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RESUMO

Infecgdo por Brucella ovis € associada a epididimite, orquite e infertilidade em
carneiros. As informagdes disponiveis sobre B. ovis ¢ sua interagdo com células
hospedeiras foram geradas com macrdfagos murinos ou linhagens de células epiteliais
humanas, mas a interacdo entre B. ovis € macrofagos primarios ovinos nunca foi
estudada. O objetivo deste estudo foi avaliar o papel do transportador ABC codificado
pelo gene abcEDCBA de B. ovis e o sistema de secrecao do Tipo IV (SST4) codificado
pelo operon virB durante a sobrevivéncia intracelular de B. ovis em macrofagos
derivados de mondcitos do sangue periférico de ovinos. As cepas mutantes AabcBA e
AvirB2 de B. ovis foram incapazes de sobreviver no ambiente intracelular quando
comparado com a cepa selvagem (WT) de B. ovis as 48 horas pos-infec¢ao (hpi). Além
disso, estas cepas mutantes nao foram capazes de excluir o marcador lisossomal LAMP-
1 da membrana de seus vactiolos e seus vactolos nao adquiriram o marcador de reticulo
endoplasmatico calreticulina, ao passo que esse marcador estava presente no vacuolo
contendo WT B. ovis. Niveis mais altos de producdo de 6xido nitrico (NO) foram
observados em macrofagos infectados com WT B. ovis no tempo de 48 hpi quando
comparados com macréfagos infectados com as cepas mutantes AabcBA ou AvirB2. Por
outro lado, niveis mais elevados de espécies reativas de oxigénio (ROS) foram
detectadas em macrofagos infectados com os mutantes AabcBA ou AvirB2 48 hpi
quando comparados aos macrdofagos infectados com a cepa WT. Nossos resultados
demonstram que B. ovis € capaz de persistir e de se multiplicar em macrofagos ovinos,
enquanto que mutagdes que provocam a perda de funcionalidade do transportador ABC
e do SST4 impedem a multiplicagdo intracelular, favorecem a fusdo do fagolisossoma e
prejudicam a maturacdo do vactiolo de B. ovis para um compartimento com
caracteristicas de reticulo endoplasmatico rugoso.

Palavras-chave: Brucella ovis, macrofago, ovino, LAMP-1, calreticulina.
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ABSTRACT

Brucella ovis infection is associated with epididymitis, orchitis and infertility in rams.
Information available on B. ovis and host cell interaction have been generated using
murine macrophages or human epithelial cell lines, whereas the interaction between B.
ovis and primary ovine macrophages has never been studied. The aim of this study was
to evaluate the role of the B. ovis abcEDCBA-encoded ABC transporter and the virB
operon-encoded Type IV Secretion System (T4SS) during intracellular survival of B.
ovis in ovine peripheral blood monocyte-derived macrophages. B. ovis AabcBA and
AvirB2 mutant strains were unable to survive in the intracellular environment when
compared to the WT B. ovis at 48 hours post infection (hpi). In addition, these mutant
strains cannot exclude the lysosomal marker LAMP-1 from its vacuolar membrane, and
their vacuoles did not acquire the endoplasmic reticulum marker calreticulin, which
takes place in the WT B. ovis containing vacuole. Higher levels of nitric oxide
production were observed in macrophages infected with WT B. ovis at 48 hpi when
compared to macrophages infected with the AabcBA or AvirB2 mutant strains.
Conversely, higher levels of reactive oxygen species were detected in macrophages
infected with the AabcBA or AvirB2 mutant strains at 48 hpi when compared to
macrophages infected with the WT strain. Our results demonstrate that B. ovis is able to
persist and multiply in ovine macrophages, while AabcBA and AvirB2 mutations
prevent intracellular multiplication, favor phagolysosome fusion, and impair maturation
of the B. ovis vacuole towards an endoplasmic reticulum-derived compartment.

Key words: Brucella ovis, macrophage, ovine, LAMP-1, calreticulin.
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1. INTRODUCAO

Brucelose inclui um grupo de doengas que resulta da infecgdo por diferentes agentes
patogénicos do género Brucella (Xavier et al., 2009; Poester et al., 2013). Na maioria
dos casos, ¢ uma doenca zoonotica, associada com infec¢dao cronica em animais ¢ seres
humanos. A brucelose ¢ responsavel por grandes perdas econdmicas para a pecuaria
(Santos et al., 2013), e ¢ endémica em varios paises, particularmente nos paises em
desenvolvimento (Corbel, 1997; Boschiroli et al., 2001).

Brucella ovis ¢ um cocobacilo Gram-negativo estavelmente rugoso, nao encapsulado,
ndo esporulado, que pertence a familia alfa-2-Proteobacteriacea (Burguess, 1982).
Brucelose ovina causada por B. ovis tem distribuicao mundial em todas as areas onde a
ovinocultura tem importancia econdmica (Carpenter et al., 1987). A infec¢do por B. ovis
¢ caracterizada por epididimite unilateral nos machos (ou bilateral, embora menos
comum) e degeneracdo e/ou a atrofia testicular, que podem resultar em infertilidade,
causando grandes perdas economicas (Xavier et al., 2010; Carvalho Junior et al., 2012;
Silva et al., 2013). Em ovelhas, a infeccdo por B. ovis pode levar ao aborto ou
nascimento de crias fracas, levando a morte perinatal. Entretanto, B. ovis ndo tem sido
associada as infec¢des em seres humanos, sendo uma das poucas espécies do género
Brucella que nao ¢ considerada zoonotica (Blasco, 1990).

Viarios fatores de viruléncia de Brucella spp. que sdo importantes para o
estabelecimento da infec¢ao em animais tém sido estudados. Por exemplo, o sistema de
secre¢do do tipo IV (SST4) codificado pelo operon virB € necessario para a
sobrevivéncia e multiplicacdao intracelular, desempenhando um importante papel no
trafego intracelular de Brucella spp. O SST4 modula a maturagcdo do vactiolo contendo
Brucella (VCB), inibindo a sua fusao com lisossomos e dirigindo o VCB no sentido de
um vacuolo que contém caracteristicas do reticulo endoplasmatico rugoso, o nicho
intracelular de multiplicacdo de Brucella spp. (O'Callaghan et al., 1999; Celli et al,
2003; Starr et al., 2008). A inativacdo do SST4 resulta em forte atenuagdo de Brucella
spp., incluindo B. ovis, seja in vitro em células, ex vivo em explantes de tecidos
infectados ou in vivo em modelos animais de infec¢dao (O'Callaghan et al., 1999; Sieira
et al, 2000; Comerci et al, 2001; den Hartigh et al., 2004; S& et al, 2012; Mol et al.,
2014).

Tsolis et al. (2009) identificaram uma ilha gendmica no cromossomo II de B. ovis que ¢é
ausente em outras espécies classicas de Brucella, posteriormente nomeada como ilha de
patogenicidade 1 de B. ovis (BOPI-1), uma vez que codifica os genes que estdo
associados a sua patogenicidade (Silva et al., 2011). Por exemplo, a delecao de dois
genes que codificam componentes de um possivel transportador ABC (ATP-binding
cassete) de ligacdo de ATP (BOV_A0504-BOV_A0500, chamado abcEDCBA) resultou
em atenuagdo significativa de B. ovis em camundongos (Silva et al., 2011) e carneiros
(Silva et al., 2013). Foi recentemente descrito que o transportador ABC codificado pelos
genes abcEDCBA interferem na expressdao do SST4 a um nivel pos-transcricional (Silva
etal., 2014).
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Brucella spp. tém a capacidade de sobreviver e multiplicar intracelularmente em
macrofagos e células ndo fagociticas (Thoen et al., 1993). Os macréfagos sao peca-
chave para a imunidade inata, mas também desempenham um papel importante no
desenvolvimento da resposta imunologica adquirida protetora contra Brucella (Eskra et
al., 2003). No entanto, os macrofagos também sdo importantes para a persisténcia de
Brucella spp. no hospedeiro (Gorvel e Moreno, 2002; Macedo et al., 2013). Portanto,
estudos experimentais em macrofagos primarios infectados com Brucella sao
importantes para uma compreensao completa dos mecanismos de patogénese e
viruléncia desta bactéria, bem como a resposta imunolédgica do hospedeiro. Além disso,
todas as informagdes publicadas sobre patogénese de B. ovis sdo baseadas em
macrofagos murinos ou linhagens de células epiteliais (Silva et al., 2011, Sa et al., 2012;
Silva et al., 2014), e nao ha estudos que avaliam a interacdo da B. ovis com macrdofagos
do seu hospedeiro preferencial, que ¢ um passo essencial para a valida¢ao experimental
dos resultados obtidos com linhagens celulares, particularmente porque B. ovis ¢ uma
das espécies mais hospedeiro-restrito do género Brucella spp (Xavier et al., 2010).

2. OBJETIVOS

Considerando a hipdtese de que o transpordador ABC e o SST4 de B. ovis sdo
essenciais para a sua sobrevivéncia intracelular em macréfagos ovinos, este trabalho
teve como objetivo geral avaliar o papel de um transportador ABC espécie-especifico e
do SST4 na sobrevivéncia e trafego intracelular de B. ovis em macréfagos ovinos
derivados de mondcitos. Para alcancar este objetivo, os objetivos especificos foram:
(i) avaliagdo da cinética de infeccdo de B. ovis em macrdfagos ovinos em
comparac¢ao com os mutantes AabcBA e AvirB2;
(i1) caracterizagdo do trafego intracelular de B. ovis e dos mutantes AabcBA e
AvirB2;
(ii1) mensuraracdo da magnitude de resposta microbicida do macrofago ovino
durante a infec¢ao de B. ovis em comparacdo com os mutantes AabcBA e
AvirB2.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 GENERO BRUCELLA

A brucelose ¢ uma importante zoonose causada por bactérias pertencentes ao género
Brucella, que acomete grande variedade de espécies animais e gera impacto econdmico
negativo para a pecuaria em areas endémicas devido a abortos, reducdo na produgdo
leiteira, subfertilidade e infertilidade (Santos et al., 2013; McDermott et al., 2013).

As seis espécies classicas de Brucella foram identificadas ao longo de 100 anos desde o
século XIX. A primeira espécie do género Brucella foi isolada por David Bruce pela
primeira vez em 1887, de bago de militares que morreram na costa do Mediterraneo
portadores de uma enfermidade denominada de Febre de Malta (Bruce, 1887).
Inicialmente, o microrganismo foi denominado de Micrococcus melitensis e depois
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recebeu o nome de Brucella melitensis em homenagem a David Bruce. Cerca de 10
anos apos a descoberta de Bruce, Bernhard Bang, um veterinario dinamarqués, isolou
um agente infeccioso de um feto bovino abortado, inicialmente denomidado Bacillus
abortus e, mais tarde, renomeada para Brucella abortus (Hall, 1989, Meyer, 1990). Em
seguida, B. suis foi isolada em 1914, por Jacob Traum, de um leitdo abortado (Moreno e
Moriy6n, 2006) e, B. ovis, foi descrita pela primeira vez por McFarlane et al. (1952), na
nova Zelandia. Em 1957, B. neotomae foi isolada de roedores do deserto por Stoenner
nos Estados Unidos da America (Stoenner e Lackman, 1957) e B. canis foi descrita por
Carmichael em 1969 acometendo caes (Carmichael e Bruner, 1968).

Bactérias do género Brucella sdo cocobacilos Gram-negativos, que medem 0,5 a 0,7 por
0,7 a 1,2 um, intracelulares facultativos, ndo encapsulados, pertencentes a familia a2-
Proteobacteriacea, capazes de infectar varios tipos celulares, como células
trofoblasticas, células dendriticas e macrofagos (Gorvel, 2008).

Cada espécie de Brucella demonstra ter maior afinidade por hospedeiros mamiferos
especificos, embora a maioria seja capaz de infectar outros hospedeiros (Boschiroli et
al., 2001). Alguns trabalhos sugerem que o género Brucella seja monoespecifico,
sustentado no fato de que a variagdo genética entre as espécies ¢ muito pequena (Verger
et al., 1985; Rajashekara et al., 2004). Sdo reconhecidas seis espécies cladssicas de
Brucella: B. melitensis, cujos hospedeiros preferenciais sdo ovinos e caprinos; B.
abortus em bovinos; B. suis em suinos; B. ovis em ovinos; B. canis em caninos; B.
neotomae em roedores selvagens. Todas estas espécies classicas sdo patogénicas para o
homem, exceto B. neotomae e B. ovis (Godfroid et al., 2005). Além destas existem as
espécies nao classicas de Brucella: B. ceti que acomete cetaceos; B. pinnipedialis em
pinipedes; B. inopinata, isolada de implante mamario e bidpsia de pulmao de humanos;
B. microti em roedores; B. papionis, isolada do utero de babuinos (Whatmore et al.,
2014) e uma espécie de Brucella ainda ndo nomeada isolada de um sapo (Eisenberg et
al., 2012).

Em humanos, a brucelose caracteriza-se por febre recorrente, emagrecimento, artrite,
meningite, endocardite, espondilite e menos comumente alteragdes reprodutivas.
Entretanto, nos animais domésticos, a brucelose comumente causa aborto, epididimite,
infertilidade e nascimento de crias fracas (Hartigan, 1997; Franco et al., 2007; Xavier et
al., 2009; Carvalho Neta et al., 2010).

3.2 INFECCAO POR BRUCELLA OVIS

B. ovis ¢ um cocobacilo pertencente ao género Brucella, que pode sobreviver e
multiplicar dentro de fagocitos profissionais e ndo profissionais. E considerada nao
patogénica para o homem, porém causa infec¢ao cronica em ovinos (Burguess, 1982).

E o patdgeno mais importante do trato reprodutor de carneiros, com tropismo,

principalmente para o epididimo, causando falhas reprodutivas (Carvalho Junior et al.,
2012). Geralmente, ha epididimite unilateral, acometendo principalmente a cauda do
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epididimo, podendo se estender ao corpo e a cabeca (Walker et al., 1986; Ficapal et al.,
1998). Associada a esta alteracdo, hd edema perivascular e infiltragao de linfocitos
associado a fibrose. Raramente os testiculos sdo afetados, porém, em casos mais graves
de infec¢do, podem apresentar-se atrofiados e flacidos. Apesar de serem observadas
mais frequentemente lesdes unilaterais nos epididimos, ambos também podem ser
afetados (Bulgin, 1990). Lesdes secundarias sdo decorrentes de obstru¢do do ducto
epididimario, acarretando retencdo do conteido. Se houver extravasamento do
contetido, ha inflamacdo cronica associada a fibrose, caracterizando o granuloma
espermatico (Carvalho Junior et al., 2012). Ampola e glandula vesicular também podem
ser afetadas, até mesmo sem ter lesdes ou bactérias no epididimo, sugerindo que B. ovis
pode ter um tropismo por estes 6rgaos (Biberstein et al., 1964; Carvalho Junior et al.,
2012; Silva et al., 2015).

Ocasionalmente é observado aborto em ovelhas infectadas com B. ovis, assim como
aumento da mortalidade perinatal e nascimento de cordeiros fracos (Molello et al.,
1963; Ficapal et al., 1998). Carneiros jovens, entre quatro e seis meses de idade podem
ser infectados (Burgess, 1982; Bulgin, 1990), o que deve ser levado em consideracao
durante a implementagdo de programas de controle e prevencao da doenga. Na maioria
das vezes, o patogeno ¢ introduzido no rebanho através da compra de machos
infectados. Dessa forma, os outros machos do rebanho se infectam pelo contato direto
com mucosas daqueles infectados (por exemplo, comportamento de cheirar ou lamber a
urina do animal infectado e comportamento homosexual) ou durante a estacdo de monta
ao ter contato com fémeas que tiveram contato prévio com machos infectados (Bulgin,
1990; Ridler ¢ West, 2011).

Apos a entrada do patdgeno no organismo, a bactéria segue no interior de fagocitos ou
livres em direcdo aos linfonodos regionais, que se tornam aumentados devido a
hiperplasia linféide e inflamacdo. Assim, a bactéria se dissemina para varios 6rgaos,
como bago, figado e linfonodos, incluindo o trato genital. Essas alteracoes
frequentemente levam algumas semanas para ocorrer, podendo persistir por varios
meses inclusive com a elimina¢do do patdégeno pelo sémen por um longo periodo
(Ridler et al., 2006, 2014; Xavier et al., 2010; Silva et al., 2013).

Clinicamente, carneiros afetados tém libido normal, porém a qualidade do sémen pode
variar. E comum que carneiros infectados nio apresentem sinais clinicos da doenga, na
verdade menos de 50% de carneiros com sorologia positiva para B. ovis apresentam
sinais clinicos (Blasco 1990; Xavier et al., 2010; Silva et al., 2013). Estes, quando
presentes, podem desaparecer apos algumas semanas de infec¢do (Plant et al., 1986),
entretanto, ha comprovagdo de que esses animais continuam eliminando B. ovis no
sémen (Hughes e Claxton, 1968), servindo como disseminadores da doeng¢a no rebanho.

Uma forma simples e muito utilizada para investigar a infec¢do por B. ovis € através da
avaliacdo do sémen, verificando a eliminagdo de células inflamatorias, principalmente
neutrofilos (Carvalho Junior et al., 2012; Silva et al.,, 2015). Para o diagnéstico
laboratorial, apesar de B. ovis ser um microrganismo que requer condigdes e meios de

17



cultivo especificos, o exame bacterioldgico do sémen e da urina ¢ capaz de isolar esse
agente (Xavier et al., 2010; Silva et al., 2013). Testes sorologicos, como a imunodifusao
em gel de dgar (IDGA) (Ficapal et al., 1995), fixagdo de complemento (Ridler et al.,
2014), immunobloting (Kittelberger et al., 1997) e ELISA (Franga et al., 2014), também
podem ser utilizados para o diagndstico da brucelose ovina causada por B. ovis. A
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do sémen e da urina de ovinos, utilizando
primers especificos de B. ovis, também pode ser utilizado para diagndstico, constituindo
um método mais sensivel e mais especifico que os citados anteriormente (Xavier et al.,
2010).

3.3 FATORES DE VIRULENCIA DE BRUCELLA spp.

Fatores de viruléncia s3o caracterizados por conferir a bactéria capacidade de invasdo,
multiplicagdo e sobrevivéncia em células do hospedeiro, estando associados, assim,
diretamente a patogenicidade da bactéria (Gorvel e Moreno, 2002).

Em Brucella spp., fatores classicos de viruléncia, tais como exotoxinas, exoenzimas,
fimbrias, flagelos ou capsula ndo foram descritos ainda. Assim, alguns determinantes
antigénicos tém destaque durante a invasdo, internalizagao e transito celular de Brucella
spp. (Olsen et al., 2004). O lipopolissacarideo (LPS), SST4, sistema de dois
componentes BvrS:BvrS e o sistema transportador ABC sdo os principais fatores de
viruléncia associados a Brucella spp. (Gorvel e Moreno, 2002; Lopez-Goiii et al., 2002;
Rosinha et al., 2002; Lapaque et al., 2005).

O LPS ¢ um componente da membrana externa de bactérias Gram-negativas, composto
por lipoproteina A, um oligossacarideo e uma cadeia distal O de polissacarideo. B.
melitensis, B. abortus e B. suis tém morfologia lisa, com todas as camadas do LPS
intactas, porém B. ovis € B. canis ndo possuem a cadeia O, assim, sdo espécies
naturalmente rugosas (Godfroid et al., 2000).

Amostras de Brucella de morfologia lisa tém a habilidade de invasdo de células do
hospedeiro associada a cadeia O do LPS, por isso, esta ¢ considerada um determinante
molecular de viruléncia, mesmo existindo algumas espécies de Brucella com
morfologia rugosa naturalmente virulentas (Sola-Landa et al., 1998; Ko e Splitter,
2003). A descoberta do LPS como um fator de viruléncia se deu através de
experimentos que demonstraram que havia reduzida imunogenicidade desta molécula e
deficiéncia na ativagdo da via alternativa do complemento (Sangari e Aguero, 1996).

Além de favorecer a sobrevivéncia extracelular, o LPS liso é capaz de atrasar a
maturacao do fagossomo, inibir a fusdo do fagolisossomo e apoptose de macrofagos,
proporcionando, assim, a sobrevivéncia e multiplicacdo intracelular de Brucella no
hospedeiro (Lapaque et al., 2005).

Existem estruturas que compdem a membrana externa de Brucella e que contribuem na

invasdo celular e no potencial imunogénico (Vizcaino et al., 1996; Rossetii et al., 2009).
Estas estruturas sdo as proteinas de membrana externa (OMPs). As principais OMPs
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relatadas em Brucella sio Omp31, Ompl9, Omp25 e Omp22, sendo expostas na
superficie da Brucella (Cloeckaert et al., 1992; Vizcaino et al., 1996). Nas espécies de
Brucella com LPS liso, as OMPs sdo pouco expostas aos anticorpos quando comparadas
as espécies de Brucella com LPS rugoso, devido a extensa cadeia O do LPS (Bowden et
al. 1995). A delecdo dos genes omp25 e da omp3l de B. ovis ndo interferiu na
multiplicagdo intracelular em macréfago murino ou em células HeLa, porém a delecdo
de omp22 resultou na atenuagao do patégeno (Martin-Martin et al., 2008).

A secrecao de proteinas ¢ um dos mais importantes fatores de viruléncia de bactérias
patogénicas e o sistema de secregdo exerce fungdo essencial na interagdo
patogeno/hospedeiro (Lee et al., 2006). As bactérias secretam proteinas por meio de
numerosos tipos de sistemas de secre¢ao classificados de tipo I ao tipo VI.

Em Brucella spp., existe um complexo de proteinas, na membrana externa, que
transporta macromoléculas para o meio extracelular, denominada de SST4
(O’Callaghan et al., 1999; Boschiroli et al., 2002). Este ¢ um dos principais fatores de
viruléncia da Brucella associado a sobrevivéncia e multiplicagdo intracelular. O TSS4
de Brucella ¢ codificado por um operon (virB) composto por 12 genes (virB1 a virB12).
Os genes virB1 a virB11 sdo conservados (possuem genes ortdlogos no SST4 de outras
bactérias), entretanto, o virB12 estd presente somente no género Brucella (O’Callaghan
et al., 1999). O SST4 ¢ responsavel pela maturagdo do vactiolo contendo Brucella sp. e
impede a fusdo do fagossomo com o lisossomo. Assim, o patdogeno consegue alcangar o
reticulo endoplasmatico e se multiplica tanto em fagocitos quanto em células ndo
fagociticas (Hong et al., 2000; Sieira et al., 2000; Comerci et al., 2001; Celli et al.,
2003). Estrudos demonstraram que cepas que tenham dele¢do desse sistema nao tém
capacidade de se multiplicar em macréofagos e em células epiteliais, consequentemente
estabelecem infeccao nos primeiros dias, mas nao persistem (Hong et al., 2000; Sa et al,
2012).

Existem diversos sinais que regulam a expressdo do operon virB, como por exemplo
acidez do ambiente, restricdo nutricional e densidade populacional. As proteinas
reguladoras tém a capacidade de responder aos sinais do ambiente e de coordenar a
expressao do TSS4 durante a infeccdo. Existem duas proteinas envolvidas nesse
processo: fator de integragdo do hospedeiro (IHF) e proteina reguladora de utilizagdo de
histidina (HutC). O IHF esta relacionado a sobrevivéncia intracelular e a HutC esta
associado a indugdo da expressdo do TSS4 (Sieira et al., 2004; Sieira et al., 2010; Sieira,
2013). Além destas proteinas, o sistema regulatorio de dois componentes (BvrR/BvrS)
também regula os genes virB em Brucella spp, sendo capaz de se ligar diretamente a
regido promotora do virB (Martinez-Nufiez et al., 2010). O BvrR:BvrS regula a
expressio de genes que codificam OMPs relacionadas a invasdo. E constituido por uma
proteina sensorial da super familia histidina-kinase (BvrS) e uma proteina regulatoria
(BvrR) (Lopez-Goiii et al., 2002). Cepas com deficiéncia desses genes ndo conseguem
recrutar GTPases e polimerizar a actina, sendo impedida, assim, a invasdo da bactéria na
célula hospedeira. Além disso, a auséncia desse sistema impede o escape do mecanismo
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de fusdo do fagolisossomo, demonstrando que este sistema ¢ importante para invasao e
sobrevivéncia intracelular de Brucella spp. (Lopez-Goiii et al., 2002).

Os sistemas transportadores do tipo ABC ("ATP binding cassete") so considerados um
fator de viruléncia identificado no género Brucella. Sdo compostos por duas proteinas
de membrana (que possuem segmentos transmembrana), proteinas de ligagdo, proteinas
que hidrolisam o ATP e proteinas que se ligam a um substrato especifico e sao
caracterizados pelo tranporte ativo transmebranico (Rosinha et al., 2002; Jenner et al.,
2009; Silva et al., 2011). Apesar de multiplas e diversificadas fungdes, esses sistemas
podem transportar ions, aminoacidos, peptideos, ferro e sulfato para o interior da
bactéria e exportar antibioticos, acidos graxos e toxinas (Tam e Saier, 1993; Ko e
Splitter, 2000). Em sua maioria, os transportadores ABC sdao do tipo exportadores,
embora, em células procariotas, possam atuar como importadores de nutrientes devido a
presenca de proteinas ligadoras de substrato (PLS) localizadas no periplasma (van der
Heide e Poolman, 2002).

Estudos das regides gendmicas que codificam transportadores ABC em espécies
classicas de Brucella resultou na classificagdo dos sistemas em trés grupos de acordo
com suas fungdes: sistema de exportacdo, sistema de resisténcia a antibidtico e sistema
de importacao, este ultimo correspondente a maior quantidade dos transportadores ABC
de Brucella spp. (Jenner et al., 2009).

Virios genes codificam transportadores ABC no género Brucella, sendo que esses
genes constituem cerca 8,8% do seu genoma e que, possivelmente, sejam importantes
para a sua sobrevivéncia em condicdes adversas (Jenner et al., 2009). Interessantemente,
B. ovis possui 0 menor nimero de proteinas transpotadoras e sdo incapazes de importar
varios nutrientes quando comparada as outras espécies do género Brucella, uma vez que
varios genes da regido gendmica envolvida na codificagdo de sistemas ABC sdo
pseudogenes (Jenner et al., 2009; Tsolis et al., 2009). No entanto, estudos de protedmica
tém apontado que muitos dessas sequéncias apontadas como pseudogenes sdo expressas
e potencialmente codificam proteinas funcionais (Silva et al., 2014).

A delecdo de um gene envolvido no transponte de polissacarideo em B. abortus resultou
em forte atenuacdo in vivo em modelos murino de infeccdo (Rosinha et al., 2002). Por
outro lado, trabalhos descrevem que outros transportadores ABC de B. abortus nao sao
necessarios para sobrevivéncia intracelular e estabelecimento de infec¢do cronica in
vivo (Ko e Splitter et al., 2000; Danese et al., 2004). Em B. ovis, estudos tém sido
desenvolvidos para avaliar a fungdo de um transportador ABC especifico desta espécie
(abcEDCBA), embora ainda ndo se saiba ao certo qual a real fun¢do deste loci e qual
molécula é transportada. A dele¢do desse transpotador ABC resultou em forte atenuagao
tanto in vitro quanto in vivo em modelos murinos de infe¢do (Silva et al., 2011). Um
estudo revelou que os genes abcEDCBA sdao necessarios para expressdo in vitro de
outros sistemas ABC e proteinas de viruléncia de B. ovis (incluindo Omp31 e
superoxido dismutase), assim como a sua sobrevivéncia intracelular e evasao da fusao
do fagossomo com o lisossomo, interferindo na expressdao de proteinas do SST4 (Silva
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et al., 2014). Camundongos infectados com esta cepa, encapsulada com alginato, ndo
apresentaram alteracdes histopatologicas significativas no baco, figado ou orgao
reprodutores e, em 24 horas apos a infec¢do (hpi), houve minima recuperagdo desta
cepa mutante no bago e figado destes animais (Silva et al., 2015a). Além disso, em
carneiros, hospedeiros preferenciais de B. ovis, esta cepa induziu uma resposta imune
celular e humoral eficiente e ndo foi eliminada no sémen ou na urina dos carneiros
durante seis meses de infeccao (Silva et al., 2013). Esta mesma cepa, viva e atenuada de
B. ovis encapsulada ou n3o com alginato confere prote¢do a carneiros contra a cepa
selvagem de B. ovis (Silva et al., 2015b).

3.4 TRAFEGO INTRACELULAR DE BRUCELLA spp.

Brucella spp. sobrevive e multiplica em fagocitos profissionais, ndo profissionais e em
células ndo fagociticas. In vitro também ¢é capaz de se multiplicar em macrofagos e em
células epiteliais e infectar cultivo primario de células trofoblasticas, macrofagos
humanos e macrofagos de hospedeiros naturais (Celli et al., 2003; Carvalho Neta et al.,
2008; Silva et al., 2011; Macédo et al., 2013; Salcedo et al., 2013).

Uma vez internalizada, a Brucella permanece em um compartimento ligado a membrana
da célula hospedeira, denominado VCB, um fagossomo modificado em que a bactéria
sobrevive e multiplica. A estratégia de sobrevivéncia intracelular tem sido bastante
investigada em experimentos envolvendo o trafego do VCB em macréfagos e em
células epiteliais (Celli et al., 2003; Comerci et al., 2001; Pizarro-Cerda et al., 1998). Os
VCB adquirem entdo marcadores temporarios endossomais, como Rab5 (uma pequena
molécula ligada & GTP) e um antigeno do endossomo inicial (EEA-1) (Pizarro-Cerda et
al., 2000; Celli, 2006). Posteriormente, os VCB interagem temporariamente com 0s
lisossomos, resultando na acidificagdo e maturagao destes, que ¢ primordial para a
ativacdo do SST4 (Porte et al., 1999; Celli et al., 2003).

Através da imunofluorescéncia e da microscopia eletronica foi possivel observar que o
que VCB assim que formado, interage com os primeiros compartimentos da via
endocitica antes de adquirir e reter LAMP-1 (proteina de membrana associado ao
lisossomo) por até 12 hpi (Celli et al., 2003; Comerci et al., 2001; Pizarro-Cerda et al.,
1998). A fusdo com o lisossomo gera marcacao positiva de VCB para LAMP-1, além de
compartimentos com multiplas membranas, interpretados como fagolisossomos
(Pizarro-Cerda et al., 1998; Moreno e Moriyon, 2006; Starr et al., 2008). De 12 a 24
horas apds a internalizagdo, os VCB evadem dos lisossomos ¢ se fundem a membranas
do reticulo endoplasmatico rugoso (RER), permitindo que a Brucella alcange seu nicho
ideal de multiplicag¢do (Pizarro-Cerda et al., 2000; Celli et al., 2003; Starr et al., 2008).
Este processo depende da integridade funcional do SST4 (Celli et al., 2003; Comerci et
al.,, 2001; O'Callaghan et al., 1999; Sieira et al., 2000; Delrue et al., 2001). Nesse
estagio, o VCB perde os marcadores lisossomais e torna-se positivo para marcadores
especificos de RER (calreticulina, calnexina e sec61f) (Pizarro-Cerda et al., 1998; Celli
et al., 2003; Moreno ¢ Moriyon, 2006).
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Pesquisas aplicadas a investigagdo do comportamento intracelular de B. ovis
demonstraram que em células Hela, a cepa selvagem de B. ovis € capaz de sobreviver e
se multiplicar até 48 hpi, ao passo que o mutante abcBA de B. ovis ¢ atenuado ja as 24
hpi. Durante a analise confocal, observou-se que a maioria da cepa selvagem de B. ovis
escapou do compartimento LAMP-1" 48 hpi, entretanto aproximadamente 90% da cepa
mutante abcBA de B. ovis estava colocalizada com LAMP-1". Dessa forma, B. ovis é
capaz de escapar da fusdo fagolisossomal, enquanto que o mutante AabcBA de B. ovis
se manteve no lisossomo, nao sobrevivendo em células HelLa assim como observado no
macréfago murino.

3.5 0 MACROFAGO E A INFECCAO POR BRUCELLA spp.

Células apresentadoras de antigeno como o macréfago, possuem uma importante funcao
na defesa durante um processo infecioso, além de interligar as respostas imunologicas
inata e adaptativa (Benoit et al., 2008).

Apesar dos macrofagos serem considerados células efetoras essenciais do sistema
imunologico, estes também possuem outra fungdo muito importante que € a remogao de
restos celulares, mantendo assim o equilibrio do tecido. Como células sentinelas, os
macrofagos sdo capazes de identificar sinais de danos causados por patogenos através
dos receptores do tipo foll (TLR), receptores do tipo NOD (NLR) ou receptores de
interleucina-1 (IL-1R), resultando na sua ativacdo e aumento do seu potencial de
eliminar patogenos (Mosser e Edwards, 2008).

Apos a internalizagdo de Brucella em fagocitos, a bactéria ¢ localizada em vacuolos
delimitados por membrana e pode ser destruida no fagolisossomo ou sobreviver nesse
compartimento e multiplicar-se nos sitios intracelulares. A opsoniza¢cdo no momento da
internalizacdo torna esta bactéria mais susceptivel a acdo bactericida dos macrofagos.
Na maioria das vezes, as bactérias internalizadas sdo destruidas no interior de
fagolisossomos antes de atingir os sitios de multiplicagdo intracelulares. No etanto,
amostras virulentas de Brucella spp. modificam os mecanismos de maturacao dos
fagossomos, impedindo sua fusdo com os lisossomos e evitando assim a degradacdo
bacteriana dentro do fagocito (Gorvel e Moreno, 2002). Estas bactérias alteram o
trafego intracelular e a maturacdo do fagolisossomo, prevenindo a aquisicdo de
marcadores lisosomais e indo em dire¢do ao compartimento com marcadores de reticulo
endoplasmatico rugoso, onde encontra ambiente plenamente favoravel a sua
multiplicacdo intracelular (Celli et al., 2003).

Mecanismos microbicidas desenvolvidos pelos fagdcitos para eliminagdo de patdogenos
sdo descritos na literatura (Serafino et al., 2007) e, um dos principais, envolve duas
enzimas importantes: NADPH oxidase e a ¢xido nitrico sintetase induzivel (iNOS). A
explosdo oxidativa ativa a hexose monofosfato, levando a ativacdo dos sistemas
bactericidas dependentes de oxigénio. Assim, sdo formados espécies reativas de
oxigénio (ROS) como o anion superdxido (O27), peroxido de hidrogénio (H202) e
radicais hidroxila (OH™ e "OH). Além desses, a explosdo oxidativa ativa outros sistemas
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como o 6xido nitrico (NO) e a mieloperoxidase (MPO). O NO deriva da L-arginina em
uma reagdo catalisada pela 6xido nitrico sintetase (NOS), que pode se apresentar na
forma induzivel (iNOS), endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS). O sistema NO interage
com radicais intermedidrios de Oz que sdo produzidos durante a explosdo oxidativa
originando os radicais intermediarios de nitrogénio (RNI). Esses 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 (Lopez-Urrutia et al., 2000). Entretanto, a importancia
desses radicais no controle da infec¢ao por Brucella ainda carece de esclarecimento.

As principais citocinas produzidas pelos macrofagos durante a infec¢ao por Brucella sp.
sao a IL-12 e o TNF-a (Zhan et al., 1996; Rolan e Tsolis, 2008; Macedo et al., 2013). A
IL-12 modula a resposta imune adaptativa por estimulo direto da atividade citotoxica
em linfocitos T CDS8", além promoverem a diferenciagdo dos linfocitos T auxiliares em
linfocitos T CD4" subtipo 1 (Thl). Por outro lado, acredita-se que o papel do TNF-a
esteja relacionado com a ativagdo de células efetoras da resposta pro-inflamatoria,
importantes no controle inicial da multiplicacdo bacteriana (Zhan et al., 1996). Estudo
com camundongos demonstram que a produ¢do de IL-10 por célula T CD25" CD4"
modula a fun¢do de macrofagos e contribui para um balango inicial entre citocinas pro e
anti-inflamatorias benéfico para B. abortus, proporcionando a sobrevivéncia desse
patogeno e persisténcia da infec¢do (Xavier et al., 2013). A produgdo de IL-10 por
macrofagos estd associada ao aumento da persisténcia de bactérias como
Mycobacterium leprae (Sieling e Modlin, 1994), Mycobacterium tuberculosis (O'leary
et al., 2011) e Coxiella burnetti (Ghigo et al., 2001), devido a sua habilidade de modular
a resposta Th1 necessaria para o controle de patdogenos intracelulares.

Em bovinos, alguns trabalhos suportam a idéia de que uma menor susceptibilidade a B.
abortus estd associada a habilidade do macrofago em controlar a multiplicagdo
intracelular do patogeno (Campbell et al., 1994; 1996; Rossetti et al., 2010) e que essa
habilidade pode estar relacionada a raca. Como exemplo, macrofagos da raca Nelore
(Bos taurus indicus) sao mais eficientes em controlar a multiplicagdo intracelular de B.
abortus quando comparados aos macrdéfagos de bovinos da raga holandesa (Bos taurus
taurus), além de demonstrarem ter maior transcricdo de citocinas pro-inflamatdrias e
maior producdo de o6xido nitrico durante a infeccao por B. abortus (Macedo et al.,
2013).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 CEPAS BACTERIANAS, MEIOS E CONDICOES DE CULTIVO
A cepa de referéncia (WT) de B. ovis ATCC 25840, a cepa mutante isogénica AabcBA

com dele¢ao de um transportador ABC (Silva et al, 2011) e a cepa mutante AvirB2 com
0 SST4 afuncional de B. ovis (Sa et al., 2012) foram utilizadas neste estudo. WT B. ovis,
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AabcBA e AvirB2 expressando uma proteina fluorescente mCherry (nomeadas
mCherry-WT B. ovis, mCherry-AabcBA e mCherry-AvirB2, respectivamente) foram
utilizados neste estudo (Tabela 1). Estas cepas foram construidas pela insercdo do
plasmideo pKSoriT-bla-kan-PsojA-mCherry, de acordo com Copin et al. (2012),
adjacente ao promotor constitutivo do gene secE no cromossomo I da B. ovis. Os
inéculos foram cultivados em agar triptona de soja (TSA) (Invitrogen, EUA) com 1%
de hemoglobina (Becton-Dickinson, EUA) a 37°C em 5% de CO; durante trés dias.
Canamicina (Kan, 100 pg/mL) e ampicilina (Amp, 200 pg/mL) foram adicionadas ao
meio quando necessario. Para as cepas mCherry-WT B. ovis, mCherry-AabcBA, e
mCherry-AvirB2, colonias foram selecionadas para resisténcia a Amp e fluorescéncia,
como descrito anteriormente (Copin et al., 2012). As suspensdes bacterianas foram
ajustadas a uma concentragao final pelo espectrofotometro usando comprimento de
onda 600 nm (ODeoo), diluidas seriadamente (1:10) em solug¢do tampao fosfato-salina
(PBS), semeadas em placas de TSA com 1% de hemoglobina incubadas a 37°C em 5%
de CO> durante trés dias e, em seguida, o nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC) foi calculada para confirmar inéculo.

4.2 ISOLAMENTO, CULTIVO E INFECCAO DE MACROFAGOS OVINOS
DERIVADOS DE MONOCITOS

Culturas de macréfagos primarios foram obtidas por diferenciacdo de monocitos do
sangue periférico, adapatado do protocolo previamente descrito por Campbell a Adams
(1992). Resumidamente, 60 mL de sangue de carneiros adultos foram coletados com
uma seringa contendo dacido-citrato-dextrose (ACD) por puncdo da veia jugular.
Carneiros foram considerados livres de B. ovis baseado em resultado obtido por
imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e reagdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir
de amostras de urina.

Tabela 1. Cepas bacterianas e plasmideos usados neste estudo.

Cepas/Plasmideos Descricao Referéncia
Cepas

WT B. ovis B. ovis ATCC25840 ATCC

B. ovis AabcBA B. ovis ABOV2_A500-501::Kan® Silva et al. (2011)
B. ovis AvirB2 B. ovis AvirB2:pAV2.2:: Kan® Saetal. (2012)
WT B. ovis-mCherry — B. ovis:pKSoriT+mCherry-Kan®, Amp®  Silva et al. (2014)
B. ovis AabcBA- B. ovis AabcBA:pKSoriT+mCherry- Silva et al. (2014
mCherry Kan®, Amp®

B. ovis AvirB2- B. ovis AvirB2: pKSoriT+mCherry- Silva et al. (2014
mCherry Kan®, Amp®

Plasmideos
pKSoriT+mCherry pKSoriT-bla-kan-carb-PsojA-mCherry ~ Copin et al. (2012)

R: resisténcia
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Inicialmente, o sangue foi diluido (1:2) em PBS (pH 7,4), foi lentamente depositado
sobre uma coluna de solucdo de Histopaque (Sigma-Aldrich, EUA), e depois
centrifugado a 1000 x g durante 40 min a 18°C.

ApOs a separacao, a interfase contendo as células mononucleares foi recolhida, lavadas
trés vezes em PBS e re-suspendidas em 15 mL de meio RPMI (Invitrogen, EUA)
suplementado com 4 mM de L-glutamina (Invitrogen, EUA), 1 mM de aminoacidos
ndo-essenciais (Invitrogen, EUA), piruvato de s6dio 1 mM (Invitrogen, EUA), 2,9 mM
de bicarbonato de sdédio, 10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, EUA), penicilina
(100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). As células em suspensao foram transferidas
para frascos Erlenmeyer de Teflon de 125 mL (Nalgene Company, EUA), e incubadas a
37°C em 5% de CO; durante 24 h. As células nao aderentes foram removidas, foi
adicionado 15 mL de RPMI suplementado com 10% de SFB sem antibioticos, e as
células foram incubadas a 37°C em 5% de CO> durante 11 dias, trocando o meio a cada
trés dias. Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA, Protocolo 62/2014).

Apos 11 dias em cultura, macrofagos foram removidos dos frascos por resfriamento em
gelo durante 20-30 minutos, seguido por agitacdo vigorosa. A suspensdo de células foi
transferida para tubos de polipropileno estéreis e centrifugados a 1000 x g durante 10
min a 4°C. As células foram re-suspendias em meio RPMI suplementado com 10% de
SFB, e o nimero de células viaveis foi determinado com base na exclusido de azul de
tripan, com auxilio de uma camara de hemocitometro. Os macrofagos foram
adicionados a placas de 96 pocos a uma concentracio de 5 x 10°’mL em RPMI
suplementado com 10% de SFB, incubados overnight a 37°C em 5% de CO; para
promover a adesdo celular e, em seguida, inoculados com WT B. ovis, AabcBA ou
AvirB2 a uma concentragio de 5 x 107 bactérias/mL, com a multiplicidade de infecgdo
(MOI) de 1:100. A placa foi centrifugada a 400 x g durante 5 min a temperatura
ambiente e incubadas durante 30 min a 37°C em 5% de CO,. Em seguida, o meio de
cada pogo foi substituido com meio RPMI suplementado com 10% de SFB e
gentamicina (Invitrogen, EUA) a uma concentracao final de 100 pg/mL e incubadas
durante 1 h a 37°C em 5% de CO: para a inativagdo de bactérias extracelulares. Além
disso, a suspensdo bacteriana foi incubada em separado com meio RPMI contendo
gentamicina e semeadas em placas de TSA com 1% de hemoglobina, para confirmar a
atividade da gentamicina. Para avaliar o tempo de internalizagdo (denominado tempo
zero), os macrofagos foram lavados uma vez com PBS, lisados com agua destilada
estéril, diluidos em série em PBS e plaqueados em placas de TSA com 1% de
hemoglobina isenta de antibiotico (WT) ou contendo canamicina 100 pug/mL (mutante)
para contagens de UFC. Para avaliar a cinética de sobrevivéncia intracelular, os
macrofagos foram infectados e lisados nas mesmas condigdes em 8§, 24, e 48 h apos a
infeccdo (hpi). Todos esses experimentos foram repetidos, pelo menos trés vezes,
incluindo as cepas mCherry-WT B. ovis, mCherry-AabcBA e mCherry-AvirB2.
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4.3 IMUNOCITOQUIMICA

Macrofagos ovinos foram adicionados overnight a chamber slides (Nunc Lab-Tek II
Chamber Slide System, Thermo Scientific, EUA) a 37°C em 5% de CO; para promover
a adesdo celular e foram infectados com WT de B. ovis, AabcAB ou AvirB2 de B. ovis
com MOI de 1:100, nas mesmas condi¢des mencionadas anteriormente. Nos tempos 8§,
24 e 48 horas as amostras foram fixadas com paraformaldeido a 4% em PBS por 20 min
a temperatura ambiente e processadas para imunocitoquimica. Resumidamente, as
laminas foram lavadas trés vezes com PBS e, entdo, incubadas por 30 min com
anticorpo primario, utilizando soro policlonal diluido (1:5000) de coelho
experimentalmente infectados duas vezes (com um més de intervalo) com 1 x 10° UFC
de B. ovis (ATCC 25840) (Silva et al., 2011). Em seguida, as laminas foram lavadas trés
vezes com PBS, incubadas com anticorpo secundario biotinilado (LSAB+ Kit, DAKO
Corporation, EUA) por 20 minutos, seguida de mais uma lavagem em PBS e incubagao
por 20 minutos com complexo de estreptoavidina-peroxidase (LSAB+ Kit, DAKO
Corporation, EUA). A reagao foi revelada usando 3-amino-9-etil-carbazol (AEC,
DAKO Corporation, EUA) por 10 min e contracorados com hematoxilina de Mayer. As
c€lulas foram avaliadas quanto a imunodetec¢do de bactéria intracelular.

4.4 MICROSCOPIA CONFOCAL

Macrofagos foram adicionados a laminulas de vidro de 13 mm acondicionadas em uma
placa de 24 pogos a uma concentragdo de 6 x 10° células/mL e incubadas overnight a
37°C em CO2 a 5% para promover a adesdo celular. Para os estudos de co-localizagdo,
devido a falta de anticorpos com reagdo cruzada para Ovis aries comercialmente
disponiveis, os macréfagos foram transitoriamente transduzidos utilizando um kit
comercial CellLight Lisossomo-GFP Beckman 2.0 (Invitrogen, EUA) para a marcagao
da proteina lisossomal LAMP-1 ou CellLight ER-GFP Beckman 2.0 (Invitrogen, EUA)
para a marcacao da calreticulina (um marcador de reticulo endoplasmatico), ajustada a
proporcao de 30 particulas virais por célula e incubadas a 37°C em 5% de CO» durante
16 h, de acordo com as instrugdes do fabricante. Os macréfagos foram, entdo,
infectados com mCherry-WT B. ovis, mCherry-AabcBA ¢ mCherry-AvirB2 com MOI
de 1:100, nas mesmas condigdes anteriormente mencionadas, sob protecao da luz. Apos
8, 24, e 48 h, cada pogo contendo uma laminula foi lavado trés vezes com PBS, fixados
com paraformaldeido a 4% em PBS durante 20 min a temperatura ambiente, sob
prote¢do da luz. A laminula foi removida de cada poco e montada em laminas de vidro
utilizando o meio de montagem para a fluorescéncia Fluoshield (Sigma-Aldrich, EUA)
contendo 4'6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), um marcador de acido nucléido, e
incubadas durante 5 min a temperatura ambiente e protegido da luz. As amostras foram
analisadas em um microscopio confocal modelo LSM 510 Meta (Carl Zeiss, EUA)
equipado com uma objetiva de imersao de 63 x (Plan-Apochromat 63x/1.4). Imagens
confocais de 1024x1024 pixels foram adquiridas e reunidas usando o Adobe Photoshop
CS5. Para quantificar a infeccdo por B. ovis nas células e co-localizagdo de
compartimentos positivos para LAMP-1 ou calreticulina, pelo menos 100 células por
amostra foram analisados.
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4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Macrofagos foram adicionados a chamber slide em uma concentragio de 10°
macr6fagos/pogo e infectados com WT B. ovis, AabcBA AvirB2 na concentragio de 10°
bactérias/poco (MOI 1:100), como descrito anteriormente. Depois de 30 min, 24 e 48
hpi, os macréfagos foram fixados com glutaraldeido a 2% em tampao cacodilato 0,1 M
(pH 7,2) durante 24 h e mantidos em tampao de cacodilato de 0,1 M (pH 7,2) até o
processamento para MET. Macrofagos ndo infectados foram incluidos como controle
em cada tempo. As amostras foram processadas pela técnica de flat embedding descrito
por Steiner et al (1994). Secgdes ultrafinas foram feitas em um ultramicrétomo (Leica
EM UC6, Austria), contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo 5%, e
examinado em um microscopio eletronico de transmissao (Tecnai G2-12-12 kV - FEI
SpiritBiotwin, EUA).

4.6 MENSURACAO DE OXIDO NITRICO E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Quantificacdo de 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) foi baseada
na quantificacdo fluorimétrica utilizando a sonda fluorescente permeavel 4,5-diacetato
de diaminofluoresceina (DAF-2 DA) (Sigma Aldrich, EUA) e CellRox Deep Red
Reagent (Invitrogen, EUA), respectivamente. Resumidamente, os macrofagos foram
adicionados a placas de 96 pogos (7 x 10* macrofagos/pogo) e infectados com WT B.
ovis, AabcBA, ou AvirB2, e incubados durante 8, 24, ¢ 48 h, sob as mesmas condigdes
que as descritas anteriormente. LPS de Escherichia coli (Sigma Aldrich, EUA) a uma
concentracdo de 1 pg/mL foi utilizada para estimular os macréfagos como controle
positivo. O controle negativo consistiu em macrofagos nao infectados. As sondas DAF-
2 DA, a uma concentragdo final de 2,5 uM em PBS e CellRox na concentragao final de
5 uM em PBS foram adicionadas em cada pogo em cada tempo, incluindo os controles,
e a placa incubada a 37°C em 5% CO; durante 1 h. Apos este tempo, as células foram
fixadas com 200 pL de paraformaldeido a 4% em PBS durante 20 min a temperatura
ambiente e protegidas da luz. Em seguida, as células foram re-suspendidas por
resfriamento da placa no gelo durante 30 min, transferidas para tubos de citometria de
fluxo e lidas no citdémetro FACScalibur (Becton Dickinson, EUA), utilizando
comprimentos de onda de 488 nm/515 nm (excitacdo e emissao, respectivamente) para
DAF-2 DA e 644 nm/665 nm (excitacdo e emissdo, respectivamente) para CellRox
Deep Red.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados de UFC sofreram transformacao logaritimica e foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA). Para microscopia confocal, todos os dados percentuais
foram submetidos a transformagdo angular antes da ANOVA. Médias de grupos foram
comparadas pelo teste de Student Newman Keuls (SNK), usando o programa de analise
estatistica Graphpad Prism 5.0 (GraphPad Software, EUA), e considerado significativo
quando p<0,05. Todos os experimentos foram realizados em triplicata ¢ os dados
representam a média e o erro padrao de trés experimentos independentes.
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5. RESULTADOS

5.1 INTERNALIZACAO E CINETICA DE SOBREVIVENCIA INTRACELULAR
DE WT BRUCELLA ovis, AABCBA E AVIRB2 EM MACROFAGOS OVINOS

Macréfagos ovinos derivados de monoécitos do sangue periférico foram infectados com
WT B. ovis, AabcBA, ou AvirB2 e bactérias intracelulares foram contadas as 0, 8, 24 e
48 hpi (Figura 1). O perfil de internalizagdo de WT B. ovis, AabcBA e AvirB2 foram
semelhantes (tempo 0 de infec¢dao), e o numero de UFC diminuiu igualmente entre as
cepas em 24 hpi. No entanto, os niveis de infeccdo de AabcBA e AvirB2 foram
significativamente menores em 48 hpi (p<0,001), quando comparados com WT B. ovis,
confirmando que essas cepas mutantes nao sao capazes de multiplicarem
intracelularmente em macrofagos. Em contraste, a cepa WT B. ovis foi capaz de
sobreviver e multiplicar dentro de macréfagos ovinos, com um aumento no numero de
UFC intracelular em 48 hpi (~ 2 logs) em comparacdo com as cepas mutantes.
Avaliagdo imunocitoquimica de macrofagos apods infeccdo demonstrou localizacao
intracelular de bactérias ao longo do curso da infeccdo (Figura 2). Andlise ultra-
estrutural de macrofagos ovinos apos a infeccdo com WT B. ovis, AabcBA, ou AvirB2
foi realizada em diferentes tempos apos a infec¢do. Como mostrado na Figura 3A, aos
30 min apds a infecgdo, foi possivel visualizar as bactérias dentro de um vactolo
delimitado por uma membrana em macrofagos infectados com a cepa WT B. ovis. Nao
foram observadas caracteristicas morfoldgicas de morte celular. Em contraste, bactérias
degradadas ja eram possiveis de serem observadas dentro de vactiolos de macréfagos
infectados com as cepas mutantes AabcBA (Figura 3B) ou AvirB2 (Figura 3C) em 30
min apds a infeccdo. Ao fim de 24 hpi, a maior parte do VCB (WT e mutantes) eram
morfologicamente compativel com fagolisossomos contendo alguns restos celulares
(Figuras 3D e 3E). Estruturas eletrodensas compativeis com figuras de mielina
(sugestivas de processo degenerativo) foram observadas no citoplasma de macréfagos
infectados em 24 hpi, tornando-se mais abundantes em 48 hpi (Figura 3F). Tais
estruturas ndo foram observadas em macrdéfagos nao infectados.
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Figura 1. Internalizaciio e sobrevivéncia intracelular de WT Brucella ovis, AabcBA e AvirB2 em
macrofagos ovinos. Os dados representam a média e erro padrdo (n = 6) de trés experimentos

independentes. Asterisco indica diferencas estatisticamente significativas entre a WT e mutantes (***
p<0,001).

29



AabcBA

AViIrB2

AabcBA e AvirB2 em macroéfagos ovinos. Os macrofagos foram infectados em uma chamber slide e, em
seguida, imunomarcados as 8, 24 ¢ 48 h ap6s a infec¢dao. Imunomarcagdo de WT B. ovis, AabcBA, ¢
AvirB2 (coloragdo vermelha indicado pelas pontas de seta) se localiza no citoplasma de macréfagos
ovinos contrastadas com hematoxilina de Mayer. As micrografias sdo representativas do tempo 8 hpi.
Barra =50 um.
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Figura 3. Microscopia eletronica de transmissdo de macréfagos ovinos infectados com as cepas
WT, AabcBA ou AvirB2 de Brucella ovis. Os macrofagos foram infectados durante 30 min., 24 ¢ 48 h
em uma chamber slide, fixados com glutaraldeido a 2% em tampao cacodilato e processados para
microscopia eletronica de transmissdo. (A) Vacuolo citoplasmatico contendo uma bactéria (seta) em
macroéfagos infectados com WT B. ovis 30 min pos-infecgdo; bar = 500 nm. (B) Vacuolos contendo varias
bactérias (seta) e bactérias degradadas (cabega de seta) em um macrofago infectado com cepa mutante
AabcBA de B. ovis 30 min pos-infec¢do; barra = 1 um. (C) Figuras de mielina em um macrofago
infectado com a cepa mutante AvirB2 de B. ovis 30 min apés a infec¢do; bar = 500 nm. (D) Vacutolo
contendo bactérias fundido com lisossomo, caracterizado por um teor ligeiramente eletrondenso dentro do
vacuolo (seta), em um de macrofago infectado com AvirB2 de B. ovis 30 min poés-infecgdo; bar = 500nm.
(E) Bactérias degeneradas associadas as figuras de mielina (seta) em um macrofago infectado com a cepa
mutante AvirB2 de B. ovis 24 hpi; bar = 500 nm. (F) Macrofagos infectados com a cepa mutante AabcBA
de B. ovis 48 hpi sem quaisquer bactérias intracelulares; barra = 1pum.
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5.2 TRAFEGO INTRACELULAR DE MCHERRY-WT BRUCELLA ovis, MCHERRY-
AABCBA E MCHERRY-AVIRB2 EM MACROFAGOS OVINOS

Estudos tém demonstrado a importancia do transportador ABC codificado pelos genes
abcEDCBA, assim como do SST4 para a sobrevivéncia intracelular da B. ovis (Silva et
al., 2011; Sa et al., 2012; Silva et al., 2014). No entanto, o papel destes fatores de
viruléncia na sobrevivéncia intracelular de B. ovis em macrofagos do hospedeiro
preferencial de infeccdo ndo foi estudado. Para assegurar que a insercdo do gene
mCherry ndo interferiu com o crescimento in vitro e a sobrevivéncia intracelular das
cepas de B. ovis, uma curva de crescimento in vitro ¢ a infec¢ao de macrofagos foram
realizadas. Como esperado, as cepas mCherry-WT B. ovis, mCherry-AabcBA e
mCherry-AvirB2 cresceram em meio de TSA com 1% de hemoglobina de forma
semelhante quando comparada com a cepa parental de B. ovis. As cepas mCherry-WT
B. ovis, mCherry-AabcBA, mCherry-AvirB2 ¢ WT B. ovis estavam na fase exponencial
de crescimento entre 24 ¢ 72 h de incubagdo a 37°C com 5 % de CO; e, em seguida,
entraram na fase estaciondria de crescimento (Figura 4). Além disso, mCherry-WT B.
ovis, mCherry-AabcBA, e mCherry-AvirB2 apresentaram internalizagdo e cinética de
infeccdo em macrofagos ovinos muito semelhantes ao das cepas sem insercao do gene
mCherry (Figura 5). Devido a falta de anticorpos com reagdo cruzada para Ovis aries
comercialmente disponiveis, utilizou-se o kit comercial CellLight Lysossome-GFP
Beckman 2.0 (marcador LAMP-1) e CellLight calreticulin-GFP Beckman 2.0 (marcador
reticulo endoplasmatico), ambos baseados na transducdo viral, o que nos permitiu
avaliar adequadamente o trafego intracelular de B. ovis em macréfagos durante o curso
da infeccdo. Como mostrado na Figura 6A e 6B, LAMP-1 foi rapidamente adquirida por
VCB e a maioria das bactérias (~ 80%) colocalizaram com compartimentos LAMP-1"
em 8 hpi. No entanto, em 24 hpi (p<0,01) e 48 hpi (p<0,001), a maioria dos VCB de
macrofagos infectados com mCherry-AabcBA e mCherry-AvirB2 foram LAMP-17, em
contraste com VCB de macréfagos infectados com mCherry-WT B. ovis, que tiveram
uma baixa percentagem de colocalizacdo. Aos 48 hpi, uma grande quantidade de
mCherry-WT B. ovis foi observada no citoplasma de macrofagos, quando comparadas
com as cepas mutantes mCherry-AabcBA ¢ mCherry-AvirB2 (p<0,001) (Figura 6C).
Para excluir a possibilidade de que a transdugdo viral poderia afetar a cinética da
infeccdo intracelular das cepas utilizadas neste estudo, os experimentos de
sobrevivéncia intracelular foram repetidas apods a transdugdo (Figura 6D). Como
esperado, o numero de UFC recuperado ao longo do tempo foi muito semelhante ao que
¢ mostrado na Figura 1.
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Figura 4. Curva de crescimento in vitro das cepas WT, mCherry-WT, mCherry-AabcBA, e
mCherry-AvirB2 de Brucella ovis. As cepas foram cultivadas em placas de TSA com 1% de
hemoglobina a 37°C em 5% de CO,. Dados representam a média e o erro padrdo de trés experimentos
independentes.

Além disso, experimentos semelhantes de microscopia confocal com marcacgao
para calreticulina, um marcador de RE, foram realizados. As 8 hpi, um baixo percentual
(~ 20%) de todas as bactérias (WT) e mutantes co-localizaram com compartimentos
calreticulina® (Figura 7A e 7B). No entanto, em 24 e 48 hpi, VCB de macrofagos
infectados com mCherry-WT B. ovis mostraram um recrutamento progressivo e extenso
do marcador calreticulina, que pode ser visto pela elevada percentagem de co-
localizagdo, o que corresponde a aproximadamente 60% e 90% de VCB as 24 e 48 hpi,
respectivamente. Em contraste, VCB de macrofagos infectados com as cepas mutantes
mCherry-AabcBA ou mCherry-AvirB2 tinham uma percentagem muito baixa de co-
localizagdo com calreticulina ao longo do curso da infec¢ao, que coincidiu com o baixo
percentual de macréfagos contendo bactérias intracelulares (~ 5%; p<0,001) (Figura
7C). Da mesma forma, a transducdo viral ndo afetou a cinética de bactérias
intracelulares (Figura 7D). Estes resultados demonstram que B. ovis sem o transportador
ABC espécie-especifico ou um SST4 funcional ndo sdo capazes de controlar e dirigir a
maturacdo do seu vactiolo num nicho de multiplicacdo, isto ¢, um vactiolo semelhante
ao reticulo endoplasmatico, portanto nao sao capazes de sobrevierem intracelularmente.
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Figura 5. Cinética de infeccio em macréfagos ovinos das cepas mCherry-WT Brucella ovis,

mCherry-AabcBA, e mCherry-AvirB2 de Brucella ovis. Os dados representam a média e o erro padrao (n

= 6) de trés experimentos independentes. Asterisco indica diferenga estatisticamente significante entre a
WT e mutantes (*** p<0,001).
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Figura 6. Trafego intracelular de WT Brucella ovis, AabcBA ou AvirB2 em macrofagos ovinos expressando LAMP-1. (A) Imagens representativas
de microscopia confocal de macrofagos ovinos expressando LAMP-1 e infectados com as cepas mCherry-WT B. ovis, mCherry-AabcBA ou mCherry-
AvirB2 de B. ovis. (B) Percentual médio de vactiolos contendo Brucella (VCB) que foram positivas para LAMP-1 durante a infec¢do. (C) Numero médio
de bactérias por célula (total de 100 células por tempo) ao longo da infec¢@o. (D) cinética de infeccdo mCherry-WT B. ovis, mCherry-AabcBA, e mCherry-
AvirB2 de B. ovis em macrofagos ovinos que expressam LAMP-1 por transdugdo transitoria (ver segdo Material ¢ métodos). Os dados representam a média
e o erro padrdo de pelo menos 100 células a partir de trés experimentos independentes (** p<0,01; *** p<0,001).
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Figura 7. Trafego intracelular de WT Brucella ovis, AabcBA ou AvirB2 em macréfagos ovinos expressando calreticulina. (A) Imagens
representativas de microscopia confocal de macréfagos ovinos expressando calreticulina e infectados cepas mCherry-WT B. ovis, mCherry-AabcBA ou
mCherry-AvirB2 de B. ovis. (B) Percentual médio de VCB que foram positivas para calreticulina durante a infec¢do. (C) Ntimero médio de bactérias por
célula (total de 100 células por tempo) ao longo da infec¢do. (D) cinética de infec¢do mCherry-WT B. ovis, mCherry-AabcBA, e mCherry-AvirB2 de B.
ovis em macrofagos ovinos expressam calreticulina por transdugdo transitéria (ver secado Material e métodos). Os dados representam a média e o erro
padrdo de pelo menos 100 células a partir de trés experimentos independentes (** p<0,01; *** p<0,001).
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5.3 PRODUCAO DE OXIDO NITRICO E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
EM MACROFAGOS OVINOS INFECTADOS COM AS CEPAS WT BRUCELLA OVIS,
AABCBA OU AVIRB2

A producdo de oxido nitrico (NO) por macroéfagos ovinos durante o curso da
infeccdo com WT B. ovis, AabcBA ou AvirB2 foi avaliada (Figura 8). Como esperado,
LPS de E. coli induziu elevados niveis de NO em 8, 24, ¢ 48 hpi. NO também foi
detectavel apds a infeccdo com WT B. ovis, AabcBA ou AvirB2 em todos os tempos
avaliados, embora em niveis mais baixos quando comparado com o LPS. Curiosamente,
em 48 hpi, WT B. ovis induziram niveis mais elevados de NO quando comparado com
as cepas mutantes AabcBA e AvirB2 (p <0,05). A producdo de espécies reactivas de
oxigénio (ROS) foi avaliada também ao longo do tempo na infeccdo por B. ovis em
macrofagos ovinos. Da mesma forma, LPS de E. coli induziu a producdo de ROS
significativa em todos os tempos avaliados apos a infecgao (Figura 9).

Niveis mais altos de ROS foram detectados em 8 e 24 hpi em macrofagos
infectados com WT B. ovis, AabcBA ou AvirB2, embora tenham sido observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Além disso, contrariamente ao
que foi observado para o NO, as cepas mutantes AabcBA e AvirB2 induziram
quantidades significativamente mais elevadas de ROS em comparagdo com WT B. ovis
(p<0,05) em 48 hpi (Figura 9).
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Figura 8. Producio de 6xido nitrico pelos macréfagos infectados com WT Brucella ovis, AabcBA
ou AvirB2. Os macréfagos foram marcados com a sonda DAF-2 durante 1 h e analisados por citometria
de fluxo. Os resultados sdo expressos como intensidade de fluorescéncia média (IMF). LPS de E. coli (1
pg/mL) foi utilizado para estimular os macréfagos como controle positivo. Macrofagos nao infectados
foram usados como controle negativo (CN). As barras representam a média e erro padrao de trés
experimentos independentes. Asterisco indica diferenga estatisticamente significativa entre WT e
mutantes (* p<0,05).
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Figura 9. Produgio de espécies reativas de oxigénio por macréfagos infectados com as cepas WT
Brucella ovis, AabcBA ou AvirB2. Os macréfagos foram marcadas com a sonda CellRox Deep Red
durante 1 h e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados sdo expressos como intensidade de
fluorescéncia média (IMF). LPS de E. coli (1 pg/mL) foi utilizado para estimular os macr6fagos como
controle positivo. Macrofagos ndo infectados foram usados como controle negativo (CN). As barras
representam a média e erro padrdo de trés experimentos independentes. Asterisco indica diferenca
estatisticamente significativa entre WT ¢ mutantes (* p<0,05).

6. DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro estudo que descreve a sobrevivéncia e trafego intracelular de B. ovis
em macrofagos ovinos primarios, ou seja, a principal célula fagocitica do sistema
imunolégico da espécie hospedeira preferencial na infeccdo por B. ovis. Isto ¢
particularmente importante no caso de B. ovis, uma vez que ¢ uma das espécies mais
restrita de hospedeiro no género Brucella, o que torna a avaliagdo da interagdo com o
macrofago ovino primario crucial para validar os dados publicados anteriormente sobre
a patogénese de B. ovis (Xavier et al., 2010). Nossos resultados demonstraram que as
cepas AabcBA e AvirB2 de B. ovis ndo sao capazes de modularem o trafego intracelular
e, cosequentemente, falham em multiplicar intracelularmente em macréfagos ovinos.
Estes resultados estdo de acordo com nossos estudos anteriores, que demonstraram que
as cepas AabcBA e AvirB2 sao atenuadas em linhagens de macréfagos murino (Silva et
al., 2011; Sa et al., 2012) ou células epiteliais (Silva et al., 2014). Os nossos resultados
também se correlacionam bem com o fendtipo de forte atenuacdo in vivo em
camundongos (Silva et al., 2011) e nos carneiros (Silva et al., 2013). Curiosamente,
Silva et al. (2014) demonstraram que, mesmo em linhanges de células epiteliais nao
fagociticas (células Hela) a cepa AabcBA de B. ovis ndo foi capaz de multiplicar e
sobreviver no ambiente intracelular. Mais importante, ndo houve diferenca
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estatisticamente significativa na internalizagdo de AabcBA ou AvirB2 quando
comparado com a cepa selvagem, o que sugere que o principal papel do transportador
ABC, bem como do SST4 ¢ principalmente na multiplicagdo intracelular (Starr et al,.
2008; Silva et al., 2011; Sa et al, 2012; Silva et al., 2014).

Esta ¢ a primeira descri¢ao de trafego intracelular de B. ovis em macrofagos ovinos
derivados de monocitos. Este estudo confirmou que B. ovis escapa de compartimentos
intracelulares LAMP-1" em tempos iniciais de infec¢do, enquanto que o VCB adquire o
marcador calreticulina ao longo tempo, que estd associada com a multiplicagdao
intracelular em tempos mais tardios de infeccao. Estes resultados sao consistentes com o
que foi demonstrado para as outras espécies do género Brucella, tanto em células
fagociticas como em nao fagociticas (Celli et al., 2003; Starr et al., 2008). O SST4
codificado pelo operon virB de Brucella spp. é necessario para a matura¢ao do vacuolo,
0 que em tempos mais tardios conduz a aquisicdo de marcadores de reticulo
endoplasmatico pelo VCB, um acontecimento essencial para a biogénese da nicho
intracelular de multiplicagao de Brucella (Celli et al., 2003).

Durante o trafego intracelular de Brucella spp., o compartimento endossomal precoce
interage com lisossomos que levam a acidificagdo do VCB, induzindo a expressao SST4
na Brucella (Porte et al., 1999; Celli et al., 2003; de Jong et al., 2008). B. ovis expressa
proteinas do virB tanto em meio rico neutro quanto em meio minimo 4cido (Silva et al.,
2014), que esta em nitido contraste com outras espécies de Brucella spp., sugerindo um
mecanismo exclusivo para a regulacdo do SST4 em B. ovis, independente de um meio
acido. Além disso, a delecdo de um transportador ABC espécie-especifico (AabcBA) de
B. ovis interfere com a expressdo de SST4 em um nivel pos-transcricional, além de
afetar outros fatores de viruléncia tais como chaperonas GroEL (BOV_A0177) e GroES
(BOV_A0178), superoxido dismutase como Cu-Zn sod (SodC, BOV_A0659) e Fe-Mn
Sod (SodB, BOV_0567), os quais estdo envolvidos nos mecanismos de sobrevivéncia
da bactéria diante de um ambiente intracelular adverso (Ko e Splitter, 2003; Silva et al.,
2014). No entanto, apesar de uma clara interferéncia na biossintese de proteinas de B.
ovis, o crescimento in vitro da cepa mutante nao ¢ afetada (Silva et al., 2011). A cinética
de trafego do VCB em macrofagos ovinos ¢ semelhante ao descrito para outras
linhagens de células, incluindo células epiteliais, sugerindo que Brucella spp. usa
mecanismos semelhantes para controlar a sua sobrevivéncia intracelular e multiplicagao
em diferentes células hospedeiras (Pizarro-Cerda et al., 1998; Celli et al., 2003; Silva et
al., 2014).

Neste estudo, encontramos uma associagcdo clara entre a infec¢do por B. ovis € o
desenvolvimento de figuras de mielina, algumas das quais associadas com bactérias que
foram aprisionadas em vacliolos multi-membrana. Estas estruturas sdo
morfologicamente compativeis com compartimentos autofdgicos. Portanto, nossos
resultados fornecem suporte para a via descrita recentemente para a sobrevivéncia
intracelular de B. abortus, que subvertem a via autofagica na célula hospedeira (Starr et
al., 2012), sugerindo que B. ovis explora o mesmo mecanismo de persisténcia no
ambiente intracelular, ou seja, o trafego através de um compartimento que contém
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componentes do reticulo endoplasmatico rugoso, em seguida, avancar para um
compartimento com caracteristicas autofagicas (Celli, 2015) que pode favorecer para a
propagacao da infeccdo de uma célula hospedeira para outra (Starr et al., 2012).

O papel do NO na interagdo entre Brucella e macrofagos ao longo da infecgdo
permanece controverso. Estudos anteriores relataram um papel menor do NO para o
controle de B. abortus em macréfagos murinos, embora o NO seja um importante
componente anti-Brucella em macrofagos murinos pré-estimulados com IFN-y e
infectados com Brucella opsonizada (Jiang et al., 1993; Sun et al., 2002). Nossos
resultados indicaram um baixo nivel de produ¢ao de NO em todo o curso da infecgdo e
significativas diferencas entre WT B. ovis e AabcBA ou AvirB2 somente 48 hpi, que
coincide com a fase de multiplicagdo de WT B. ovis, sugerindo que sob condigdes in
vitro a produg¢do de NO parece ndo ter nenhum efeito letal sobre B. ovis. Para as
espécies classicas lisas de Brucella, tais como B. abortus e B. suis, ¢ descrito o
desenvolvimento de alteragdes fisiologicas adaptativas que reduzem a sua
susceptibilidade ao NO, o que pode explicar a capacidade de multiplicar
intracelularmente desses patdogenos, mesmo quando o NO estd sendo produzido (Gross
et al., 1998; Wang et al., 2001). Kikuchi et al. (2006) demonstraram que a enzima D-
alanil-D-alanina-carboxipeptidase (DAP) contribui para a resisténcia contra NO e ¢
requerida para a multiplicacdo intracelular de B. abortus. Por outro lado, os niveis mais
elevados de ROS foram observados nos estagios mais iniciais da infec¢do, quando os
numeros de UFC de WT e dos mutantes sdo recuperados em menor numero, sugerindo
que B. ovis pode ser susceptivel ao efeito bactericida desses radicais, como
anteriormente demonstrado para B. abortus (Jiang et al., 1993; Sun et al., 2002).

NO e ROS sao classificados como moléculas efetoras responsaveis pela morte de varios
patogenos intracelulares incluindo Toxoplasma gondii (Adams et al., 1990), Leishmania
spp. (Liew et al., 1990; Mauel et al., 1991), Mycobacterium leprae (Adams et al., 1991),
Mycobacterium tuberculosis (Denis, 1993) e Legionella pneumophila (Summersgill et
al., 1992). No entanto, os patdégenos desenvolveram mecanismos para subverter esses
mecanismos antimicrobianos do hospedeiro. Varias moléculas sao envolvidas nesses
mecanismos tais como globinas, flavorubredoxina, enzimas com propriedades NO- ou
S-nitrosotiol redutase e outras proteinas com propriedade redox com papéis pobremente
definidos na prote¢do de estresse nitrosativo. Flavohemoglobina (Hmp) produzido por
Escherichia coli, Mycobacterium bovis, Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e
Campylobacter jejuni, esta envolvido na resisténcia ao NO (Poole, 2005; Lewis et al.,
2015). Patégenos protozoarios tais como Leishmania sp. e Trypanosoma cruzi
desenvolveram mecanismos que impedem a acdo microbicida do NO e das ROS
gerados por células hospedeiras (Sorensen et al., 1994; Descoteaux e Turco, 1999; Say¢
et al., 2014). Do mesmo modo, os agentes infecciosos micéticos incluindo Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis, Cryptococcus
neoformans e Histoplasma capsulatum, também t€m a capacidade de impedir o dano
induzido pelo NO dentro do ambiente intracelular, embora os mecanismos envolvidos
nestes casos ainda sejam desconhecidos (Moreira et al., 2010; Rocco et al. 2011).
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que:

10.

11.

12.

(1) B. ovis é capaz de persistir e multiplicar em macréfagos ovinos;

(i1) que a delecdo do transportador ABC codificado pelos genes abcEDCBA ou a
inativagdo do SST4 de B. ovis inibe a sua multiplicagdo intracelular em
macrofagos ovinos;

(iii) as cepas mutantes AabcBA e AvirB2 de B. ovis sdo incapazes de evadir da fusdo
fagolisossomo e sdao deficientes na maturagdo do vactiolo para compartimentos
derivados do reticulo endoplasmatico, seu nicho intracelular de multiplicacao;

(1) o cultivo de macrofagos ovinos derivados de mondcitos do sangue periférico
mostrou-se ser um modelo adequado para estudar a infec¢do, interacao
hospedeiro/patdgeno e a patogénese de B. ovis.
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