994; Corbel et al., 2006; Pappas et al.,
2006).

Bactérias do gé€nero  Brucella sdo
cocobacilos, Gram-negativos, intracelulares
facultativos, com capacidade de persistirem
e replicarem dentro dos macrofagos,
medindo 0,5 a 0,7um de largura por 0,5 a
1,5um de comprimento, aparecendo com
maior frequéncia isolados ou, por vezes, aos
pares ou em pequenas cadeias, nao formam
esporos nem capsulas verdadeiras, sao
invariavelmente imoveis e aflageladas. Sao
aerobias e nao crescem em condigoes de
anaerobiose estrita, mas muitas amostras,
especialmente algumas biovariedades de B.
abortus e B. ovis, exigem a suplementagdo
de CO2 para crescimento.  S&do
quimiorganotroficos, catalase e oxidase
positivos (exceto B. neotomae e B. ovis que
sdo oxidase-negativas), reduzem o nitrato a
nitrito (exceto B. obis) e atividade
proteolitica ndo ¢ wuma caracteristica
marcante. A producdo de urease ¢
consistentemente alta em B. suis € B. canis,
variavel nas outras espécies e fraca ou

negativa na B. ovis (Corbel e Brinley-
Morgan, 1984).

Infectam diferentes hospedeiros
preferenciais e sdo capazes de causar
doenca em diferentes espécies animais,
incluindo humanos (Xavier et al., 2009).
Seis espécies foram  inicialmente
reconhecidas dentro do género e nomeadas
conforme seu hospedeiro preferencial,
embora apresentem alto grau de homologia
genética entre si. Cada uma dessas espécies
¢ adaptada a um hospedeiro mamifero
especifico, mas nao exclusivo (Moreno e
Moriyon, 2001). Quatro das seis espécies
de Brucella — B. melitensis (caprinos ¢
ovinos), B. abortus (bovinos), B. suis
(suinos) e B. canis (cdes) — sdo capazes de
infectar o homem em condigdes naturais
(Hartigan, 1997). Nao ha relatos da
infeccdo humana por B. neotomae (Rato do
deserto, Neotomae lepida) e B. ovis
(ovinos). Atualmente, trés espécies foram
incluidas no género Brucella — B. ceti e B.
pinnipedialis, isoladas de mamiferos
marinhos, com hospedeiros preferenciais
cetaceos (golfinhos e baleias) e pinipedes
(focas e ledes-marinhos), respectivamente
(Foster et al., 2007) e B. microti isolada de
um roedor silvestre (Microtus arvalis)
(Scholz et al., 2008). Em babuinos, foi
relatada a existéncia de um novo isolado de
Brucella, ainda ndo classificada (Schlabritz-
Loutsevitch et al.,, 2009). Em pacientes
humanos foi isolada Brucella inopinata,
primeiramente de implante mamario
(Scholz et al., 2010) e, posteriormente, de
uma bidpsia pulmonar (Tiller et al., 2010).

Em humanos, a brucelose é considerada
uma doenga debilitante caracterizada por
febre, mal-estar, artrite, osteomielite,
endocardite ou meningoencefalite (Paixdo
et al, 2009). O consumo de leite e
derivados nao pasteurizados € a principal
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forma de transmissdo da doenga para o
homem. Contato direto com animais, fetos
abortados, secre¢des uterinas e carcacgas de
animais portadores durante o abate também
sdo formas comuns de transmissdo para
grupos de risco, que inclui veterinarios,
vaqueiros ¢ magarefes (Young, 1983;
Corbel, 1997). Acidentes com amostras
vacinais ou manipula¢do laboratorial da
bactéria sdo formas menos freqiientes de
transmissao (Silva et al., 2005).

Brucelose bovina

A B. abortus, principal agente etioldgico da
brucelose bovina, desenvolveu
evolutivamente mecanismos de
sobrevivéncia no hospedeiro por periodos
prolongados, proporcionando a
permanéncia e a transmissdo do agente na
populagado (Silva et al. 2005). No Brasil, a
brucelose bovina por B. abortus ¢é a
infeccdo com maior prevaléncia causada
pelo género Brucella (Poester et al., 2006).

A B. abortus assim como as outras trés
espécies classicas de Brucella (B. melitens,
B. abortus e B. suis) apresenta morfologia
lisa de sua coldnia, devido a cadeia O de
polissacarideo (LPS) de sua parede celular
(Bundle et al., 1987). O LPS ¢ um
componente importante para a integridade
funcional e estrutural da membrana externa
da Brucella. A caracterizagdo do fenotipo
liso ou rugoso da Brucella depende da
presenca ou auséncia da cadeia O de
polissacarideo na sua superficie,
respectivamente (Lapaque et al., 2005).
Apesar de ndo determinar transtorno
reprodutivo como a B. abortus, a B.
melitensis e B. suis sdo espécies de Brucella
capazes de infectar bovinos (Verger, 1985;
Ewalt et al., 1997). B. suis pode
comprometer programas de controle e
erradicacdo da brucelose, uma vez que ha

producdo de anticorpos ao longo da
infeccdo, estes reconhecidos nos testes
sorologicos de forma semelhante a infeccao
por B. abortus (Rogers et al., 1989).Exames
laboratoriais sdo necessarios para 0O
diagnostico de animais infectados no
rebanho. Apesar de o diagndstico definitivo
ser feito por isolamento microbioldgico, a
sorologia ¢ a técnica mundialmente
utilizada para identificacdo de rebanhos
infectados (Nielsen, 2002; Poester et al.,
2005). A infeccao e manifestagdo clinica
dependem da idade, periodo reprodutivo do
animal, estado imunoldgico, resisténcia
natural, via de infeccdo, dose infectante e
viruléncia da amostra presente no rebanho
(Nicoletti, 1980; Adams, 2002).

Em fémeas bovinas adultas gestantes, a
infeccdo por B. abortus provoca quadro
clinico caracterizado por aborto no ultimo
trimestre de gestagdo (Samartino e Enright,
1992). Apos o aborto, as fémeas podem
permanecer sem manifestagdes clinicas da
enfermidade ou podem abortar em
gestacOes subseqiientes (Wilesmith, 1978).
O aborto causado por B. abortus esta
associado a placentite necro-hemorragica
neutrofilica e a lesdes fetais como
pneumonia intersticial, pleurite e pericardite
fibrinosas (Xavier et al., 2009; Carvalho
Neta et al., 2010).

Apesar de existirem variagdes individuais
na manifestagdo das lesdes (Payne, 1959), a
vaca gestante apresenta aumento de volume
de linfonodos proximos ao local de entrada
do agente, evoluindo para linfadenite aguda
focal (Kennedy e Miller, 1993). No utero
gestante, as principais alteragoes
macroscopicas sdo a presenga de
quantidade varidvel de exsudato fétido,
amarelo-amarronzado, floculento, contendo
material necrotico (Silva et al., 2005;
Xavier et al., 2009; Carvalho Neta et al.,
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2010). Na placenta, alguns placentomos
podem apresentar-se normais enquanto
outros podem estar necrdticos e/ou
hemorragicos com grande quantidade de
coldnias bacterianas (Payne, 1959; Xavier
et al., 2009; Carvalho Neta et al., 2010).
Microscopicamente, as lesdes sdo
caracterizadas por hiperplasia de foliculos
linfoides e em seguida infiltracdo de
neutrofilos e hemorragia, resultando em
linfadenite multifocal, que evolui para um
processo  inflamatério  granulomatoso
(Payne, 1959; Meador et al., 1988; Meador
et al., 1989). No tutero observa-se infiltragao
de neutrofilos, linfocitos, plasmoécitos e
alguns eosinofilos e necrose, caracterizando
uma endometrite neutrofilica e necrotizante
difusa (Carvalho-Neta et al., 2010).

A transmissdo da brucelose bovina ocorre
principalmente  quando os  animais
susceptiveis entram em contato com
membranas fetais contaminadas, fetos
abortados ou secreg¢des uterinas (Nicoleti,
1980) e o controle e erradicagdo dessa
doengca dependem fundamentalmente de
medidas sanitdrias como prevencdo da
exposicdo de animais susceptiveis a B.
abortus, restricdo das areas de paricao das
vacas, separacdo dos animais infectados e
aumento da resisténcia da populacdo bovina
a infecgdo. A sistematizagdo de tais
medidas torna-se importante para o sucesso
do controle e erradicacdo da enfermidade
(Lage et al., 2005).

Sobrevivéncia intracelular da Brucella
abortus

Mecanismos de resisténcia ao ambiente
acidificado intracelular e a inibicdo da fusao
do lisossomo ao fagossomo sdo as
principais caracteristicas que determinam a
sobrevivéncia de B. abortus no interior de
fagocitos profissionais ou células nao

fagociticas (Pizarro-Cerda, 1998; Porte et
al., 1999; Wang et al., 2001).

Uma caracteristica importante ¢ inerente a
B. abortus é a sua capacidade de infectar
fagocitos e células ndo fagociticas in vivo e
in vitro. Apb6s ser internalizada por
fagocitos, a bactéria pode ser destruida no
interior de fagolisossomos ou sobreviver
nestes compartimentos e multiplicar-se em
sitios intracelulares de multiplicacdo. A
opsonizagdo no momento da internaliza¢ao
a torna a B. abortus mais susceptivel a agdo
bactericida dos macrofagos, nesse caso, a
maioria das bactérias internalizadas ¢
destruida no interior de fagolisossomos
antes de atingir os sitios de multiplicacdo
intracelulares. Amostras virulentas de B.
abortus  alteram o0s mecanismos de
maturacdo dos fagossomos, bloqueiam sua
fusdo com os lisossomos, impedindo assim
a degradacdo bacteriana no interior do
fagocito (Gorvel e Moreno, 2002). A B.
abortus tem a capacidade de alterar o
trafego intracelular e maturacdo do
fagolisossomo, prevenindo a aquisi¢do de
marcadores lisosomais e direcionando-se
para um compartimento com marcadores de
reticulo endoplasmdtico rugoso, onde
encontra ambiente plenamente favoravel a
sua replicacdo intracelular. Este mecanismo
¢ fortemente dependente do sistema de
secrecdo do tipo IV codificado pelo operon
virB (Celli et al., 2003).

A explosdo oxidativa ¢ um mecanismo
desenvolvido por fagdcitos para eliminacdo
de patogenos (Serafino et al., 2007) e
envolve duas enzimas importantes para tal
eliminagdo: NADPH oxidase e oOxido
nitrico sintetase induzivel (iNOS). Esse
processo ativa a hexose monofosfato que
culmina com a ativacdo dos sistemas
bactericidas dependentes de oxigénio.
Assim, sao formados espécies reativas de
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oxigénio (ROS) como o anion superéxido
(0y), peréxido de hidrogénio (H,O,) e
radicais hidroxila (OH e "OH). Além
desses, a explosdo oxidativa ativa outros
sistemas como o oxido nitrico (NO) ¢ a
mieloperoxidase (MPO) (Abbas et al.,
2003).

O NO ¢ derivado da L-arginina em uma
reagdo catalisada pela enzima 6xido nitrico
sintetase (NOS), para qual sao identificadas
trés isoformas: a induzivel (iNOS),
endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS),
sendo as duas ultimas constitutivas e apenas
a primeira isoforma envolvida na producao
de oxido nitrico durante a atividade
antimicrobiana (Lopez-Urrutia et al., 2000).
O sistema NO interage com radicais
intermediarios de O, produzidos durante a
explosdo oxidativa dando origem a radicais
intermediarios de nitrogénio (RNI). Tais
radicais tém grande capacidade oxidante,
inativando assim os sistemas enzimaticos
das bactérias fagocitadas, levando-as a
morte. A mieloperoxidase, na presenca de
peroxido de hidrogénio, oxida ions cloro e
iodo, destruindo a bactéria por halogenacdo
de proteinas, acidos nucléicos e lipideos
(Abbas et al., 2003).

Células apresentadoras de antigenos (APCs)
ativadas, como macrofagos, por exemplo,
secretam  citocinas  imunomoduladoras
como interleucina 6 (IL-6), IL-12 e Fator de
Necrose Tumoral o (TNF-a). Estas, apds a
ativacdo dos macrofagos, t€ém a importante
funcdo de recrutar neutréflos e mondcitos,
além de participarem de maneira decisiva
na ativagdo e diferenciacdo de linfécitos T
e B. A IL-12 ¢ uma citocina funcional que
tem a capacidade de estimular os linfocitos
T a secretarem interferon- 7y (INF-y),
principal ativador de macrofagos (Ko e
Splitter, 2003). Assim, estas citocinas
desencadeiam um papel importante durante

a resposta inflamatoria, resposta imune
inata e modulacdo da resposta imune
adquirida.

Imunidade inata na infeccio por Brucella
abortus

A imunidade inata ¢é um fator
imprescindivel no controle inicial do
numero de bactérias, além de auxiliar no
melhor desenvolvimento da imunidade
adquirida (revisado por Golding et al.,
2001; Ko e Splitter, 2003). Existem varios
mecanismos de resposta imune do
hospedeiro bovino durante a infecgdo por B.
abortus, envolvendo tanto imunidade inata
e adquirida. Macrofagos, neutrofilos e
céulas dendriticas sdo as principais células
envolvidas na imunidade inata, tornando-se
necessario o reconhecimento da B. abortus
pela superficie externa dessas células para
que seja ativada e executada sua funcao
microbicida (Weiss et al., 2005). A
interacdo da Brucella com macréfagos ou
células dendriticas durante os primeiros
estagios da infeccdo pode influenciar na
natureza da resposta imune que € altamente
dependente da indugdo de citocinas (Zhan
et al., 1996). Essa interacdo inicial ¢
mediada pelos PRRs (receptores de
reconhecimento padrdo), sendo a Brucella
reconhecida pelos TLR-2, 4 ¢ 9 (Barquero-
Calvo et al., 2007).

Os PRRs compreendem a primeira linha de
defesa do hospedeiro contra patogenos,
reconhecendo padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs). Esse
reconhecimento ativa uma cascata de
sinalizagdes que culmina com a produgdo
de citocinas, quimiocinas e moléculas co-
estimulatorias (revisado por Paixdo et al.,
2009).
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Os TLRs (7oll like receptors) sao os
principais receptores responsaveis pelo
reconhecimento de B. abortus por
fagocitos. Componentes da imunidade
inata, os TLRs s3o ativados por padrdes
moleculares associados aos patdgenos como
LPS, lipoproteina, DNA  bacteriano,
reconhecidos por TLR 4, TLR 2 ¢ TLR 9,
respectivamente (Weiss et al., 2005).

O reconhecimento do LPS, o principal
componente da membrana externa de B.
abortus, ¢ mediado pelo CD14. Entretanto
0 CD14 se associa principalmente ao TLR4
para transducdo do sinal. Estudos
relacionados a esses receptores relatam que
ha o envolvimento do TLR2 junto ao TLR4
no reconhecimento da Brucella, mesmo que
através de outros componentes bacterianos.
Além dos receptores, existem moléculas
adaptadoras, como o fator 88 de
diferenciagdo mieloide (MyD88), que
também participam do reconhecimento e
ativagdo de macrofagos. O Myd88 funciona
como um transdutor do sinal desencadeado
pelos TLRs, favorecendo 0
desenvolvimento dos mecanismos de defesa
do hospedeiro frente a infeccdo por B.
abortus (Weiss, et al., 2005).

A imunidade celular durante a infecgdo por
B. abortus nos bovinos ¢ caracterizada pela
ativacdo antigeno-especifica de linfécitos T
auxiliar (CD4") e linfocitos T citotoxicos
(CD8"). A bactéria ¢ fagocitada por
macrofagos, que secretam IL-12, citocina
responsavel  pela  diferenciagdio  dos
linfocitos T auxiliar subtipo 1 (Thl) que
produzem INFy, que por sua vez ativam a
fung@o bactericida dos macrofagos (Splitter
et al., 1996; Oliveira et al., 2002).

A resposta imune protetora depende da
ativacdo de linfocitos T CD8" (Oliveira et
al., 1998). Os linfocitos T citotdxicos

desempenham  papel importante na
destruicdo de macrofagos infectados por
meio de mecanismos citotoxicos, além de
secretarem INFy (Oliveira et al., 2002,
Wyckoff III, 2002). A ativagdo de linfocitos
B e a producao de anticorpos favorecem a
opsonizagdo, mecanismo que facilita a
fagocitose (Ko e Splitter, 2003).

Outras citocinas além da IL-12 e do INFy
também podem desempenhar uma funcao
importante na resposta imunoldgica a
brucelose, como por exemplo, o TNF-a ¢ a
IL-1, que auxiliam no controle da taxa de
replicacdo da Brucella no interior de
fagocitos (Ko e Splitter, 2003), assim como
a IL-10 que limita a resposta inflamatoria e
esta associada a persisténcia da infecgdo em
camundongos (Golding et al., 2001).

Resisténcia natural a patégenos

A capacidade que um animal possui de
resistir a uma enfermidade quando exposto
ao agente infeccioso sem qualquer
exposicdo prévia ¢ denominada de
resisténcia natural (Templeton et al., 1988).

Estudos realizados em camundongos
demonstraram a existéncia de genes que
controlam o processo de resisténcia natural
e grande parte desses genes funcionais nesta
espécie podem ser também funcionais na
espécie humana e nos animais domésticos
(Adams e Templeton, 1998).

Estudos com camundongos demonstraram
que genes no cromossomo | controlam a
resisténcia natural a patogenos
intracelulares como Mycobacterium bovis -
bacilo de Bilié-Calmette-Guérin (Gros et
al., 1981), Salmonella enterica sorotipo
Typhimurium (Lissner et al., 1983) e
Leishmania donovani (Bradley et al., 1979).
Tais genes foram identificados como locus
Bcg, Ity e Lsh, respectivamente.
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Posteriormente, demonstrou-se que tais loci
tratavam-se de apenas um unico gene o
Nrampl.

O Nrampl (Natural resistance associated
macrophage protein 1), hoje renomeado
como Sicllal (Solute carrier family 11
member 1) pertence a uma familia de
proteinas  conservadas na  evolugdo,
homoélogo entre mamiferos, insetos e
bactérias, demonstrando ter importancia em
todas os tipos de organismos (revisado por
Skamene et al., 1998). A proteina Nrampl
tem a fungdo de transportar cations
divalentes como ferro (Fe2+) e manganés
(Mn2"), dependente do pH (Forbes e Gros,
2003), além de estar envolvida em efeitos
pleiotropicos, proporcionando a
estabilizagio do RNA mensageiro de
citocinas ¢ modulando o recrutamento de
neutrofilos para o sitio de infecgdo
(revisado por Blackwell e Searle, 1999).

A expressdo da proteina Nrampl estd
relacionada a  varias  caracteristicas
fagocitarias que proporcionam a eliminacao
de patégeno intracelular. A inibicdo do
crescimento  bacteriano, facilitagdo da
opsonizagdo, formagdo de granuloma,
processamento e apresentagdo de antigeno,
expressdo MHC 11, fusdo do fagolisossomo,
produgdo de intermediarios reativos ao
oxigénio, producdo e liberagdo de oxido
nitrico (NO), favorecimento da expressao
de iNOS, TNF-o, da quimiocina KC e
interleucina-1f (IL-1B) sdo importantes
exemplos (revisados por Adams e
Templeton, 1998; Blackwell e Searle,
1999).

Nos bovinos, a resisténcia natural esta
associada ao polimorfismo da 3’UTR
(regido ndo-traduzida da extremidade 3”) do
gene Nrampl. E esse polimorfismo
corresponde a variagdo no numero de

repeticdes de dinucleotideos GT. Trabalhos
demonstraram que o alelo (GT);; estd
relacionado a resisténcia natural a brucelose
in vivo (Adams e Templeton, 1998) e ao
controle da replicagdo de B. abortus no
interior de macrofagos (Barthel et al.,
2001).  Entretanto  estudos  recentes
mostraram que os polimorfismos da regido
3’UTR do Nrampl nio afeta a resisténcia
contra B. abortus em bovinos e que estes
ndo funcionam como marcadores de
resisténcia contra brucelose bovina (Paixao
et al., 2000).

Existe um segundo membro pertencente a
familia do Nrampl, o Nramp2 (Slclla2)
que codifica uma proteina que possui 78%
de homologia com o Nrampl. O Nramp?2
funciona como o principal sistema de
transporte de ferro independente de
transferrina nas células intestinais e também
atua age como um sistema de aquisi¢do
intracelular de ferro, transportando o ferro e
outros cations divalentes dos endossomos
acidificados para o citoplasma de célula
(Gruenheid e Gros, 2000).

A resisténcia natural a patdégenos tem sido
ligada a diferentes racas zebuinas (Bos
taurus indicus) ¢ taurinas (Bos taurus
taurus). Estudos indicam que as racas
zebuinas sdo mais resistentes a babesiose
(Parker et al., 1985; Bock et al., 1999), a
carrapatos (Rechav e Kostrzewski, 1991;
Wambura et al., 1998) e a nematodos (Pefia
et al., 2000), quando comparadas as ragas
taurinas. Na Africa, existe um Bos taurus, o
Gambian N’Dama, comprovadamente mais
resistente a tripanossomiase que as demais
racas bovinas (Naessens et al., 2002). Em
estudo utilizando diferentes ragas de
taurinos e zebuinos na resisténcia natural ao
Rhipicephalus (Boophilus) microplus ¢
Babesia bovis, verificou-se que a raga
Nelore ¢ mais resistente, inclusive quando

18



comparada as demais ragas zebuinas (Utech
et al., 1978; Madruga et al., 1984).

Em varias espécies animais, como
camundongos, coelhos e suinos, A
resisténcia natural contra a infec¢do por
Brucella sp ¢ geneticamente determinada
(Adams e Templeton, 1995). Por exemplo,
em suinos, o cruzamento de animais que
ndo desenvolvem anticorpos apds infecc¢ao
por B. suis, portanto considerados
resistentes, gera uma progénie 76%
resistente a brucelose (Cameron et al.,
1942). Entretanto, o mecanismo envolvido
na resisténcia natural assim como os genes
envolvidos no controle da resisténcia ainda
nao foram esclarecido (Paixao et al., 2007).

A partir de um estudo de selecdo e
cruzamento de vacas e touros resistentes e
susceptiveis, determinou-se a resisténcia
natural a infeccdo por B. abortus em
bovinos. Os animais foram considerados
resistentes na auséncia da manifestacdo
clinica de aborto e auséncia de isolamento
de B. abortus (Adams ¢ Templeton, 1995;
Adams e Templeton, 1998).

Pesquisas demonstraram que a freqiiéncia
de fenotipos naturalmente resistentes na
populac@o bovina em geral ¢ de 20%, sendo
que o cruzamento de touros e vacas
resistentes proporcionou um aumento de tal
freqiiéncia para 58,6% e que andlises
genéticas dos resultados destes
acasalamentos foram consistentes com a
existéncia de dois ou mais genes
controlando os  fenotipos  resistentes
(Adams e Templeton, 1995). Portanto,
pode-se concluir que a resisténcia natural a
B. abortus em bovinos ¢ hereditaria e que a
freqiiéncia de gendtipos resistentes pode ser
aumentada por selecdo genética através de
acasalamentos dirigidos.

OBJETIVOS

i: Verificar se ha diferengas quanto a
resisténcia a Brucella abortus entre racas
taurinas e zebuinas, através da observacgao
do crescimento ou ndo de B. abortus em
macrofagos.

ii.  ldentificar fatores associados a
imunidade inata que participam na resposta
do macréfago bovino durante a infec¢ao por
B. abortus.

iii. Analisar o perfil da transcricdo de
Nrampl, iNOS, TNF-a, IL-10, IL-12 ¢ IL-4
durante a infeccdo por B. abortus e
comparar a magnitude da indugdo destes
genes entre zebuinos e taurinos.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados bovinos jovens taurinos da
ragca Holandesa (Bos taurus taurus) e
zebuinos da raca Nelore (Bos taurus
indicus), machos, de progénie de pais e
maes distintos, provenientes de rebanhos
comerciais livres de brucelose. Uma vez
que os animais utilizados durante o
experimento nao poderiam ser vacinados
contra brucelose, optou-se por utilizar
animais machos, tendo em vista que a
vacinacdo de fémeas ¢é mandatéria. Este
experimento foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais
(CETEA/UFMGQG, protocolo n° 143/2010).

Isolamento de macréfagos bovinos

Foram isolados macrofagos bovinos
derivados de mondcitos do  sangue
periférico, segundo protocolo previamente
descrito por Campbell e Adams (1992) e
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Qureshi et al. (1996). Foi coletado sangue
da veia jugular em uma seringa de 60 ml,
contendo 8 ml de anticoagulante (acido-
citrato-dextrose) (Figura 1A). O sangue foi
diluido em um volume igual de salina de
tampao fosfato (PBS) estéril (pH 7,4),
contendo 13 mM de citrato de sodio (PBS-
citrato) (Figura 2B) e depositado sobre uma
coluna de solugdo de Percoll (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden) com
densidade especifica de 1,077 (mistura de:
10:1 Percoll, 1,5 M NaCl em 12%
NaH2PO4, 130 mM trisodium citrato, 5%
albumina sérica bovina, e PBS [ajustada
para um indice final de refracao de 1,3460])
(Figura 2C). Apos centrifugacdo de 1000 x
g por 20 min. (Figura 2D), as células da
interface mononuclear foram transferidas
para um tubo de polipropileno estéril. As
células, entdo, foram lavadas trés vezes em
PBS-citrato, centrifugando a 400 x g por 10
min. a cada lavagem e, ao final,
ressuspendidas em 8 ml de RPMI (Gibco,
Invitrogen, CA, USA) suplementado com 4
mM L- glutamina (Gibco), 1mM de
aminoacidos nado essenciais (Gibco), 1 mM
de piruvato de soédio (Gibco), 2,9 mM de
bicarbonato de sodio a 7,5% (Gibco),
acrescido de 4% de soro fetal bovino
inativado (SFB) (Gibco) e 0,1% de
antibidtico penicilina/estreptomicina
(Gibco) (Figura 2E). As células em
suspensao foram transferidas para frascos
Erlenmeyer de teflon de 100 ml (Nalgene
Company, NY, USA) e encubadas a 37°C
com 5% de CO, por 24 horas (Figura 2F).
Células nao aderentes foram removidas ¢ 8
ml do meio RPMI suplementado contendo
12,5% de SFB sem antibidtico foram
adicionados em cada frasco. Os frascos
foram incubados em estufa a 37°C em 5%
de CO, por 11 dias, trocando o meio a cada
trés dias.

Infeccio por Brucella abortus em
macréfagos bovinos

Os macréfagos foram colhidos de 14
animais, sendo sete zebuinos e sete
taurinos, apds 11 dias em -cultivo, por
resfriamento dos frascos em gelo por 20 a
30 minutos, seguido de forte agitacdo e
transferidos para tubos de polipropileno
estéril utilizando pipetas de transferéncia.
Apos centrifugacdo por 10 min. a 1000 x g,
os macrofagos foram ressuspendidos em 1
ml de RPMI suplementado, contendo
12,5% de SFB e com o auxilio de camara
de hemocitometro e exclusdo de azul de
tripan, determinou-se a concentracdo de
células vidveis. A partir dai foram
novamente rediluidos e semeados em placas
de 96 pocos na concentragio de 5 x 10°
células por pogo e incubados até o dia
seguinte a 37°C em 5% de CO,. Os
macrofagos foram inoculados com a
amostra 2308 de B. abortus, cultivada em
placa de agar triptona de soja (TSA) (Difco,
BD Biosciences, CA, EUA), a 37°C por 72
horas e, entdo, suspendida em PBS estéril.
A concentracao do in6culo foi quantificada
por espectofotometria e diluida para
concentracdo final de 5 x 10" UEC
(unidades formadoras de cold6nia)/ml. Para
inoculagdo, o meio de cada poco foi
substituido por 100 ul de suspensao
bacteriana, para que a multiplicidade de
infeccdo fosse de 100:1. As placas foram
centrifugadas a 1000 x g por 5 min,
incubadas por 30 min. a 37°C em 5% de
CO,. Posteriormente, adicionou-se 100 pl
de meio RPMI suplementado contendo
12,5% de SFB de concentracao final de 50
ug/ml de gentamicina (Gibco) e incubou-se
por uma hora a 37° C em 5% CO, para
inativagcdo das bactérias extracelulares. Os
macrofagos foram lavados uma vez com
PBS ¢ lisados com Triton X-100 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 0,01% ou
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incubados em RPMI  suplementado
contendo 12,5% de SFB e 25 pg/ml de
gentamicina. Os lisados foram diluidos em
PBS estéril e semeados em placas de TSA
para contagem de UFC. Os numeros
obtidos ap6s uma hora de cultivo em
gentamicina foram  comparados  aos
numeros obtidos as 24 e 48 horas pods-
inoculagdo (hpi) para o calculo do
percentual de internalizagdo e sobrevivéncia
intracelular. A concentra¢do do inoculo foi
confirmada por plaqueamento em TSA. O
indculo foi também incubado em meio
RPMI contendo gentamicina por 1 hora
para confirmar a atividade do antibiotico.

Deplecao lisossomal de ferro

Para  verificar se a  sobrevivéncia
intracelular de B. abortus ¢ dependente da
disponibilidade intralisossomal de ferro, os
experimentos  descritos acima  foram
repetidos sob condigdes de deplecdo
intralisossomal de ferro. Os macréfagos
foram tratados com 1 mM de
desferrioxamina (DFQO) (Sigma-Aldrich),
que ¢ um quelador de ferro
lisossomotropico (Persson et al., 2003), por
uma hora antes da inoculacdo com B.
abortus. Macrofagos e B. abortus foram
cultivados  separadamente em  meio
contendo DFO para assegurar que o
composto ndo € toxico.

Mutante do operon dhbCEBA de
Brucella abortus

Para complementar a caracterizagdo da
interacdo entre expressdo de Nrampl e
aquisi¢do de ferro por B. abortus no
ambiente do fagolissossomo, a cepa 2308
de B. abortus foi submetida a mutagdo polar
do gene dhbC para inativacdo do operon
dhbCEBA, responsavel pela biossintese do
sider6foro  2,3-acido  dihidroxibenzoico

(2,3-DHBA) em resposta a limitagdo de
ferro (Bellaire et al., 2003a) e o mutante
gerado foi incluido nos experimentos ja
descritos anteriomente para cepa parental.
Resumidamente, a regido codificadora do
operon dhbCEBA  foi inicialmente
amplificada por PCR (Polymerase Chain
Reaction) e o produto obtido inserido no
vetor pCR2.1TOPO-TA, utilizando kit de
clonagem TOPO (Invitrogen). O inserto foi
retirado do TOPO-TA com dupla digestao,
utilizando as enzimas BamHI e Xhol, e
clonado no vetor pBluescript KS. Um
fragmento de 381 pb interno da regido
codificadora do dhbC foi substituida por
um gene de resisténcia a canamicina KIXX
(1,6 kb) a partir da digestdo de pUC4-KIXX
(Amersham Pharmacia Biotech., EUA) com
a enzima Smal, seguida da digestdo do
vetor pBluescript com enzima EcoRV. O
plasmidio modificado, entdo, foi
introduzido dentro da B. abortus 2308 por
eletroporacao, segundo protocolo
previamente estabelecido por Tatum et al.
(1992).

Inicialmente, a cepa 2308 B. abortus foi
crescida em meio TSA por 72 horas em
estufa a 37°C em 5% de CO,. As placas
foram raspadas, a amostra foi suspensa em
40 ml meio liquido TSB (Trypticase Soy
Broth) e dividida em dois tubos falcons de
50 ml, que foram mantidos no gelo. Apos
centrifugacdo a 4.000 x g por 20 min. a
37°C, o sobrenadante foi descartado e cada
“pellet” de bactéria foi ressuspendido e
lavado trés vezes em 20 ml de agua estéril
gelada, utilizando pipetas de 25 ml geladas.
No final, a suspensdo de bactéria foi
transferida para um Uunico tubo e
ressuspendida em 1 ml de agua estéril,
mantida no gelo até o momento da
eletroporacao.
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Para a eletroporacdo, foram adicionados 10
ul do plasmideo em 50 pl de suspensdo de
B. abortus eletrocompetente, transferidos
para uma cubeta estéril de 0,1 cm (BioRad
Laboratories, CA, EUA) e submetida a um
choque de 2,2 KV e 5,4 ms, utilizando o
equipamento eletroporador da BioRad
(BioRad  Laboratories, CA, EUA).
Imediatamente apods a eletroporagdo, foi
adicionado 1 ml de meio SOCB (2%
tryptona, 0,5% extrato levedura, 10 mM
NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl12, 10 mM
MgSO4 e 20 mM glicose) e incubado a
37°C por 16 horas sob agitagdo. Em
seguida, 100 pl e 900 pl de cada amostra foi
plaqueada em meio TSA com canamicina a
100 pg/ml (Gibco) e incubada por 4 a 7 dias
em estufa a 37°C e 5% de CO2. As colonias
crescidas foram replaqueadas em linha em
meio TSA com canamicina e em meio TSA
com ampicilina a 200 pg/ml (Gibco) e
incubadas novamente por 4 a 7 dias e,
finalmente, colonias mutantes que eram
resistentes a canamicina e sensiveis a
ampicilina foram selecionadas, que foram
confirmadas por PCR.

Extracao de RNA total

Para andlise da transcri¢gdo de citocinas pro-
inflamatérias em macrofagos bovinos
durante a infec¢do por B. abortus, foram
semeados macréfagos de 10 taurinos e 10
zebuinos em placas de seis pocos na
concentragio de 1x10° células por pogo sob
as mesmas condigoes descritas
anteriormente ¢ inoculados com a amostra
2308 de B. abortus com uma multiplicidade
de infeccdo de 100:1. O RNA total foi
extraido as 12 e 24 horas apo6s a inoculagéo,
utilizando o reagente Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Primeiramente,
retirou-se 0 meio de cultura e adicionou-se
1 ml de Trizol no pogo, homogeneizando-o
bem por pipetagem e, em seguida,

transferiu-se o conteudo para microtubos
livres de RNAse. Posteriormente, foram
adicionados 200 pl de cloroférmio ao
microtubo, homogeneizados em vortex,
seguido de centrifugacdo a 12.000 x g,
durante 15 minutos, a 4°C. A fase superior
das  amostras  centrifugadas = foram
transferidas para novos microtubos livres de
RNAse e, em seguida, adicionou-se 500 ul
de isopropanol, para a precipitagdo do
RNA, e incubou-se por 10 minutos em
temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas a 12.000 x g, durante 15
minutos, a 4°C. Posteriormente, adicionou-
se 1 ml de etanol a 70% e centrifugados a
7500 x g por 5 min.. Por fim, os pellets
obtidos foram secos a temperatura
ambiente, ressuspendidos em 30 pul de agua
livre de RNase e estocados em freezer a -
80°C at¢ a sintese do cDNA. A pureza e a
quantidade de RNA foram determinados
por espectrofotometria ¢ a qualidade por
eletroforese em gel de agarose/formaldeido
a 1%.

Sintese de cDNA

Para sintese de cDNA, utilizou-se o kit
comercial SuperScript First-Strand
Synthesis System para RT-gPCR
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), em uma
rea¢do de volume final de 20 pL. Para a
sintese foram utilizados 1ug de RNA total,
1 pL de dANTP mix, 1 pL de hexameros
aleatodrios, 2 pL de tampao RT (10x), 4 pL
de MgCl, 25 mM), 2 puL de DTT
(dithiothreitol) a 0,1 M, 1 pL de RMNase
our™ Recombinante Ribonuclease
Inribitor, 1 uL de Super Script™ 11 RT e 1
pL de RNase H. Os parametros utilizados
foram 65° C por 5 min., 25° C por 2 min.,
25° C por 10 min., 42° C por 50 min., 70° C
por 15 min. e 37° C por 20 min. Ao final, o
cDNA foi estocado em freezer a -20°C até o
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momento da realizacdo da realizagdo da
técnica.

RT-PCR quantitativo em tempo real

Para realizar a RT-qPCR em tempo real,
utilizou-se 2,5 ul de cDNA, 1 pL de primer
foward e 1 pL primer reverse para cada
gene, ambos a uma concentragao de 10 pM
e 12,5 ul de Platinum SYBR Green qPCR
SuperMix (Platinum SYBR Green qPCR
SuperMix — UDG with ROX, Invitrogen) em
um volume final de 25 pl por reagdo. Os
parametros utilizados foram 50°C por 2
min, 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C
por 15 segundos e 60°C por 1 minuto,
utilizando um termociclador ABI 7500
(Applied Biosystems). Foi utilizado o
método comparativo de Ct (cycle threshold)
para analise dos dados, como descrito por
(Livak e Schmittgen, 2001). Alteracdes
relativas na expressdo génica foram
calculadas em relagdo a expressdo génica
dos respectivos genes nas células controle
ndo infectadas. As quantidades de mRNA
de Nrampl, iNOS, TNF-a, IL-10, IL-12 ¢

IL-4 foram comparadas entre macrofagos
infectados e controles e a magnitude da
inducdo destes genes foi comparada entre
zebuinos e taurinos. Os primers utilizados
estdo descritos na Tabela 1. As quantidades
de mRNA foram normalizadas com base na
expressdo de GAPDH.

Mensuracio da producio de Oxido
Nitrico

A produgao de NO foi avaliada em
macrofagos bovinos de ambas as espécies
ap6s o desafio com B. abortus, baseado no
acumulo do produto final estavel de NO,
NO,, no sobrenadante, utilizando o reagente
de Griess (Promega, Madison, WI, USA) de
acordo com as recomendacdes do
fabricante. Para isso, macrofagos de 12
bovinos, sendo 6 taurinos ¢ 6 zebuinos,
foram semeados em placas de 96 pocgos e
infectados sob as mesmas condi¢des ja
descritas anteriormente ¢ o sobrenadante
coletado as 0, 6, 12, 24 ¢ 48 horas pos-
inoculagao.

Tabela 1 — Lista de genes e primers para RT-qPCR em tempo real.

Gene Primers Numero de acesso no
GenBank

Nrampl F:5' - AAGATCCCCATTCCGGATAC - 3' NM_174652.2
R:5' - AGCCTGAAGATCCGACTCAA -3'

iNOS F: 5°- AGCGGAGTGACTTTCCAAGA -3’ NM _001076799.1
R: 5°- TTTTGGGGTTCATGATGGAT - 3’

TNF o F: 5’ - AACATCCTGTCTGCCATCAAG - 3' EU276079.1
R: 5" - GGAAGACTCCTCCCTGGTAGAT - 3'

IL-12 F: 5'- CAAAAAGGAAGATGGAATTTGG - 3' EU276076.1
R: 5 - CCAGAATAATCCTTTGCCTCAC - 3'

IL-10 F: 5°- CCAAGCCTTGTCGGAAATGA - 3’ EU276074.1
R: 5’- GTTCACGTGCTCCTTGATGTCA -3’

IL-4 F: 5 - TTGGAATTGAGCTTAGGCGTAT - 3’ EU276069.1
R: 5’ - CCAAGAGGTCTTTCAGCGTACT -3’

GAPDH F: 5 - ATGGTGAAGGTCGGAGTGAACG - 3’ NM _001034034.1
R: 5’ - TGTAGTGAAGGTCAATGAAGGGGTC - 3’
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As amostras foram armazenadas em freezer
a - 80°C até¢ o momento da realizagcdo do
ensaio.

Microscopia eletronica de transmissio
(TEM)

Macrofagos de Nelore (n=1) e Holandés
(n=1) foram semeados em placas de 24
pocos na mesmas condigdes ja descritas
anteriormente.  Apds 48  horas, o
sobrenadante foi substituido por uma
solugdo de glutaraldeido a 2% em tampao
cacodilato 0.IM (pH 7,2) e incubadas a
temperatura ambiente por 24 horas. Células
foram entdo removidas e centrifugadas a
1000 x g por 10 min. O precipitado foi
ressuspendido em tampdo cacodilato 0.1M
(pH 7,2) e processado para TEM.
Resumidamente, células foram lavadas em
tampao cacodilato 0.1IM (pH 7,2) e pods-
fixadas com tetroxido de 6smio a 1% e
ferrocianeto de potéssio a 0,8% por lh a
temperatura ambiente. Células foram
lavadas com tampdo cacodilato 0.1M (pH
7,2) e desidratadas em solugdo de
concentracdo decrescente de acetona (50%,
70%, 90% e 100% duas vezes). As células
foram vagarosamente impregnadas em
resina Epon diluida 1:1 com acetona 100%
por 12 horas e, entdo, embebidas em resina
Epon 100% por 6 horas e polimerizadas a
60°C por 48 horas. Seccdes ultrafinas foram
feitas em ultramicrotémo (Leica EM UC6,
Austria), contrastadas com acetato de
uranila a 5% e citrato de chumbo. As grids
produzidas foram lidas em microscopio de
transmissdo (Tecnai G2-12-12 kV - FEI
SpiritBiotwin, EUA).

ANALISE ESTATISTICA

O  delineamento  utilizado para o
experimento foi o inteiramente casualizado.
Os nameros de UFC e os valores de Ct
normalizados  sofreram  transformacgao

logaritimica, antes da analise de variancia.
As médias foram comparadas pelo teste de t
Student (GraphPad Instat3, USA) e foram
considerados significativos valores de
p<0,05. Todos os experimentos foram
conduzidos em triplicata.
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Figura 1 — Coleta de sangue bovino da veia jugular (A), diluigdo em PBS-citrato (B), deposi¢ao
em coluna de Percoll (C), centrifugacao (D), ressuspensao em meio RPMI (E) e incubagao em
estufa a 37° C em 5% CO, (F).
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RESULTADOS

Invasio e sobrevivéncia da cepa parental
e mutante AdhbCEBA de Brucella
abortus em macréfagos bovinos, em
condicdes normais ou sob quelacio de
ferro intralisossomal

Em bovinos, o fenotipo resistente a
brucelose esta relacionado a capacidade dos
macrofagos de controlarem a replicacdo in
vitro de B. abortus (Harmon et al., 1989;
Price et al., 1990; Campbell ¢ Adams 1992;
Qureshi et al., 1996). Sendo assim,
macrofagos derivados de monocitos do
sangue periférico de taurinos e zebuinos
foram desafiados com a cepa 2308 de B.
abortus ou com a cepa mutante AdhbCEBA
de B. abortus com ou sem quelagdo de ferro
intralisossomal e os dados obtidos de UFC
foram comparados entre as duas espécies
nos tempos 0, 24 e 48 horas pods-infecgdo
como mostra a Figura 2. O nimero de UFC
B. abortus foi similar em 0 hpi e decresceu
igualmente até 24 hpi tanto em macréfago
de Holandés quanto de Nelore. No entanto,
no tempo 48 hpi, houve um aumento
significativo do nimero de UFC de B.
abortus em macréfagos de Holandeses,
quando ao comparado ao macrofago do
Nelore (p<0,0001). A cepa mutante
AdhbCEBA mostrou-se significativamente
mais atenuada em macrofagos de Nelore e
Holandés quando comparada a cepa
parental de B. abortus (p<0,0001) nos
tempos 24 e 48 hpi. Interessantemente,
macrofagos de nelore foram mais eficazes
em controlar a replicagdo no tempo 24 hpi
(p<0,01) e 48 hpi (p<0,0001) (Figura 2A).
Adicionalmente, quando houve quelagdo de
ferro intralisossomal, B. abortus decresceu
em macrofagos de ambas as espécies em 48
hpi (p<0,001), embora macréfagos de
Nelore serem mais eficazes em controlar a
replicacdo (p<0,001) no tempo 48 hpi

(Figrua 2B). A cepa AdhbCEBA também
decresceu sob condigcdes de quelacdo de
ferro em 24 e 48 hpi (p <0,01) em
macrofagos de Nelore (Figure 2C). Nao
foram observadas diferencas significativas
na invasdo quando comparados macréfagos
de ambas as espécies. Estes resultados
indicam que macréfagos de bovinos da raga
Nelore sao efetivos no controle da
replicagdo de B. abortus in vitro quando
comparados aos macrofagos bovinos da
raca Holandesa, sugerindo, inicialmente,
que animais zebuinos podem ter algum grau
de resisténcia natural a brucelose. Analise
ultraestrutural de macrofagos bovinos
infectados revelou que B. abortus foi
localizado dentro de vacuolos
citoplasmaticos (Fig. 3A) e, em 48 hpi, a
maioria dos vacuolos tinham uma
membrana visivelmente eletrodensa com
projecdes  digitiformes  derivadas da
membrana vacuolar (Fig. 3B). Além disso,
nenhuma diferenca utraestrutural foi
observada quando macréfagos de Nelore e
Holandés foram comparados.
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Figura 2 — Invasdo e sobrevivéncia intracelular da cepa parental de B. abortus e da cepa
mutante AdhbCEBA de B. abortus em macrofagos bovinos derivados de monocitos do sangue
periférico com ou sem quelacdo de ferro intralisossomal: macrofagos de Nelore e Holandés
foram desafiados com a cepa parental 2308 de B. abortus e mutante AdhbCEBA em condicdes
normais (A) e comparados sob quelacao de ferro (B e C). Os dados representam média e erro
padrao (n=7). * indica diferenca estatistica significativa entre as cepas parental ¢ mutante com
ou sem quelacdo de ferro em macrofagos da mesma raga. # indica diferenca estatistica
significativa entre a cepa parental ou mutante com ou sem quelac@o de ferro intralisossomal em
macréfagos de Nelore e Holandés.
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Figura 3 — Micrografias eletronicas de transmissdo de macrofagos derivados de monocitos
infectados com B. abortus de Holandés (A) e Nelore (B) 48 horas apos a infec¢do.
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Expresao génica de Nrampl, TNF-a,
iNOS, IL-10, IL-12 e IL-4 durante a
infeccio por Brucella abortus em
macro6fagos bovinos

Para caracterizar a expressdo de citocinas
pro-inflamatorias durante a infecgdo por B.
abortus em macrofagos derivados de
mondcitos do sangue periférico, RNA total
foi extraido as 12 e 24 hpi e RT-qPCR em
tempo real foi realizado para avaliacdo dos
genes que codificam Nrampl, TNF-o,
iNOS, IL-10, IL-12 e IL-4 e os dados
obtidos foram comparados aos macréfagos
controles ndo infectados ou entre
macréfagos de Holandés e Nelore, como
demonstrado nas Figura 4.

A andlise dos resultados demonstrou maior
expressao de iNOS em macrofagos de
nelore do que macrofagos de Holandés 12
hpi com B. abortus (p<0,0001), em relagdo
aos seus respectivos controles ndo
infectados (Figura 4A). A expressdo de
TNF-a foi suprimida em macréfagos de
Holandés com 12 hpi em relagdo com seu
controle negativo, diferindo da resposta
observada em macréfagos de Nelore, que
apresentaram induc¢do da transcricdo em
resposta a infeccdo, sendo estatisticamente
diferentes (p<0,001) quando compara-se os
dados de ambas as espécies (Figura 4A).
Interessantemente, macrofagos de Holandés
expressaram niveis de transcricdo de /L-4
mais elevados do que macréfagos de Nelore
(p<0,001) em 12 hpi, em relagdo aos seus
controles ndo infectados (Figura 4A). Nao
houve diferenca estatistica significativa na
transcri¢ao de Nrampl ao logo da infecgao.

Resultado  semelhante  também  foi
observado com relagdo a /L-10 ¢ IL-12 em
12 hpi. No entanto, quando se analisa os
dados obtidos as 24 hpi, observa-se
aumento na transcrigdo de [L-10 em
macrofagos de Holandés, diferindo do
macrofago de Nelore, nos quais ocorreu
diminuicdo, com diferenca estatisticamente
significativa (p<0.001) (Figura 4B). Ja os
dados obtidos para /L-12 mostrou um perfil
inverso, com macrofagos de Nelore
apresentando maior transcri¢cdo em relagao
ao seu controle negativo, enquanto
macrofagos de  Holandés  tiveram
diminuicdo na transcri¢do. A comparagao
destes dados entre as duas espécies
mostraram diferenca estatistica significativa
(p<0,0001) (Figura 4B). Com base nesses
achados, pode-se observar claramente que
macrofagos de bovinos Nelores apresentam
maior trasncricdo de citocinas envolvidas
no controle intracelular de patogenos,
incluindo B. abortus, além de apresentarem
um perfil de resposta Thl.
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Figura 4 — Expressao de Nrampl, iNOS, TNF-a, IL-10, IL-12 ¢ IL-4 em macr6fagos derivados
de mondcitos do sangue periférico de Nelore (n=10) e Holandés (n=10) em 12 (A) e 24 horas
pos-infecg¢do (B) em comparagdo aos controles ndo infectados. Colunas representam médias e
erro padrao. Todos os dados sofreram transformacao logaritmica antes da analise de variancia e
as médias foram comparadas pelo teste t de Student. Diferenga significativa entre os dados de
Nelore e Holandés esta indicada por asteriscos (**p<0,001; ***p<0,0001).
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Produ¢do de NO em macréfagos
derivados de mondcitos de bovinos
Nelore e Holandés apés infeccio por
Brucella abortus

Para melhor avaliar se a maior eficiéncia
em controlar a replicagdo de B. abortus
observada em macrofagos de Nelore estava
associada a mediadores pro-inflamatorios,
foi mensurada a produgio de NO em
macrofagos de bovinos Nelore e Holandés
ap6s o desafio com B. abortus, nos tempos
0, 6, 12, 24 e 48 hpi. Houve maior producao
de NO por macrofagos de Nelore nos
tempos 6, 12 ¢ 24 hpi (p<0,001; p<0,001 ¢
p<0,01, respectivamente), quando
comparados aos macrofagos de Holandés
(Figura 5). Surpreendentemente, observa-se
que ha uma maior produgdo de NO em
macrofagos nao infectados (controle
negativo) comparados aos macréfagos
infectados com B. abortus de ambas as
espécies no tempo 48 hpi (P<0,001),
sugerindo um efeito inibitorio da produgdo
de NO nos tempos tardios de infeccdo
(Figura 5). Além disso, a andalise dos
resultados também revelou que B. abortus
induziu menos NO em macr6fagos bovinos,
quando comparados aos controles positivos,
em ambos os macrofagos. Ao se comparar
os niveis de produgdo de NO com os dados
obtidos de CFU, percebe-se que a maior
acumulagao de nitrito no sobrenadante se da
anteriormente ao tempo em que se observa
diferenca de controle de replicagdo de B.
abortus (48 hpi) nos macrofagos bovinos.
Juntos, esses resultados sugerem que o
fenétipo observado em macrofagos de
nelore em controlar mais eficientemente a
replicagdo de B. abortus pode estar
relacionado a uma maior produg¢do de NO
nos tempos iniciais da infecgdo.
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Figura 5 — Producao de 6xido nitrico (NO) por macrofagos bovinos infectados com B. abortus.
A concentragdo de NO foi determinada no sobrenadante da cultura de macrofagos de Nelore
(n=6) e Holandés (n=6) ndo infectados (n.i.), como controle negativo, ou desafiados com B.
abortus, utilizando o reagente de Griess (UM). Salmonella enterica sorotipo Typhimurium
inativada pelo calor foi usada como controle positivo. Colunas representam médias e desvio
padrdo. Diferenca significativa entre os dados de Nelore e Holandés esta indicada por asteriscos
(*p<0.01; **p<0.001). # indica diferenca significativa entre o controle ndo infectado.

DISCUSSAO

Neste  estudo,  demonstrou-se  que
macrofagos derivados do sangue periférico
de bovinos da raca Nelore possuem a
habilidade de controlar a replicagdo de B.
abortus mais eficientemente  quando
comparados a macrofagos da raga
Holandesa. A habilidade de macréfagos
bovinos em controlar a replicacdo de B.
abortus ja foi demonstrada como um
importante fator na resisténcia natural a
brucelose (Harmon et al., 1989; Price et al.,
1990; Campbell e Adams, 1992; Campbell
et al., 1994; Qureshi et al., 1996; Rossetti et
al., 2011). No entanto, esses estudos foram
conduzidos com animais selecionados
geneticamente através de acasalamentos

dirigidos para a resisténcia contra a
brucelose.

Ja é bem caracterizado que B. abortus adere
e ¢ fagocitada por fagbcitos profissionais,
como o macrofago, e ndo profissionais,
como o trofloblasto, estabelecendo
replicagdo e infecgdo persistente no interior
destas células hospedeiras (Campbell et al.,
1994; Pizarro-Cerda et al., 2000; Carvalho-
Neta et al., 2008; Carvalho-Neta et al.,
2010). Dessa forma, estudos da acdo
bactericida de macrofagos podem ser
utilizados  para identificar  fenotipos
resistentes de brucelose em bovinos
(Qureshi et al., 1996). Os resultados iniciais
demonstraram que B. abortus adere e
internaliza de maneira semelhante nos
macrofagos de ambas as ragas bovinas. No
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entanto, Campbell e Adams (1992),
Campbell et al. (1994) e Rossetti et al.
(2011) mostraram que macrofagos de
bovinos fenotipicamente resistentes sdo
menos permissivos a invasao por B. abortus
do que macrofagos de bovinos susceptiveis,
inclusive com reducdo do numero de
bactérias em 12 hpi. Como o tempo 12 hpi
nao foi avaliado durante este trabalho, ndo
se pode afirmar se ha diferencas quanto ao
numero de UFC nesse tempo. No entanto, o
numero de UFC obtidos em 24 hpi foi
semelhante em macrofagos de ambas as
espécies. Em 48 hpi, observou-se que o
houve um decréscimo do ntimero de B.
abortus em macréfagos de bovinos Nelore,
enquanto que em macrofagos de bovinos
Holandeses o numero de bactérias
aumentou, resultado  semelhante ao
observado por Campbell et al. (1994).

O ferro ¢ o ion metalico mais abundante em
sistemas bioldgicos, envolvidos em varios
processos metabolicos e essencial para a
maioria dos organismos vivos. Assim, o
ferro torna-se necessario tanto para a célula
hospedeira quanto para o agente infeccioso.
No hospedeiro, formas livres de ferro sdo
mantidas a niveis muito baixos, sendo a
maior parte presente na forma de
hemoglobina ou ligada a proteinas
captadoras de ferro, como transferrina,
lactoferrina e ferritina (Payne, 1993). Dessa
forma, postulou-se que sistemas de
aquisi¢do de ferro seja um pré-requisito
para a patogenicidade bacteriana (Ratledge
e Dover, 2000). Em condigdes limitantes de
ferro, muitas bactérias Gram-negativas
liberam agentes quelantes de ferro, de baixo
peso molecular e de alta afinidade,
denominados siderdforos (Neilands, 1992).
Em resposta a limitacdo de ferro, B. abortus
secreta um siderdéforo, o acido 2,3-
dihidroxibenzoico (2,3-DHBA), codificado
pelo operon dhbCEBA, permitindo a

captacdo de ferro a partir de proteinas da
célula hospedeira (Lopez-Goiii et al., 1992;
Parent et al., 2002; Bellaire et al., 2003a).
Os resultados demonstraram que o mutante
AdhbCEBA de B. abortus foi mais
atenuado quando comparado a cepa
parental, sendo esse fenotipo ainda mais
exacerbado sob deplecdo intralisossomal de
ferro, embora Bellaire et al., 1999 tenham
demonstrado que Brucella nao necessita do
sider6foro 2,3-DHBA para sua viruléncia
em macrofagos murinos, nem para o
estabelecimento da infecgdo em
camundongos BALB/c. No entanto, outros
trabalhos tem mostrado que a sintese desse
sideroforo ¢ essencial para a manutencao da
viruléncia de B. abortus em ruminantes
(Bellaire et al.,, 2003a; Bellaire et al.,
2003b).

Estudos tém demonstrado que a limitagao
de ferro ¢ mais notavel para patdgenos
intracelulares, como Brucella e
Mycobacterium, devido, principalmente, a
habilidade de macrofagos em reduzir ainda
mais a concentracio de ferro
intracitoplasmatica através de sintese de
proteinas, como a proteina do macrofago
associada a resisténcia natural, Nrampl
(Gruenheid et al., 1995). O Nramp1 bovino
foi identificado e sequenciado inicialmente
por Feng et al. em 1996 e apesar de a
expressdo da proteina Nrampl esta
associada com varias caracteristicas
fagocitarias que favorecem a eliminagdo de
patoégenos intracelulares (revisados por
Adams e Templeton, 1998; Blackwell e
Searle, 1999), o papel do Nrampl na
infeccdo por B. abortus permanece ainda
controverso (revisado por Adams e Schutta,
2010). Polimorfismos da regido ndo
traduzida da extremidade 3° (3’UTR) do
Nrampl tem sido extensivamente estudados
em diferentes espécies como o bufalo
(Martinez et al., 2005; Borriello et al.,
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2006; Capparelli et al., 2007a; Capparelli et
al., 2007b; Ganguly et al., 2008), bovino
(Kumar et al., 2005; Paixao et al., 2007) ¢ o
homem (Bravo et al., 2006), no entanto,
dados gerados com esses trabalhos sdo
contrastantes. Como mostra a Figura 3A e
3B, ndo foram observadas diferencas
significativas nos niveis de mRNA de
Nrampl entre macroéfagos de Nelore e
Holandés. Adams e Templeton (1998)
correlacionaram a freqiiéncia de fendtipos
resistentes com a atuacdo do gene Nrampl,
como possivel gene controlando tal
caracteristica. No entanto, Paixdo et al.
(2007), em estudos in vitro e in vivo,
demonstraram a auséncia de associagdo
entre polimorfismos da regido 3’UTR do
gene Nrampl, previamente apontados como
associados a resisténcia natural (Adams e
Templeton, 1998; Barthel et al., 2001), e a
resisténcia natural a brucelose bovina. Da
mesma forma, estudos realizados em
camundongos susceptiveis e resistentes a
brucelose, apontaram que o gene Nrampl
ndo ¢ o maior determinante no controle de
B. melitensis nesta espécie (Guilloteau et
al., 2003).

O hospedeiro necessita de mecanismos da
resposta imune para proteger-se de
patégenos invasores. Nesse universo, a
imunidade inata atua ndo somente como
uma primeira linha de defesa, mas também
induz ¢ modula a reposta imune adquirida
(revisado por Adams e Schutta, 2010).
Interessantemente, os niveis de expressao
da [L-12 e TNF-o foram maiores em
macrofagos de bovinos nelores em
comparacdo aos macrofagos holandeses,
enquanto que estes expressaram maiores
niveis de /L-4 e IL-10. IL-12 e TNF-a sdo
duas citocinas, produzidas, principalmente,
por macrofagos, que desempenham
importante papel na resisténcia a infeccao
por patogenos intracelulares (Zhan et al.,

1996). A ativacio de linfécitos T CD4"
ocorre a partir da estimulagdo por 1L-12,
secretada por macrofagos infectados com B.
abortus in vitro ¢ in vivo (Jones ¢ Winter,
1992; Jiang e Baldwin, 1993). A IL12 induz
a diferenciacdo dos linfocitos T auxiliares
em linfocitos T CD4+ subtipo 1 (Thl). O
INF-y ¢ a principal citocina sintetizada pela
populagao de linfocitos Thl, amplamente
descrita como principal fator ativador das
fungdes bactericidas do macrofago (Jiang e
Bawdwin, 1993; Splitter et al., 1996;
Oliveira et al., 2002). Além disso, 1L-12
esta envolvida na resposta imune adaptativa
por estimulo direto da atividade citotoxica
em linfécitos T CD8" (Zhan et al., 1996).
De modo contrario, citocinas relacionadas a
resposta imune do tipo Th2, como a IL-4 ¢
IL-10, também tém atuagdo durante a
infec¢do por B. abortus, no entanto atuam
de maneira prejudicial no controle da
infeccdo por B. abortus, limitando a
resposta inflamatéria (Fernandes e Baldwin,
1995) e estabelecendo em camundongos
infeccdo persistente (Golding et al., 2001).
Além disso, estudos demonstraram que IL-
10 afeta a produgdo de citocinas Thl, assim
como INF-y, por atuarem inibindo
mecanismos efetores do macréfago, como a
apresentacao de antigenos (Fiorentino et al.,
1991; Fernandes e Baldwin, 1995) ¢ a
producdo de NO (Gazzinelli et al., 1992).

A produgdo de NO, catalisada pela enzima
iNOS, constituem um dos principais
mecanismos bactericidas do macréfago
(MacMicking et al., 1997), com atividade
anti-Brucella (Wang et al., 2001). No
entanto, tanto LPS de B. abortus quanto
bactéria viva induz fracamente a producdo
de NO (Lopez-Urrutia et al., 2000; Wang et
al., 2001), correlacionando-se com o0s
resultados obtidos neste trabalho. A maior
produgdo de NO pelos macréfagos bovinos
da raga nelore correlacionou-se com a
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maior expressdo do gene iNOS em relagdo
ao macrofago do holandés. A associa¢ao do
fenotipo de aumento da producdo de NO
com maior expressao de iINOS, ja foi
descrita para outras espécies de Brucella,
como B. suis (Gross et al., 1999; Bagiiés et
al., 2004) e B. melitensis (Bagiiés et al.,
2004) em macrofagos murinos da linhagem
J774.A1. A maior expressio de iNOS
também ja foi observada em outros
patogenos intracelulares, como M. bovis,
em macrofagos bovinos, e a expressao
particularmente alta desse gene em
granulomas sugere que essa molécula pode
estar envolvida na defesa do hospedeiro
contra tuberculose em bovinos (Pereira-
Suarez et al., 2006). Os dados representados
na Figura 4 demonstraram uma baixa
produgdo de NO em macrdéfagos bovinos
desafiados com B. abortus em relagdo ao
controle positivo e um claro efeito inibitorio
da produgdo de NO pela Brucella em
tempos mais tardios de infeccao, sugerindo
que outros mecanismos bactericidas do
macréfago podem estar aliados no controle
da infeccdo, como espécies reativas de
oxigénio da explosao oxidativa (Jiang et al.,
1993; Ko et al., 2002).

CONCLUSAO

Com base nesses dados, macrofagos de
bovinos da raga Nelore controlam melhor a
replicacio de B. abortus in Vvitro,
apresentam maior transcri¢do de citocinas
envolvidas no controle de patogenos
intracelulares, além de produzirem mais NO
quando comparados aos macrofagos de
Holandeses. Estes resultados indicam que
macrofagos bovinos de Nelore sdo mais
eficazes em controlar a replicagdo in vitro
de B. abortus, sugerindo que o gado zebu
pode apresentar algum grau de resisténcia a
brucelose.
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