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RESUMO 
 
Infecção por Brucella ovis é associada à epididimite, orquite e infertilidade em 
carneiros. As informações disponíveis sobre B. ovis e sua interação com células 
hospedeiras foram geradas com macrófagos murinos ou linhagens de células epiteliais 
humanas, mas a interação entre B. ovis e macrófagos primários 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 secreção do Tipo IV (SST4) codificado 
pelo operon virB durante a sobrevivência intracelular de B. ovis em macrófagos 
derivados de monócitos do sangue periférico de ovinos. As cepas mutantes ΔabcBA e 
ΔvirB2 de B. ovis foram incapazes de sobreviver no ambiente intracelular quando 
comparado com a cepa selvagem (WT) de B. ovis às 48 horas pós-infecção (hpi). Além 
disso, estas cepas mutantes não foram capazes de excluir o marcador lisossomal LAMP-
1 da membrana de seus vacúolos e seus vacúolos não adquiriram o marcador de retículo 
endoplasmático calreticulina, ao passo que esse marcador estava presente no vacúolo 
contendo WT B. ovis. Níveis mais altos de produção de óxido nítrico (NO) foram 
observados em macrófagos infectados com WT B. ovis no tempo de 48 hpi quando 
comparados com macrófagos infectados com as cepas mutantes ΔabcBA ou ΔvirB2. Por 
outro lado, níveis mais elevados de espécies reativas de oxigênio (ROS) foram 
detectadas em macrófagos infectados com os mutantes ΔabcBA ou ΔvirB2 48 hpi 
quando comparados aos macrófagos infectados com a cepa WT. Nossos resultados 
demonstram que B. ovis é capaz de persistir e de se multiplicar em macrófagos ovinos, 
enquanto que mutações que provocam a perda de funcionalidade do transportador ABC 
e do SST4 impedem a multiplicação intracelular, favorecem a fusão do fagolisossoma e 
prejudicam a maturação do vacúolo de B. ovis para um compartimento com 
características de retículo endoplasmático rugoso. 
Palavras-chave: Brucella ovis, macrófago, 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 ΔabcBA and 
ΔvirB2 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 ΔabcBA or ΔvirB2 mutant strains. 
Conversely, higher levels of reactive oxygen species were detected in macrophages 
infected with the ΔabcBA or ΔvirB2 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 ΔabcBA and ΔvirB2 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. INTRODUÇÃO 
 
Brucelose inclui um grupo de doenças que resulta da infecção por diferentes agentes 
patogênicos do gênero Brucella (Xavier et al., 2009; Poester et al., 2013). Na maioria 
dos casos, é uma doença zoonótica, associada com infecção crônica em animais e seres 
humanos. A brucelose é responsável por grandes perdas econômicas para a pecuária 
(Santos et al., 2013), e é endêmica em vários países, particularmente nos países em 
desenvolvimento (Corbel, 1997; Boschiroli et al., 2001). 
 
Brucella ovis é um cocobacilo Gram-negativo estavelmente rugoso, não encapsulado, 
não esporulado, que pertence à família alfa-2-Proteobacteriacea (Burguess, 1982). 
Brucelose ovina causada por B. ovis tem distribuição mundial em todas as áreas onde a 
ovinocultura tem importância econômica (Carpenter et al., 1987). A infecção por B. ovis 
é caracterizada por epididimite unilateral nos machos (ou bilateral, embora menos 
comum) e degeneração e/ou a atrofia testicular, que podem resultar em infertilidade, 
causando grandes perdas econômicas (Xavier et al., 2010; Carvalho Junior et al., 2012; 
Silva et al., 2013). Em ovelhas, a infecção por B. ovis pode levar ao aborto ou 
nascimento de crias fracas, levando à morte perinatal. Entretanto, B. ovis não tem sido 
associada às infecções em seres humanos, sendo uma das poucas espécies do gênero 
Brucella que não é considerada zoonótica (Blasco, 1990). 
 
Vários fatores de virulência de Brucella spp. que são importantes para o 
estabelecimento da infecção em animais têm sido estudados. Por exemplo, o sistema de 
secreção do tipo IV (SST4) codificado pelo operon virB é necessário para a 
sobrevivência e multiplicação intracelular, desempenhando um importante papel no 
tráfego intracelular de Brucella spp. O SST4 modula a maturação do vacúolo contendo 
Brucella (VCB), inibindo a sua fusão com lisossomos e dirigindo o VCB no sentido de 
um vacúolo que contém características do retículo endoplasmático rugoso, o nicho 
intracelular de multiplicação de Brucella spp. (O'Callaghan et al., 1999; Celli et al, 
2003; Starr et al., 2008). A inativação do SST4 resulta em forte atenuação 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 infecção (O'Callaghan et al., 1999; Sieira 
et al, 2000; Comerci et al, 2001; den Hartigh et al., 2004; Sá et al, 2012; Mol et al., 
2014). 
 
Tsolis et al. (2009) identificaram uma ilha genômica no cromossomo II de B. ovis que é 
ausente em outras espécies clássicas de Brucella, posteriormente nomeada como ilha de 
patogenicidade 1 de B. ovis (BOPI-1), uma vez que codifica os genes que estão 
associados à sua patogenicidade (Silva et al., 2011). Por exemplo, a deleção de dois 
genes que codificam componentes de um possível transportador ABC (ATP-binding 
cassete) de ligação de ATP (BOV_A0504-BOV_A0500, chamado abcEDCBA) resultou 
em atenuação 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 expressão do SST4 a um nível pós-transcricional (Silva 
et al., 2014). 
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Brucella spp. têm a capacidade de sobreviver e multiplicar intracelularmente em 
macrófagos e células não fagocíticas (Thoen et al., 1993). Os macrófagos são peça-
chave para a imunidade inata, mas também desempenham um papel importante no 
desenvolvimento da resposta imunológica adquirida protetora contra Brucella (Eskra et 
al., 2003). No entanto, os macrófagos também são importantes para a persistência de 
Brucella spp. no hospedeiro (Gorvel e Moreno, 2002; Macedo et al., 2013). Portanto, 
estudos experimentais em macrófagos primários infectados com Brucella são 
importantes para uma compreensão completa dos mecanismos de patogênese e 
virulência desta bactéria, bem como a resposta imunológica do hospedeiro. Além disso, 
todas as informações publicadas sobre patogênese de B. ovis são baseadas em 
macrófagos murinos ou linhagens de células epiteliais (Silva et al., 2011, Sá et al., 2012; 
Silva et al., 2014), e não há estudos que avaliam a interação da B. ovis com macrófagos 
do seu hospedeiro preferencial, que é um passo essencial para a validação experimental 
dos resultados obtidos com linhagens celulares, particularmente porque B. ovis é uma 
das espécies mais hospedeiro-restrito do gênero Brucella spp (Xavier et al., 2010). 
 

2. OBJETIVOS 
 
Considerando a hipótese de que o transpordador ABC e o SST4 de B. ovis são 
essenciais para a sua sobrevivência intracelular em macrófagos ovinos, este trabalho 
teve como objetivo geral avaliar o papel de um transportador ABC espécie-específico e 
do SST4 na sobrevivência e tráfego intracelular de B. ovis em macrófagos ovinos 
derivados de monócitos. Para alcançar este objetivo, os objetivos específicos foram: 

(i) avaliação da cinética de infecção de B. ovis em macrófagos ovinos em 
comparação com os mutantes ΔabcBA e ΔvirB2; 

(ii) caracterização do tráfego intracelular de B. ovis e dos mutantes ΔabcBA e 
ΔvirB2; 

(iii) mensuraração da magnitude de resposta microbicida do macrófago ovino 
durante a infecção de B. ovis em comparação com os mutantes ΔabcBA e 
ΔvirB2. 

 
3. REVISÃO DE LITERATURA 

 
3.1 GÊNERO BRUCELLA 
 

A brucelose é uma importante zoonose causada por bactérias pertencentes ao gênero 
Brucella, que acomete grande variedade de espécies animais e gera impacto econômico 
negativo para a pecuária em áreas endêmicas devido a abortos, redução na produção 
leiteira, subfertilidade e infertilidade (Santos et al., 2013; McDermott et al., 2013). 
 
As seis espécies clássicas de Brucella foram identificadas ao longo de 100 anos desde o 
século XIX. A primeira espécie do gênero Brucella foi isolada por David Bruce pela 
primeira vez em 1887, de baço de militares que morreram na costa do Mediterrâneo 
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 após a descoberta de Bruce, Bernhard Bang, um veterinário dinamarquês, 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 leitão abortado (Moreno e 
Moriyón, 2006) e, B. ovis, foi descrita pela primeira vez por McFarlane et al. (1952), na 
nova Zelândia. 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 cães (Carmichael e Bruner, 1968). 
 
Bactérias do gênero Brucella são cocobacilos Gram-negativos, que medem 0,5 a 0,7 por 
0,7 a 1,2 μm, intracelulares facultativos, não encapsulados, pertencentes à família α2-
Proteobacteriacea, capazes de infectar vários tipos celulares, como células 
trofoblásticas, células dendríticas e macrófagos (Gorvel, 2008). 
 
Cada espécie de Brucella demonstra ter maior afinidade por hospedeiros mamíferos 
específicos, embora a maioria seja capaz de infectar outros hospedeiros (Boschiroli et 
al., 2001). Alguns trabalhos sugerem que o gênero Brucella seja monoespecífico, 
sustentado no fato de que a variação genética entre as espécies é muito pequena (Verger 
et al., 1985; Rajashekara et al., 2004). São reconhecidas seis espécies clássicas de 
Brucella: B. melitensis, cujos hospedeiros preferenciais são ovinos e caprinos; B. 
abortus em bovinos; B. suis em suínos; B. ovis em ovinos; B. canis em caninos; B. 
neotomae em roedores selvagens. Todas estas espécies clássicas são patogênicas para o 
homem, exceto B. neotomae e B. ovis (Godfroid et al., 2005). Além destas existem as 
espécies não clássicas de Brucella: B. ceti que acomete cetáceos; B. pinnipedialis em 
pinípedes; B. inopinata, isolada de implante mamário e biópsia de pulmão de humanos; 
B. microti em roedores; B. papionis, isolada do útero de babuínos (Whatmore et al., 
2014) e uma espécie de Brucella ainda não 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 alterações 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 INFECÇÃO POR BRUCELLA OVIS 
 

B. ovis é um cocobacilo pertencente ao gênero Brucella, que pode sobreviver e 
multiplicar dentro de fagócitos profissionais e não profissionais. É considerada não 
patogênica para o homem, porém causa infecção crônica em ovinos (Burguess, 1982).  
 
É o patógeno mais importante do trato reprodutor de carneiros, com tropismo, 
principalmente para o epidídimo, causando falhas reprodutivas (Carvalho Junior et al., 
2012). Geralmente, há epididimite unilateral, acometendo principalmente a cauda do 



17 

 

epidídimo, podendo se estender ao corpo e à cabeça (Walker et al., 1986; Ficapal et al., 
1998). Associada a esta alteração, há edema perivascular e infiltração de linfócitos 
associado à fibrose. Raramente os testículos são afetados, porém, em casos mais graves 
de infecção, podem apresentar-se atrofiados e flácidos. Apesar de serem observadas 
mais frequentemente lesões unilaterais nos epidídimos, ambos também podem ser 
afetados (Bulgin, 1990). Lesões secundárias são decorrentes de obstrução do ducto 
epididimário, acarretando retenção do conteúdo. Se houver extravasamento do 
conteúdo, há inflamação crônica associada à fibrose, caracterizando o granuloma 
espermático (Carvalho Junior et al., 2012). Ampola e glândula vesicular também podem 
ser afetadas, até mesmo sem ter lesões ou bactérias no epidídimo, sugerindo que B. ovis 
pode ter um tropismo por estes órgãos (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 consideração 
durante a implementação de programas de controle e prevenção da doença. Na maioria 
das vezes, o patógeno é 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 estação de monta 
ao ter contato com fêmeas que tiveram contato prévio com machos infectados (Bulgin, 
1990; Ridler e West, 2011). 
 
Após a entrada do patógeno no organismo, a bactéria segue no interior de fagócitos ou 
livres em direção aos linfonodos regionais, que se tornam aumentados devido à 
hiperplasia linfóide e inflamação. Assim, a bactéria se dissemina para vários órgãos, 
como baço, fígado e linfonodos, incluindo o trato genital. Essas alterações 
frequentemente levam algumas semanas para ocorrer, podendo persistir por vários 
meses inclusive com a eliminação do patógeno pelo sêmen por um longo período 
(Ridler et al., 2006, 2014; Xavier et al., 2010; Silva et al., 2013). 
 
Clinicamente, carneiros afetados têm libido normal, porém a qualidade do sêmen pode 
variar. É comum que carneiros infectados não apresentem sinais clínicos da doença, na 
verdade menos de 50% de carneiros com sorologia positiva para B. ovis apresentam 
sinais clínicos (Blasco 1990; Xavier et al., 2010; Silva et al., 2013). Estes, quando 
presentes, podem desaparecer após algumas semanas de infecção (Plant et al., 1986), 
entretanto, há comprovação de que esses animais continuam eliminando B. ovis no 
sêmen (Hughes e Claxton, 1968), servindo como disseminadores da doença no rebanho. 
 
Uma forma simples e muito utilizada para investigar a infecção por B. ovis é através da 
avaliação do sêmen, verificando a eliminação de células inflamatórias, principalmente 
neutrófilos (Carvalho Junior et al., 2012; Silva et al., 2015). Para o diagnóstico 
laboratorial, apesar de B. ovis ser um microrganismo que requer condições e meios de 
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cultivo específicos, o exame bacteriológico do sêmen e da urina é capaz de isolar esse 
agente (Xavier et al., 2010; Silva et al., 2013). Testes sorológicos, como a imunodifusão 
em gel de ágar (IDGA) (Ficapal et al., 1995), fixação de complemento (Ridler et al., 
2014), immunobloting (Kittelberger et al., 1997) e ELISA (França et al., 2014), também 
podem ser utilizados para o diagnóstico da brucelose ovina causada por B. ovis. A 
reação em cadeia da polimerase (PCR) do sêmen e da urina de ovinos, utilizando 
primers específicos de B. ovis, também pode ser utilizado para diagnóstico, constituindo 
um método mais sensível e mais específico que os citados anteriormente (Xavier et al., 
2010). 
 
3.3 FATORES DE VIRULÊNCIA DE BRUCELLA spp. 
 
Fatores de virulência são caracterizados por conferir à bactéria capacidade de invasão, 
multiplicação e sobrevivência em células do hospedeiro, estando associados, assim, 
diretamente à patogenicidade da bactéria (Gorvel e Moreno, 2002). 
 
Em Brucella spp., fatores clássicos de virulência, tais como exotoxinas, exoenzimas, 
fimbrias, flagelos ou cápsula não foram descritos ainda. Assim, alguns determinantes 
antigênicos têm destaque durante a invasão, internalização e trânsito celular de Brucella 
spp. (Olsen et al., 2004). O lipopolissacarídeo (LPS), SST4, sistema de dois 
componentes BvrS:BvrS e o sistema transportador ABC são os principais fatores de 
virulência associados à Brucella spp. (Gorvel e Moreno, 2002; López-Goñi et al., 2002; 
Rosinha et al., 2002; Lapaque et al., 2005). 
 
O LPS é um componente da membrana externa de bactérias Gram-negativas, composto 
por lipoproteína A, um oligossacarídeo e uma cadeia distal O de polissacarídeo. B. 
melitensis, B. abortus e B. suis têm morfologia lisa, com todas as camadas do LPS 
intactas, porém B. ovis e B. canis não possuem a cadeia O, assim, são espécies 
naturalmente rugosas (Godfroid et al., 2000). 
Amostras de Brucella de morfologia lisa têm a habilidade de invasão de células do 
hospedeiro associada à cadeia O do LPS, por isso, esta é considerada um determinante 
molecular de virulência, 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 virulência se deu através de 
experimentos que demonstraram que havia reduzida imunogenicidade desta molécula e 
deficiência na ativação da via alternativa do complemento (Sangari e Aguero, 1996).  
 
Além de favorecer a sobrevivência extracelular, o LPS liso é capaz de atrasar a 
maturação do fagossomo, inibir a fusão do fagolisossomo e apoptose de macrófagos, 
proporcionando, assim, a sobrevivência e multiplicação intracelular de Brucella no 
hospedeiro (Lapaque et al., 2005).  
 
Existem estruturas que compõem a membrana externa de Brucella e que contribuem na 
invasão celular e no potencial imunogênico (Vizcaíno et al., 1996; Rossetii et al., 2009). 
Estas estruturas são as proteínas de membrana externa (OMPs). As principais OMPs 
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relatadas em Brucella são Omp31, Omp19, Omp25 e Omp22, sendo expostas na 
superfície da Brucella (Cloeckaert et al., 1992; Vizcaíno et al., 1996). Nas espécies de 
Brucella com LPS liso, as OMPs são pouco expostas aos anticorpos quando comparadas 
às espécies de Brucella com LPS rugoso, devido à extensa cadeia O do LPS (Bowden et 
al. 1995). A deleção dos genes omp25 e da omp31 de B. ovis não interferiu na 
multiplicação intracelular em macrófago murino ou em células HeLa, porém a deleção 
de omp22 resultou na atenuação do patógeno (Martín-Martín et al., 2008). 
 
A secreção de proteínas é um dos mais importantes fatores de virulência de bactérias 
patogênicas e o sistema de secreção exerce função essencial na interação 
patógeno/hospedeiro (Lee et al., 2006). As bactérias secretam proteínas por meio de 
numerosos tipos de sistemas de secreção classificados de tipo I ao tipo VI. 
 
Em Brucella spp., existe um complexo de proteínas, na membrana externa, que 
transporta macromoléculas para o meio extracelular, denominada de SST4 
(O’Callaghan et al., 1999; Boschiroli et al., 2002). Este é um dos principais fatores de 

virulência da Brucella associado à sobrevivência e multiplicação intracelular. O TSS4 
de Brucella é codificado por um operon (virB) composto por 12 genes (virB1 a virB12). 
Os genes virB1 a virB11 são conservados (possuem genes ortólogos no SST4 de outras 
bactérias), entretanto, o virB12 está presente somente no gênero Brucella (O’Callaghan 

et al., 1999). O SST4 é responsável pela maturação do vacúolo contendo Brucella sp. e 
impede a fusão do fagossomo com o lisossomo. Assim, o patógeno consegue alcançar o 
retículo endoplasmático e se multiplica tanto em fagócitos quanto em células não 
fagocíticas (Hong et al., 2000; Sieira et al., 2000; Comerci et al., 2001; Celli et al., 
2003). Estrudos demonstraram que cepas que tenham deleção desse sistema não têm 
capacidade de se multiplicar em macrófagos e em células epiteliais, consequentemente 
estabelecem infecção nos primeiros dias, mas não persistem (Hong et al., 2000; Sá et al, 
2012). 
 
Existem diversos sinais que regulam a expressão do operon virB, como por exemplo 
acidez do ambiente, restrição nutricional e densidade populacional. As proteínas 
reguladoras têm a capacidade de responder aos sinais do ambiente e de coordenar a 
expressão do TSS4 durante a infecção. Existem duas proteínas envolvidas nesse 
processo: fator de integração do hospedeiro (IHF) e proteína reguladora de utilização de 
histidina (HutC). O IHF está relacionado à sobrevivência intracelular e a HutC está 
associado à indução da expressão do TSS4 (Sieira et al., 2004; Sieira et al., 2010; Sieira, 
2013). Além destas proteínas, o sistema regulatório de dois componentes (BvrR/BvrS) 
também regula os genes virB em Brucella spp, sendo capaz de se ligar diretamente à 
região promotora do virB (Martínez-Núñez et al., 2010). O BvrR:BvrS regula a 
expressão de genes que codificam OMPs relacionadas à invasão. É constituído por uma 
proteína sensorial da super família histidina-kinase (BvrS) e uma proteína regulatória 
(BvrR) (López-Goñi et al., 2002). Cepas com deficiência desses genes não conseguem 
recrutar GTPases e polimerizar a actina, sendo impedida, assim, a invasão da bactéria na 
célula hospedeira. Além disso, a ausência desse sistema impede o escape do mecanismo 
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de fusão do fagolisossomo, demonstrando que este sistema é importante para invasão e 
sobrevivência intracelular de Brucella spp. (López-Goñi et al., 2002). 
 
Os sistemas transportadores do tipo ABC ("ATP binding cassete") são considerados um 
fator de virulência identificado no gênero Brucella. São compostos por duas proteínas 
de membrana (que possuem segmentos transmembrana), proteínas de ligação, proteínas 
que hidrolisam o ATP e proteínas que se ligam a um substrato específico e são 
caracterizados pelo tranporte ativo transmebrânico (Rosinha et al., 2002; Jenner et al., 
2009; Silva et al., 2011). Apesar de múltiplas e diversificadas funções, esses sistemas 
podem transportar íons, aminoácidos, peptídeos, ferro e sulfato para o interior da 
bactéria e exportar antibióticos, ácidos graxos e toxinas (Tam e Saier, 1993; Ko e 
Splitter, 2000). Em sua maioria, os transportadores ABC são do tipo exportadores, 
embora, em células procariotas, possam atuar como importadores de nutrientes devido a 
presença de proteínas ligadoras de substrato (PLS) localizadas no periplasma (van der 
Heide e Poolman, 2002). 
 
Estudos das regiões genômicas que codificam transportadores ABC em espécies 
clássicas de Brucella resultou na classificação dos sistemas em três grupos de acordo 
com suas funções: sistema de exportação, sistema de resistência a antibiótico e sistema 
de importação, este último correspondente a maior quantidade dos transportadores ABC 
de Brucella spp. (Jenner et al., 2009). 
 
Vários genes codificam transportadores ABC no gênero Brucella, sendo que esses 
genes constituem cerca 8,8% do seu genoma e que, possivelmente, sejam importantes 
para à sua sobrevivência em condições adversas (Jenner et al., 2009). Interessantemente, 
B. ovis possui o menor número de proteínas transpotadoras e são incapazes de importar 
vários nutrientes quando comparada às outras espécies do gênero Brucella, uma vez que 
vários genes da região genômica envolvida na codificação de sistemas ABC são 
pseudogenes (Jenner et al., 2009; Tsolis et al., 2009). No entanto, estudos de proteômica 
têm apontado que muitos dessas sequências apontadas como pseudogenes são expressas 
e potencialmente codificam proteínas funcionais (Silva et al., 2014).  
 
A deleção de um gene envolvido no transponte de polissacarídeo em B. abortus resultou 
em forte atenuação in vivo em modelos murino de infecção (Rosinha et al., 2002). Por 
outro lado, trabalhos descrevem que outros transportadores ABC de B. abortus não são 
necessários para sobrevivência intracelular e estabelecimento de infecção crônica in 
vivo (Ko e Splitter et al., 2000; Danese et al., 2004). Em B. ovis, estudos têm sido 
desenvolvidos para avaliar a função de um transportador ABC específico desta espécie 
(abcEDCBA), embora ainda não se saiba ao certo qual a real função deste loci e qual 
molécula é transportada. A deleção desse transpotador ABC resultou em forte atenuação 
tanto in vitro quanto in vivo em modelos murinos de infeção (Silva et al., 2011). Um 
estudo revelou que os genes abcEDCBA são necessários para expressão in vitro de 
outros sistemas ABC e proteínas de virulência de B. ovis (incluindo Omp31 e 
superóxido dismutase), assim como a sua sobrevivência intracelular e evasão da fusão 
do fagossomo com o lisossomo, interferindo na expressão de proteínas do SST4 (Silva 
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et al., 2014). Camundongos infectados com esta cepa, encapsulada com alginato, não 
apresentaram alterações histopatológicas significativas no baço, fígado ou órgão 
reprodutores e, em 24 horas após a infecção (hpi), houve mínima recuperação desta 
cepa mutante no baço e fígado 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 não foi eliminada no sêmen ou na urina dos carneiros 
durante seis meses de infecção (Silva et al., 2013). Esta mesma cepa, viva e atenuada de 
B. ovis encapsulada ou não com alginato confere proteção a carneiros contra a cepa 
selvagem de B. ovis (Silva et al., 2015b). 
 
3.4 TRÁFEGO INTRACELULAR DE BRUCELLA spp. 
 
Brucella spp. sobrevive e multiplica em fagócitos profissionais, não profissionais e em 
células não fagocíticas. In vitro também é capaz de se multiplicar em macrófagos e em 
células epiteliais e infectar cultivo primário de células trofoblásticas, macrófagos 
humanos e macrófagos de hospedeiros naturais (Celli et al., 2003; Carvalho Neta et al., 
2008; Silva et al., 2011; Macêdo et al., 2013; Salcedo et al., 2013). 
 
Uma vez internalizada, a Brucella permanece em um compartimento ligado à membrana 
da célula hospedeira, denominado VCB, um fagossomo modificado em que a bactéria 
sobrevive e multiplica. A estratégia de sobrevivência intracelular tem sido bastante 
investigada em experimentos envolvendo o tráfego do VCB em macrófagos e em 
células epiteliais (Celli et al., 2003; Comerci et al., 2001; Pizarro-Cerda et al., 1998). Os 
VCB adquirem então marcadores temporários endossomais, como Rab5 (uma pequena 
molécula ligada à GTP) e um antígeno do endossomo inicial (EEA-1) (Pizarro-Cerda et 
al., 2000; Celli, 2006). Posteriormente, os VCB interagem temporariamente com os 
lisossomos, resultando na acidificação e maturação destes, que é primordial para a 
ativação do SST4 (Porte et al., 1999; Celli et al., 2003). 
 
Através da imunofluorescência e da microscopia eletrônica foi possível observar que o 
que VCB assim que formado, interage com os primeiros compartimentos da via 
endocítica antes de adquirir e reter LAMP-1 (proteína de membrana associado ao 
lisossomo) por até 12 hpi (Celli et al., 2003; Comerci et al., 2001; Pizarro-Cerda et al., 
1998). A fusão com o lisossomo gera marcação positiva de VCB para LAMP-1, além de 
compartimentos com múltiplas membranas, interpretados como fagolisossomos 
(Pizarro-Cerda et al., 1998; Moreno e Moriyón, 2006; Starr et al., 2008). De 12 a 24 
horas após a internalização, os VCB evadem dos lisossomos e se fundem à membranas 
do retículo endoplasmático rugoso (RER), permitindo que a Brucella alcançe seu nicho 
ideal de multiplicação (Pizarro-Cerdá 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 
estágio, o VCB perde os marcadores lisossomais e torna-se positivo para marcadores 
específicos de RER (calreticulina, calnexina e sec61β) (Pizarro-Cerdá et al., 1998; Celli 
et al., 2003; Moreno e Moriyón, 2006). 
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Pesquisas aplicadas à investigação do comportamento intracelular de B. ovis 
demonstraram que em células HeLa, a cepa selvagem de B. ovis é capaz de sobreviver e 
se multiplicar até 48 hpi, ao passo que o mutante abcBA de B. ovis é atenuado já às 24 
hpi. Durante a análise 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 fusão fagolisossomal, enquanto que o mutante ΔabcBA de B. ovis 
se manteve no lisossomo, não sobrevivendo em células HeLa assim como observado no 
macrófago murino. 
 
3.5 O MACRÓFAGO E A INFECÇÃO POR BRUCELLA spp. 
 
Células apresentadoras de antígeno como o macrófago, possuem uma importante função 
na defesa durante um processo infecioso, além de interligar as respostas imunológicas 
inata e adaptativa (Benoit et al., 2008). 
 
Apesar dos macrófagos serem considerados células efetoras essenciais do sistema 
imunológico, estes também possuem outra função muito importante que é a remoção de 
restos celulares, mantendo assim o equilíbrio do tecido. Como células sentinelas, os 
macrófagos são capazes de identificar sinais de danos causados por patógenos através 
dos receptores do tipo toll (TLR), receptores do tipo NOD (NLR) ou receptores de 
interleucina-1 (IL-1R), resultando na sua ativação e aumento do seu potencial de 
eliminar patógenos (Mosser e Edwards, 2008).  
 
Após a internalização de Brucella em fagócitos, a bactéria é localizada em vacúolos 
delimitados por membrana e pode ser destruída no fagolisossomo ou sobreviver nesse 
compartimento e multiplicar-se nos sítios intracelulares. A opsonização no momento da 
internalização torna esta bactéria mais susceptível a ação bactericida dos macrófagos. 
Na maioria das vezes, as bactérias internalizadas são destruídas no interior de 
fagolisossomos antes de atingir os sítios de multiplicação intracelulares. No etanto, 
amostras virulentas de Brucella spp. modificam os mecanismos de maturação dos 
fagossomos, impedindo sua fusão com os lisossomos e evitando assim a degradação 
bacteriana dentro do fagócito (Gorvel e Moreno, 2002). Estas bactérias alteram o 
tráfego intracelular e a maturação do fagolisossomo, prevenindo a aquisição de 
marcadores lisosomais e indo em direção ao compartimento com marcadores de retículo 
endoplasmático rugoso, onde encontra ambiente plenamente favorável à sua 
multiplicação intracelular (Celli et al., 2003). 
 
Mecanismos microbicidas desenvolvidos pelos fagócitos para eliminação de patógenos 
são descritos na literatura (Serafino et al., 2007) e, um dos principais, envolve duas 
enzimas importantes: NADPH oxidase e a óxido nítrico sintetase induzível (iNOS). A 
explosão oxidativa ativa a hexose monofosfato, levando à ativação dos sistemas 
bactericidas dependentes de oxigênio. Assim, são formados espécies reativas de 
oxigênio (ROS) como o anion superóxido (O2

-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e 
radicais hidroxila (OH- e -OH). Além desses, a explosão oxidativa ativa outros sistemas 
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como o óxido nítrico (NO) e a mieloperoxidase (MPO). O NO deriva da L-arginina em 
uma reação catalisada pela óxido nítrico sintetase (NOS), que pode se apresentar na 
forma induzível (iNOS), endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS). O sistema NO interage 
com radicais intermediários de O2 que são produzidos durante a explosão oxidativa 
originando os radicais intermediários de nitrogênio (RNI). Esses radicais têm grande 
capacidade oxidante, inativando assim os sistemas enzimáticos das bactérias 
fagocitadas, levando-as à morte. A mieloperoxidase, na presença de peróxido de 
hidrogênio, oxida íons cloro e iodo, destruindo a bactéria por halogenação de proteínas, 
ácidos nucléicos e lipídeos (López-Urrutia et al., 2000). Entretanto, a importância 
desses radicais no controle da infecção por Brucella ainda carece de esclarecimento. 
 
As principais citocinas produzidas pelos macrófagos durante a infecção por Brucella sp. 
são a IL-12 e o TNF-α (Zhan et al., 1996; Rolán e Tsolis, 2008; Macedo et al., 2013). A 
IL-12 modula a resposta imune adaptativa por estímulo direto da atividade citotóxica 
em linfócitos T CD8+, além promoverem a diferenciação dos linfócitos T auxiliares em 
linfócitos T CD4+ subtipo 1 (Th1). Por outro lado, acredita-se que o papel do TNF-α 
esteja relacionado com a ativação de células efetoras da resposta pró-inflamatória, 
importantes no controle inicial da multiplicação bacteriana (Zhan et al., 1996). Estudo 
com camundongos demonstram que a produção de IL-10 por célula T CD25+ CD4+ 
modula a função de macrófagos e contribui para um balanço inicial entre citocinas pró e 
anti-inflamatórias benéfico para B. abortus, proporcionando a sobrevivência desse 
patógeno e persistência da infecção (Xavier et al., 2013). A produção de IL-10 por 
macrófagos está associada ao aumento da persistência de bactérias como 
Mycobacterium leprae (Sieling e Modlin, 1994), Mycobacterium tuberculosis (O'leary 
et al., 2011) e Coxiella burnetti (Ghigo et al., 2001), devido à sua habilidade de modular 
a resposta Th1 necessária para o controle de patógenos intracelulares. 
 
Em bovinos, alguns trabalhos suportam a idéia de que uma menor susceptibilidade à B. 
abortus está associada à habilidade do macrófago em controlar a multiplicação 
intracelular do patógeno (Campbell et al., 1994; 1996; Rossetti et al., 2010) e que essa 
habilidade pode estar relacionada à raça. Como exemplo, macrófagos da raça Nelore 
(Bos taurus indicus) são mais eficientes em controlar a multiplicação intracelular de B. 
abortus quando comparados aos macrófagos de bovinos da raça holandesa (Bos taurus 
taurus), além de demonstrarem ter maior transcrição de citocinas pró-inflamatórias e 
maior produção de óxido nítrico durante a infecção por B. abortus (Macedo et al., 
2013). 
 
 

4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 CEPAS BACTERIANAS, MEIOS E CONDIÇÕES DE CULTIVO 
 
A cepa de referência (WT) de B. ovis ATCC 25840, a cepa mutante isogênica ∆abcBA 
com deleção de um transportador ABC (Silva et al, 2011) e a cepa mutante ∆virB2 com 
o SST4 afuncional de B. ovis (Sá et al., 2012) foram utilizadas neste estudo. WT B. ovis, 
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ΔabcBA e ΔvirB2 expressando uma proteína fluorescente mCherry (nomeadas 
mCherry-WT B. ovis, mCherry-ΔabcBA e mCherry-ΔvirB2, respectivamente) foram 
utilizados neste estudo (Tabela 1). Estas cepas foram construídas pela inserção do 
plasmídeo 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 
inóculos foram cultivados em ágar triptona de soja (TSA) (Invitrogen, EUA) com 1% 
de hemoglobina (Becton-Dickinson, EUA) a 37°C em 5% de CO2 durante três dias. 
Canamicina (Kan, 100 µg/mL) e ampicilina (Amp, 200 µg/mL) foram adicionadas ao 
meio quando necessário. Para as cepas mCherry-WT B. ovis, mCherry-ΔabcBA, e 
mCherry-ΔvirB2, colônias foram selecionadas para resistência a Amp e fluorescência, 
como descrito anteriormente (Copin et al., 2012). As suspensões bacterianas foram 
ajustadas a uma concentração final pelo espectrofotômetro usando comprimento de 
onda 600 nm (OD600), diluídas seriadamente (1:10) em solução tampão fosfato-salina 
(PBS), semeadas em placas de TSA com 1% de hemoglobina incubadas a 37°C em 5% 
de CO2 durante três dias e, em seguida, o número de unidades formadoras de colónias 
(UFC) foi calculada para confirmar inóculo. 
 
4.2 ISOLAMENTO, CULTIVO E INFECÇÃO DE MACRÓFAGOS OVINOS 
DERIVADOS DE MONÓCITOS  
 
Culturas de macrófagos primários foram obtidas por diferenciação de monócitos 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 ácido-citrato-dextrose (ACD) por punção da veia jugular. 
Carneiros foram considerados livres de B. ovis baseado em resultado obtido por 
imunodifusão em gel de agar (IDGA) e reação em cadeia da polimerase (PCR) a partir 
de amostras de urina. 
 
Tabela 1. Cepas bacterianas e plasmídeos usados neste estudo. 
Cepas/Plasmídeos Descrição Referência 
Cepas 
WT B. ovis B. ovis ATCC25840 ATCC 
B. ovis ΔabcBA B. ovis ΔBOV2_A500-501::KanR Silva et al. (2011)  
B. ovis ΔvirB2 B. ovis ΔvirB2:pAV2.2:: KanR Sá et al. (2012) 
WT B. ovis-mCherry B. ovis:pKSoriT+mCherry-KanR, AmpR Silva et al. (2014) 
B. ovis ΔabcBA-
mCherry 

B. ovis ΔabcBA:pKSoriT+mCherry- 
KanR, AmpR 

Silva et al. (2014 

B. ovis ΔvirB2-
mCherry 

B. ovis ΔvirB2: pKSoriT+mCherry- 
KanR, AmpR 

Silva et al. (2014 

Plasmídeos 
pKSoriT+mCherry  pKSoriT-bla-kan-carb-PsojA-mCherry Copin et al. (2012) 
R: resistência 
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Inicialmente, o sangue foi diluído (1:2) em PBS (pH 7,4), foi lentamente depositado 
sobre uma coluna de solução de Histopaque (Sigma-Aldrich, EUA), e depois 
centrifugado a 1000 x g durante 40 min a 18°C. 
 
Após a separação, a interfase contendo as células mononucleares foi recolhida, lavadas 
três 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 aminoácidos 
não-essenciais (Invitrogen, EUA), piruvato de sódio 1 mM (Invitrogen, EUA), 2,9 mM 
de bicarbonato de sódio, 10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, EUA), penicilina 
(100 U/mL) e estreptomicina (100 µg/mL). As células em suspensão foram transferidas 
para frascos Erlenmeyer de Teflon de 125 mL (Nalgene Company, EUA), e incubadas a 
37°C em 5% de CO2 durante 24 h. As células não aderentes foram removidas, foi 
adicionado 15 mL de RPMI suplementado com 10% de SFB sem antibióticos, e as 
células foram incubadas a 37°C em 5% de CO2 durante 11 dias, trocando o meio a cada 
três dias. Este experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da 
Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA, Protocolo 62/2014). 
 
Após 11 dias em cultura, macrófagos foram removidos dos frascos por resfriamento em 
gelo durante 20-30 minutos, seguido por agitação vigorosa. A suspensão 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 número de células viáveis foi determinado com base na exclusão de azul de 
tripan, com auxílio de uma câmara de hemocitômetro. Os macrófagos foram 
adicionados a placas de 96 poços a uma concentração de 5 x 105/mL em RPMI 
suplementado com 10% de SFB, incubados overnight a 37°C em 5% de CO2 para 
promover a adesão celular e, em seguida, inoculados com WT B. ovis, ΔabcBA ou 
ΔvirB2 a uma concentração de 5 x 107 bactérias/mL, com a multiplicidade de infecção 
(MOI) de 1:100. A placa foi centrifugada a 400 x g durante 5 min à temperatura 
ambiente e incubadas durante 30 min a 37°C em 5% de CO2. Em seguida, o meio de 
cada poço foi substituído com meio RPMI suplementado com 10% de SFB e 
gentamicina (Invitrogen, EUA) a uma concentração final de 100 µg/mL e incubadas 
durante 1 h a 37°C em 5% de CO2 para a inativação de bactérias extracelulares. Além 
disso, a suspensão 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 internalização (denominado tempo 
zero), os macrófagos foram lavados uma vez com PBS, lisados com água destilada 
estéril, diluídos em série em PBS e plaqueados em placas de TSA com 1% de 
hemoglobina isenta de antibiótico (WT) ou contendo canamicina 100 μg/mL (mutante) 
para contagens de UFC. Para avaliar a cinética de sobrevivência intracelular, os 
macrófagos foram infectados e lisados nas mesmas condições em 8, 24, e 48 h após a 
infecção (hpi). Todos esses experimentos foram repetidos, pelo menos três vezes, 
incluindo as cepas mCherry-WT B. ovis, mCherry-ΔabcBA e mCherry-ΔvirB2. 
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4.3 IMUNOCITOQUÍMICA 
 
Macrófagos ovinos foram adicionados overnight a chamber slides (Nunc Lab-Tek II 
Chamber Slide System, Thermo Scientific, EUA) a 37°C em 5% de CO2 para promover 
a adesão celular e foram infectados com WT de B. ovis, ΔabcAB ou ΔvirB2 de B. ovis 
com MOI de 1:100, nas mesmas condições mencionadas anteriormente. Nos tempos 8, 
24 e 48 horas as amostras foram fixadas com paraformaldeído a 4% em PBS por 20 min 
a temperatura ambiente e processadas para imunocitoquímica. Resumidamente, as 
lâminas foram lavadas três vezes com PBS e, então, incubadas por 30 min com 
anticorpo primário, utilizando soro policlonal diluído (1:5000) de coelho 
experimentalmente infectados duas vezes (com um mês de intervalo) com 1 x 109 UFC 
de B. ovis (ATCC 25840) (Silva et al., 2011). Em seguida, as lâminas foram lavadas três 
vezes com PBS, incubadas com anticorpo secundário biotinilado (LSAB+ Kit, DAKO 
Corporation, EUA) por 20 minutos, seguida de mais uma lavagem em PBS e incubação 
por 20 minutos com complexo de estreptoavidina-peroxidase (LSAB+ Kit, DAKO 
Corporation, EUA). A reação foi revelada usando 3-amino-9-etil-carbazol (AEC, 
DAKO Corporation, EUA) por 10 min e contracorados com hematoxilina de Mayer. As 
células foram avaliadas quanto à imunodetecção de bactéria intracelular. 
 
4.4 MICROSCOPIA CONFOCAL 
 
Macrófagos foram adicionados a lamínulas de vidro de 13 mm acondicionadas em uma 
placa de 24 poços a uma concentração de 6 x 105 células/mL e incubadas overnight a 
37°C em CO2 a 5% para promover a adesão celular. Para os estudos de co-localização, 
devido à falta de anticorpos com reação cruzada para Ovis aries comercialmente 
disponíveis, os macrófagos foram transitoriamente transduzidos utilizando um kit 
comercial CellLight Lisossomo-GFP Beckman 2.0 (Invitrogen, EUA) para a marcação 
da proteína lisossomal LAMP-1 ou CellLight ER-GFP Beckman 2.0 (Invitrogen, EUA) 
para a marcação da calreticulina (um marcador de retículo endoplasmático), ajustada a 
proporção de 30 partículas virais por célula e incubadas a 37°C em 5% de CO2 durante 
16 h, de acordo com as instruções do fabricante. Os macrófagos foram, então, 
infectados com mCherry-WT B. ovis, mCherry-ΔabcBA e mCherry-ΔvirB2 com MOI 
de 1:100, nas mesmas condições anteriormente mencionadas, sob proteção da luz. Após 
8, 24, e 48 h, cada poço contendo uma lamínula foi lavado três vezes com PBS, fixados 
com paraformaldeído a 4% em PBS durante 20 min à temperatura ambiente, sob 
proteção da luz. A lamínula foi removida de cada poço e montada em lâminas de vidro 
utilizando o meio de montagem para a fluorescência Fluoshield (Sigma-Aldrich, EUA) 
contendo 4'6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), um marcador de ácido nucléido, e 
incubadas durante 5 min à temperatura ambiente e protegido da luz. As amostras foram 
analisadas em um microscópio confocal modelo LSM 510 Meta (Carl Zeiss, EUA) 
equipado com uma objetiva de imersão 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 infecção por B. ovis nas células e co-localização de 
compartimentos positivos para LAMP-1 ou calreticulina, pelo menos 100 células por 
amostra foram analisados. 
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4.5 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO 
 

Macrófagos foram adicionados a chamber slide em uma concentração de 106 
macrófagos/poço e infectados com WT B. ovis, ΔabcBA ΔvirB2 na concentração de 108 
bactérias/poço (MOI 1:100), como descrito anteriormente. Depois de 30 min, 24 e 48 
hpi, os macrófagos foram fixados com glutaraldeído a 2% em tampão cacodilato 0,1 M 
(pH 7,2) durante 24 h e mantidos em tampão de cacodilato de 0,1 M (pH 7,2) até o 
processamento para MET. Macrófagos não infectados foram incluídos como controle 
em cada tempo. As amostras foram processadas pela técnica de flat embedding descrito 
por Steiner et al (1994). Secções ultrafinas foram feitas em um ultramicrótomo (Leica 
EM UC6, Áustria), contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo 5%, e 
examinado em um microscópio eletrônico de transmissão (Tecnai G2-12-12 kV - FEI 
SpiritBiotwin, EUA). 
 
4.6 MENSURAÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO E ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 
 
Quantificação de óxido nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (ROS) foi baseada 
na quantificação fluorimétrica utilizando a sonda fluorescente permeável 4,5-diacetato 
de diaminofluoresceína (DAF-2 DA) (Sigma Aldrich, EUA) e CellRox Deep Red 
Reagent (Invitrogen, EUA), respectivamente. Resumidamente, os macrófagos foram 
adicionados a placas de 96 poços (7 x 104 macrófagos/poço) e infectados com WT B. 
ovis, ΔabcBA, ou ΔvirB2, e incubados durante 8, 24, e 48 h, sob as mesmas condições 
que as descritas anteriormente. LPS de Escherichia coli (Sigma Aldrich, EUA) a uma 
concentração de 1 µg/mL foi utilizada para estimular os macrófagos como controle 
positivo. O controle negativo consistiu em macrófagos não infectados. As sondas DAF-
2 DA, a uma concentração final de 2,5 µM em PBS e CellRox na concentração final de 
5 µM em PBS foram adicionadas em cada poço em cada tempo, incluindo os controles, 
e a placa incubada a 37°C em 5% CO2 durante 1 h. Após este tempo, as células foram 
fixadas com 200 µL de paraformaldeído a 4% em PBS durante 20 min à 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 citómetro FACScalibur (Becton Dickinson, EUA), utilizando 
comprimentos de onda de 488 nm/515 nm (excitação e emissão, respectivamente) para 
DAF-2 DA e 644 nm/665 nm (excitação e emissão, respectivamente) para CellRox 
Deep Red. 

 
4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Todos os dados de UFC sofreram transformação logarítimica e foram submetidos à 
análise de variância (ANOVA). Para microscopia confocal, todos os dados percentuais 
foram submetidos à transformação angular antes da ANOVA. Médias de grupos foram 
comparadas pelo teste de Student Newman Keuls (SNK), usando o programa de análise 
estatística Graphpad Prism 5.0 (GraphPad Software, EUA), e considerado significativo 
quando p<0,05. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os dados 
representam a média e o erro padrão de três experimentos independentes. 
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5. RESULTADOS 
 
5.1 INTERNALIZAÇÃO E CINÉTICA DE SOBREVIVÊNCIA INTRACELULAR 
DE WT BRUCELLA OVIS, ΔABCBA E ΔVIRB2 EM MACRÓFAGOS OVINOS 
 
Macrófagos ovinos derivados de monócitos do sangue periférico foram infectados com 
WT B. ovis, ΔabcBA, ou ΔvirB2 e bactérias intracelulares foram contadas às 0, 8, 24 e 
48 hpi (Figura 1). O perfil de internalização de WT B. ovis, ΔabcBA e ΔvirB2 foram 
semelhantes (tempo 0 de infecção), e o número de UFC diminuiu igualmente entre as 
cepas em 24 hpi. No entanto, os níveis de infecção de ΔabcBA e ΔvirB2 foram 
significativamente menores em 48 hpi (p<0,001), quando comparados com WT B. ovis, 
confirmando que essas cepas mutantes não são capazes de multiplicarem 
intracelularmente em macrófagos. Em contraste, a cepa WT B. ovis foi capaz de 
sobreviver e multiplicar dentro de macrófagos ovinos, com um aumento no número de 
UFC intracelular em 48 hpi (~ 2 logs) em comparação com as cepas mutantes. 
Avaliação imunocitoquímica de macrófagos após infecção demonstrou localização 
intracelular de bactérias ao longo do curso da infecção (Figura 2). Análise ultra-
estrutural de macrófagos ovinos após a infecção com WT B. ovis, ΔabcBA, ou ΔvirB2 
foi realizada em diferentes tempos após a infecção. Como mostrado na Figura 3A, aos 
30 min após a infecção, foi possível visualizar as bactérias dentro de um vacúolo 
delimitado por uma membrana em macrófagos infectados com a cepa WT B. ovis. Não 
foram observadas características morfológicas de morte celular. Em contraste, bactérias 
degradadas já eram possíveis de serem observadas dentro de vacúolos de macrófagos 
infectados com as cepas mutantes ΔabcBA (Figura 3B) ou ΔvirB2 (Figura 3C) em 30 
min após a infecção. Ao fim de 24 hpi, a maior parte do VCB (WT e mutantes) eram 
morfologicamente compatível com fagolisossomos contendo alguns restos celulares 
(Figuras 3D e 3E). Estruturas eletrodensas compatíveis com figuras de mielina 
(sugestivas de processo degenerativo) foram observadas no citoplasma de macrófagos 
infectados em 24 hpi, tornando-se mais abundantes em 48 hpi (Figura 3F). Tais 
estruturas não foram observadas em macrófagos não infectados. 

 



29 

 

 
Figura 1. Internalização e sobrevivência intracelular de WT Brucella ovis, ΔabcBA e ΔvirB2 em 
macrófagos ovinos. Os dados representam a média e erro padrão (n = 6) de três experimentos 
independentes. Asterisco indica diferenças estatisticamente significativas entre a WT e mutantes (*** 
p<0,001). 
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Figura 2. Imagem representativa da imunomarcação intracitoplasmática de WT Brucella ovis, 
ΔabcBA e ΔvirB2 em macrófagos ovinos. Os macrófagos foram infectados em uma chamber slide e, em 
seguida, imunomarcados às 8, 24 e 48 h após a infecção. Imunomarcação de WT B. ovis, ΔabcBA, e 
ΔvirB2 (coloração vermelha indicado pelas pontas de seta) se localiza no citoplasma de macrófagos 
ovinos contrastadas com hematoxilina de Mayer. As micrografias são representativas do tempo 8 hpi. 
Barra = 50 µm. 
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Figura 3. Microscopia eletrônica de transmissão de macrófagos ovinos infectados com as cepas 
WT, ΔabcBA ou ΔvirB2 de Brucella ovis. Os macrófagos foram infectados durante 30 min., 24 e 48 h 
em uma chamber slide, fixados com glutaraldeído a 2% em tampão cacodilato e processados para 
microscopia eletrônica de transmissão. (A) Vacúolo citoplasmático contendo uma bactéria (seta) em 
macrófagos infectados com WT B. ovis 30 min pós-infecção; bar = 500 nm. (B) Vacúolos contendo várias 
bactérias (seta) e bactérias degradadas (cabeça de seta) em um macrófago infectado com cepa mutante 
ΔabcBA de B. ovis 30 min pós-infecção; barra = 1 µm. (C) Figuras de mielina em um macrófago 
infectado com a cepa mutante  ΔvirB2 de B. ovis 30 min após a infecção; bar = 500 nm. (D) Vacúolo 
contendo bactérias fundido com lisossomo, caracterizado por um teor ligeiramente eletrondenso dentro do 
vacúolo (seta), em um de macrófago infectado com ΔvirB2 de B. ovis 30 min pós-infecção; bar = 500nm. 
(E) Bactérias degeneradas associadas as figuras de mielina (seta) em um macrófago infectado com a cepa 
mutante ΔvirB2 de B. ovis 24 hpi; bar = 500 nm. (F) Macrófagos infectados com a cepa mutante ΔabcBA 
de B. ovis 48 hpi sem quaisquer bactérias intracelulares; barra = 1µm. 
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5.2 TRÁFEGO INTRACELULAR DE MCHERRY-WT BRUCELLA OVIS, MCHERRY-
ΔABCBA E MCHERRY-ΔVIRB2 EM MACRÓFAGOS OVINOS 
 
Estudos têm demonstrado a importância do transportador ABC codificado pelos genes 
abcEDCBA, assim como do SST4 para a sobrevivência intracelular da B. ovis (Silva et 
al., 2011; Sá et al., 2012; Silva et al., 2014). No entanto, o papel destes fatores de 
virulência na sobrevivência intracelular de B. ovis em macrófagos do hospedeiro 
preferencial de infecção não foi estudado. Para assegurar que a inserção do gene 
mCherry não interferiu com o crescimento in vitro e a sobrevivência intracelular das 
cepas de B. ovis, uma curva de crescimento in vitro e a infecção de macrófagos foram 
realizadas. Como esperado, as cepas mCherry-WT B. ovis, mCherry-ΔabcBA e 
mCherry-ΔvirB2 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-ΔabcBA, mCherry-ΔvirB2 e WT B. ovis estavam na fase exponencial 
de crescimento entre 24 e 72 h de incubação a 37°C com 5 % de CO2 e, em seguida, 
entraram na fase estacionária de crescimento (Figura 4). Além disso, mCherry-WT B. 
ovis, mCherry-ΔabcBA, e mCherry-ΔvirB2 apresentaram internalização e cinética de 
infecção em macrófagos ovinos muito semelhantes ao das cepas sem inserção do gene 
mCherry (Figura 5). Devido à falta de anticorpos com reação cruzada para Ovis aries 
comercialmente disponíveis, utilizou-se o kit comercial CellLight Lysossome-GFP 
Beckman 2.0 (marcador LAMP-1) e CellLight calreticulin-GFP Beckman 2.0 (marcador 
retículo endoplasmático), ambos baseados na transdução viral, o que nos permitiu 
avaliar adequadamente o tráfego intracelular de B. ovis em macrófagos durante o curso 
da infecção. 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 
macrófagos infectados com mCherry-ΔabcBA e mCherry-ΔvirB2 foram LAMP-1+, em 
contraste com VCB de macrófagos infectados com mCherry-WT B. ovis, que tiveram 
uma baixa percentagem de colocalização. Aos 48 hpi, uma grande quantidade de 
mCherry-WT B. ovis foi observada no citoplasma de macrófagos, quando comparadas 
com as cepas mutantes mCherry-ΔabcBA e mCherry-ΔvirB2 (p<0,001) (Figura 6C). 
Para excluir a possibilidade de que a transdução viral poderia afetar a cinética da 
infecção intracelular das cepas utilizadas neste estudo, os experimentos de 
sobrevivência intracelular foram repetidas após a transdução (Figura 6D). Como 
esperado, o número de UFC recuperado ao longo do tempo foi muito semelhante ao que 
é mostrado na Figura 1. 
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Figura 4. Curva de crescimento in vitro das cepas WT, mCherry-WT, mCherry-ΔabcBA, e 
mCherry-ΔvirB2 de Brucella ovis. As cepas foram cultivadas em placas de TSA com 1% de 
hemoglobina a 37°C em 5% de CO2. Dados representam a média e o erro padrão de três experimentos 
independentes. 
 

Além disso, experimentos semelhantes de microscopia confocal com marcação 
para calreticulina, um marcador de RE, foram realizados. Às 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 macrófagos 
infectados com mCherry-WT B. ovis mostraram um recrutamento progressivo e extenso 
do marcador calreticulina, que pode ser visto pela elevada percentagem de co-
localização, o que corresponde a aproximadamente 60% e 90% de VCB às 24 e 48 hpi, 
respectivamente. Em contraste, VCB de macrófagos infectados com as cepas mutantes 
mCherry-ΔabcBA ou mCherry-ΔvirB2 tinham uma percentagem muito baixa de co-
localização com calreticulina ao longo do curso da infecção, que coincidiu com o baixo 
percentual de macrófagos contendo bactérias intracelulares (~ 5%; p<0,001) (Figura 
7C). Da mesma forma, a transdução viral não afetou a cinética de bactérias 
intracelulares (Figura 7D). Estes resultados demonstram que B. ovis sem o transportador 
ABC espécie-específico ou um SST4 funcional não são capazes de controlar e dirigir a 
maturação do seu vacúolo num nicho de multiplicação, isto é, um vacúolo semelhante 
ao retículo endoplasmático, portanto não são capazes de sobrevierem intracelularmente. 
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Figura 5. Cinética de infecção em macrófagos ovinos das cepas mCherry-WT Brucella ovis, 
mCherry-ΔabcBA, e mCherry-ΔvirB2 de Brucella ovis. Os dados representam a média e o erro padrão (n 
= 6) de três experimentos independentes. Asterisco indica diferença estatisticamente significante entre a 
WT e mutantes (*** p<0,001). 
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Figura 6. Tráfego intracelular de WT Brucella ovis, ΔabcBA ou ΔvirB2 em macrófagos ovinos expressando LAMP-1. (A) Imagens representativas 
de microscopia confocal de macrófagos ovinos expressando LAMP-1 e infectados com as cepas mCherry-WT B. ovis, mCherry-ΔabcBA ou mCherry-
ΔvirB2 de B. ovis. (B) Percentual médio de vacúolos contendo Brucella (VCB) que foram positivas para LAMP-1 durante a infecção. (C) Número médio 
de bactérias por célula (total de 100 células por tempo) ao longo da infecção. (D) cinética de infecção mCherry-WT B. ovis, mCherry-ΔabcBA, e mCherry-
ΔvirB2 de B. ovis em macrófagos ovinos que expressam LAMP-1 por transdução transitória (ver seção Material e métodos). Os dados representam a média 
e o erro padrão de pelo menos 100 células a partir de três experimentos independentes (** p<0,01; *** p<0,001).  
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Figura 7. Tráfego intracelular de WT Brucella ovis, ΔabcBA ou ΔvirB2 em macrófagos ovinos expressando calreticulina. (A) Imagens 
representativas de microscopia confocal de macrófagos ovinos expressando calreticulina e infectados cepas mCherry-WT B. ovis, mCherry-ΔabcBA ou 
mCherry-ΔvirB2 de B. ovis. (B) Percentual médio de VCB que foram positivas para calreticulina durante a infecção. (C) Número médio de bactérias por 
célula (total de 100 células por tempo) ao longo da infecção. (D) cinética de infecção mCherry-WT B. ovis, mCherry-ΔabcBA, e mCherry-ΔvirB2 de B. 
ovis em macrófagos ovinos expressam calreticulina por transdução transitória (ver seção Material e métodos). Os dados representam a média e o erro 
padrão de pelo menos 100 células a partir de três experimentos independentes (** p<0,01; *** p<0,001). 
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5.3 PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO E ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 
EM MACRÓFAGOS OVINOS INFECTADOS COM AS CEPAS WT BRUCELLA OVIS, 
ΔABCBA OU ΔVIRB2 
 

A produção de óxido nítrico (NO) por macrófagos ovinos durante o curso da 
infecção com WT B. ovis, ΔabcBA ou ΔvirB2 foi avaliada (Figura 8). Como esperado, 
LPS de E. coli induziu elevados níveis de NO em 8, 24, e 48 hpi. NO também foi 
detectável após a infecção com WT B. ovis, ΔabcBA ou ΔvirB2 em todos os tempos 
avaliados, embora em níveis mais baixos quando comparado com o LPS. Curiosamente, 
em 48 hpi, WT B. ovis induziram níveis mais elevados de NO quando comparado com 
as cepas mutantes ΔabcBA e ΔvirB2 (p <0,05). A produção de espécies reactivas de 
oxigênio (ROS) foi avaliada também ao longo do tempo na infecção por B. ovis em 
macrófagos ovinos. Da mesma forma, LPS de E. coli induziu a produção de ROS 
significativa em todos os tempos avaliados após a infecção (Figura 9). 

Níveis mais altos de ROS foram detectados em 8 e 24 hpi em macrófagos 
infectados com WT B. ovis, ΔabcBA ou ΔvirB2, embora tenham sido observadas 
diferenças estatisticamente significativas entre os grupos. Além disso, contrariamente ao 
que foi observado para o NO, as cepas mutantes ΔabcBA e ΔvirB2 induziram 
quantidades significativamente mais elevadas de ROS em comparação com WT B. ovis 
(p<0,05) em 48 hpi (Figura 9). 

 

 
Figura 8. Produção de óxido nítrico pelos macrófagos infectados com WT Brucella ovis, ΔabcBA 

ou ΔvirB2. Os macrófagos foram marcados com a sonda DAF-2 durante 1 h e analisados por citometria 
de fluxo. Os resultados são expressos como intensidade de fluorescência média (IMF). LPS de E. coli (1 
µg/mL) foi utilizado para estimular os macrófagos como controle positivo. Macrófagos não infectados 
foram usados como controle negativo (CN). As barras representam a média e erro padrão de três 
experimentos independentes. Asterisco indica diferença estatisticamente significativa entre WT e 
mutantes (* p<0,05). 
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Figura 9. Produção de espécies reativas de oxigênio por macrófagos infectados com as cepas WT 
Brucella ovis, ΔabcBA ou ΔvirB2. Os macrófagos foram marcadas com a sonda CellRox Deep Red 
durante 1 h e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados são expressos como intensidade de 
fluorescência média (IMF). LPS de E. coli (1 µg/mL) foi utilizado para estimular os macrófagos como 
controle positivo. Macrófagos não infectados foram usados como controle negativo (CN). As barras 
representam a média e erro padrão de três experimentos independentes. Asterisco indica diferença 
estatisticamente significativa entre WT e mutantes (* p<0,05). 
 

6. DISCUSSÃO 
 
Este é o primeiro estudo que descreve a sobrevivência e tráfego intracelular de B. ovis 
em macrófagos ovinos primários, ou seja, a principal célula fagocítica do sistema 
imunológico da espécie hospedeira preferencial na infecção por B. ovis. Isto é 
particularmente importante no caso de B. ovis, uma vez que é uma das espécies mais 
restrita de hospedeiro no gênero Brucella, o que torna a avaliação da interação com o 
macrófago ovino primário crucial para validar os dados publicados anteriormente sobre 
a patogênese de B. ovis (Xavier et al., 2010). Nossos resultados demonstraram que as 
cepas ΔabcBA e ΔvirB2 de B. ovis não são capazes de modularem o tráfego intracelular 
e, cosequentemente, falham em multiplicar intracelularmente em macrófagos ovinos. 
Estes resultados estão de acordo com nossos estudos anteriores, que demonstraram que 
as cepas ΔabcBA e ΔvirB2 são atenuadas em linhagens de macrófagos murino (Silva et 
al., 2011; Sá et al., 2012) ou células epiteliais (Silva et al., 2014). Os nossos resultados 
também se correlacionam bem com o fenótipo de forte atenuação 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 não 
fagocíticas (células HeLa) a cepa ΔabcBA de B. ovis não foi capaz de multiplicar e 
sobreviver no ambiente intracelular. Mais importante, não houve diferença 
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estatisticamente significativa na internalização de ΔabcBA ou ΔvirB2 quando 
comparado com a cepa selvagem, o que sugere que o principal papel do transportador 
ABC, bem como do SST4 é principalmente na multiplicação intracelular (Starr et al,. 
2008; Silva et al., 2011; Sá et al, 2012; Silva et al., 2014). 
 
Esta é a primeira descrição de tráfego intracelular de B. ovis em macrófagos ovinos 
derivados de monócitos. Este estudo confirmou que B. ovis escapa de compartimentos 
intracelulares LAMP-1+ em tempos iniciais de infecção, enquanto que o VCB adquire o 
marcador calreticulina ao longo tempo, que está associada com a multiplicação 
intracelular em tempos mais tardios de infecção. Estes resultados são consistentes com o 
que foi demonstrado para as outras espécies do gênero Brucella, tanto em células 
fagocíticas como em não fagocíticas (Celli et al., 2003; Starr et al., 2008). O SST4 
codificado pelo operon virB de Brucella spp. é necessário para a maturação do vacúolo, 
o que em tempos mais tardios conduz à aquisição de marcadores de retículo 
endoplasmático pelo VCB, um acontecimento essencial para a biogênese da nicho 
intracelular  de multiplicação de Brucella (Celli et al., 2003). 
 
Durante o tráfego intracelular de Brucella spp., o compartimento endossomal precoce 
interage com lisossomos que levam a acidificação do VCB, induzindo a expressão SST4 
na Brucella (Porte et al., 1999; Celli et al., 2003; de Jong et al., 2008). B. ovis expressa 
proteínas do virB tanto em meio rico neutro quanto em meio mínimo ácido (Silva et al., 
2014), que está em nítido contraste com outras espécies de Brucella spp., sugerindo um 
mecanismo exclusivo para a regulação do  SST4 em B. ovis, independente de um meio 
ácido. Além disso, a deleção de um transportador ABC espécie-específico (ΔabcBA) de 
B. ovis interfere com a expressão de SST4 em um nível pós-transcricional, além de 
afetar outros fatores de virulência tais como chaperonas GroEL (BOV_A0177) e GroES 
(BOV_A0178), superóxido dismutase como Cu-Zn sod (SodC, BOV_A0659) e Fe-Mn 
Sod (SodB, BOV_0567), os quais estão envolvidos nos mecanismos de sobrevivência 
da bactéria diante de um ambiente intracelular adverso (Ko e Splitter, 2003; Silva et al., 
2014). No entanto, apesar de uma clara interferência na biossíntese de proteínas de B. 
ovis, o crescimento in vitro da cepa mutante não é afetada (Silva et al., 2011). A cinética 
de tráfego do VCB em macrófagos ovinos é semelhante ao descrito para outras 
linhagens de células, incluindo células epiteliais, sugerindo que Brucella spp. usa 
mecanismos semelhantes para controlar a sua sobrevivência intracelular e multiplicação 
em diferentes células hospedeiras (Pizarro-Cerda et al., 1998; Celli et al., 2003; Silva et 
al., 2014). 
 
Neste estudo, encontramos uma associação clara entre a infecção por B. ovis e o 
desenvolvimento de figuras de mielina, algumas das quais associadas com bactérias que 
foram aprisionadas em vacúolos multi-membrana. Estas estruturas são 
morfologicamente compatíveis com compartimentos autofágicos. Portanto, nossos 
resultados fornecem suporte para a via descrita recentemente para a sobrevivência 
intracelular de B. abortus, que subvertem a via autofágica na célula hospedeira (Starr et 
al., 2012), sugerindo que B. ovis explora o mesmo mecanismo de persistência no 
ambiente intracelular, ou seja, o tráfego através de um compartimento que contém 



40 

 

componentes do retículo endoplasmático rugoso, em seguida, avançar para um 
compartimento com características autofágicas (Celli, 2015) que pode favorecer para a 
propagação da infecção de uma célula hospedeira para outra (Starr et al., 2012). 
 
O papel do NO na interação entre Brucella e macrófagos ao longo da infecção 
permanece controverso. Estudos anteriores relataram um papel menor do NO para o 
controle de B. abortus em macrófagos murinos, embora o NO seja um importante 
componente anti-Brucella em macrófagos murinos pré-estimulados com IFN-γ e 
infectados com Brucella opsonizada (Jiang et al., 1993; Sun et al., 2002). Nossos 
resultados indicaram um baixo nível de produção de NO em todo o curso da infecção e 
significativas diferenças entre WT B. ovis e ΔabcBA ou ΔvirB2 somente 48 hpi, que 
coincide com a fase de multiplicação de WT B. ovis, sugerindo que sob condições in 
vitro a produção de NO parece não ter nenhum efeito letal sobre B. ovis. Para as 
espécies clássicas lisas de Brucella, tais como B. abortus e B. suis, é descrito o 
desenvolvimento de alterações fisiológicas adaptativas que reduzem a sua 
susceptibilidade ao NO, o que pode explicar a capacidade de multiplicar 
intracelularmente desses patógenos, mesmo quando o NO está 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 resistência contra NO e é 
requerida para a multiplicação intracelular de B. abortus. Por outro lado, os níveis mais 
elevados de ROS foram observados nos estágios mais iniciais da infecção, quando os 
números de UFC de WT e dos mutantes são recuperados em menor número, sugerindo 
que B. ovis pode ser susceptível ao efeito bactericida desses radicais, como 
anteriormente demonstrado para B. abortus (Jiang et al., 1993; Sun et al., 2002). 
 
NO e ROS são classificados como moléculas efetoras responsáveis pela morte de vários 
patógenos 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 patógenos desenvolveram mecanismos para subverter esses 
mecanismos antimicrobianos do hospedeiro. Várias moléculas são envolvidas nesses 
mecanismos tais como globinas, flavorubredoxina, enzimas com propriedades NO- ou 
S-nitrosotiol redutase e outras proteínas com propriedade redox com papéis pobremente 
definidos na proteção de estresse nitrosativo. Flavohemoglobina (Hmp) produzido por 
Escherichia coli, Mycobacterium bovis, Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e 
Campylobacter jejuni, está envolvido na resistência ao NO (Poole, 2005; Lewis et al., 
2015). Patógenos protozoários tais como Leishmania sp. e Trypanosoma cruzi 
desenvolveram mecanismos que impedem a ação microbicida do NO e das ROS 
gerados por células hospedeiras (Sorensen et al., 1994; Descoteaux e Turco, 1999; Sayé 
et al., 2014). Do mesmo modo, os agentes infecciosos micóticos incluindo Blastomyces 
dermatitidis, Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis, Cryptococcus 
neoformans e Histoplasma capsulatum, também têm 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. CONCLUSÃO 
 
Os resultados deste estudo demonstraram que: 

(i) B. ovis é capaz de persistir e multiplicar em macrófagos ovinos; 
(ii) que a deleção do transportador ABC codificado pelos genes abcEDCBA ou a 

inativação do SST4 de B. ovis inibe a sua multiplicação intracelular em 
macrófagos ovinos; 

(iii) as cepas mutantes ΔabcBA e ΔvirB2 de B. ovis são incapazes de evadir da fusão 
fagolisossomo e são deficientes na maturação do vacúolo para compartimentos 
derivados do retículo endoplasmático, seu nicho intracelular de multiplicação; 

(i)  o cultivo de macrófagos ovinos derivados de monócitos do sangue periférico 
mostrou-se ser um modelo adequado para estudar a infecção, interação 
hospedeiro/patógeno e a patogênese de B. ovis. 
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