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33; B. canis, n = 2; B. melitensis, n = 27; B. ovis, n = 6. Vacinas inativadas: B. 

abortus, n = 28; B. canis, n = 2; B. melitensis, n = 26; B. ovis, n = 7; B. suis, n = 3. 

Vacinas mutantes: B. abortus, n = 40; B. canis, n = 4; B. melitensis, n = 47; B. 

ovis, n = 11. Vacinas de subunidades: B. abortus, n = 194; B. canis, n = 8; B. 

melitensis, n = 54; B. ovis, n = 31. Vacinas vetorizadas: B. abortus, n = 29; B. 

melitensis, n = 9. Os valores indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box), 

primeiro e quarto quartis (barras de erro). Os outliers são indicados por 

pontos........................................................................................................................ 
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Figura 2.11 Índice de proteção de acordo com a via de desafio para diferentes categorias de 

vacinas experimentais contra Brucella spp. As categorias de vacinas (cepas 

atenuadas, vacinas de DNA, vacinas inativadas, cepas atenuadas de mutantes, 

vacinas de subunidades e vacinas vetorizadas) foram reagrupadas de acordo com a 

via de desafio (oral e intragástrica, n = 25; intraperitoneal, n = 587; outras, n = 26, 

intravenosa, n = 131). Vacinas atenuadas: oral e intragástrica, n = 5; 

intraperitoneal, n = 185; outras, n = 4; intravenosa, n = 23. Vacinas de DNA: oral 

e intragástrica, n = 1; intraperitoneal, n = 48; intravenosa, n = 15. Vacinas 

inativadas: intraperitoneal, n = 35; outras, n = 14; intravenosa, n = 17. Vacinas 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

 

 

mutantes: oral e intragástrica, n = 1; intraperitoneal, n = 93; outras, n = 4. Vacinas 

de subunidade: oral e intragástrica, n = 16; intraperitoneal, n = 191; outras n = 4; 

intravenosa, n = 75. Vacinas vetorizadas: oral e intragástrica, n = 2; 

intraperitoneal, n = 35; intravenosa, n = 1. Os valores indicam a mediana, segundo 

e terceiro quartis (box), primeiro e quarto quartis (barras de erro). Os outliers são 

indicados por pontos................................................................................................ 
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Figura 2.12 Índice de proteção de acordo com o uso de adjuvante para diferentes categorias de 

vacinas experimentais contra Brucella spp. As categorias de vacinas (cepas 

atenuadas, vacinas de DNA, vacinas inativadas, cepas mutantes atenuadas, 

vacinas de subunidades e vacinas vetorizadas) foram reagrupadas de acordo com 

o uso ou não de adjuvante (não, n = 528; sim, n = 253). Vacinas atenuadas: não, n 

= 213; sim, n = 7. Vacinas de DNA: não, n = 61; sim, n = 7. Vacinas inativadas: 

não, n = 44; sim, n = 22. Vacinas mutantes: não, n = 96; sim, n = 6. Vacinas da 

subunidade: não, n = 84; sim, n = 203. Vacinas vetorizadas: não, n = 30; sim, n = 

8. Os valores indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box), primeiro e 

quarto quartis (barras de erro). Os outliers são indicados por 

pontos....................................................................................................................... 
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Figura 4.5 (A) Confirmação da cepa ΔabcBA PRB14 pertencente a espécie Brucella ovis 

pela PCR. Amplificação de fragmento de 228 pb do fragmento do gene de B. ovis 

BOVAO503 presente em uma ilha genômica específica dessa espécie. Amostra 1: 

B. ovis WT (controle positivo); Amostra 2: B. ovis ΔabcBA PRB14; Amostra 3: 

controle negativo. (B) Confirmação da mutagênese de Brucella ovis ΔabcBA 

PRB14 pela PCR. Amplificação de fragmento de 857 pb na amostra mutante 

resultante do gene sintético de PRB14. Amostra 1: B. ovis WT; Amostra 2: B. ovis 

ΔabcBA PRB14; Amostra 3: controle negativo. (C) Confirmação de mutagênese 

de Brucella ovis ΔabcBA PRB14 por PCR para sequenciamento. Amplificação de 

fragmento de 1511 pb presente na amostra virulenta de referência B. ovis WT 

(ATCC 25840). Na cepa mutante B. ovis ΔabcBA PRB14 a inserção do gene 

sintético resultou na amplificação de um produto maior (1749 pb). Amostra 1: B. 

ovis WT (ATCC 25840); Amostra 2: B. ovis ΔabcBA PRB14; Amostra 3: controle 

negativo.................................................................................................................... 
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Figura 4.6 Western blot de diferentes cepas de Brucella ovis. Lisado de células de B. ovis 

ΔabcBA PRB14 foi submetida a eletroforese e transferida, e a cauda de histidina 
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de UFC foram determinados nos tempos de 0, 4, 24 e 48 horas pós infecção. 

Diferença significativa entre a amostra de referência e as cepas mutantes está 

indicada por asteriscos (**p<0,01; ***p<0,001). Dados são de um experimento 
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baço e fígado de camundongos infectados com diferentes cepas de Brucella ovis. 
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UFC/camundongo de B. ovis ΔabcBA, B. ovis ΔabcBA PRB14 e B. ovis WT e 
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(B). Microgranulomas multifocais intensos no baço de camundongos infectados 
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(D) e desafiados com B. abortus 2308. Esplenomegalia acentuada e 
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Figura 5.5 Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-histidina (6X). (1) Padrão de 

peso molecular; (2) lisado de Escherichia coli BL21 vazia não induzida (V-NI) 

(3) e induzida (V-I); (4) lisado de E. coli contendo o plasmídeo pET28a com 

inserto não induzida (I-NI) e (5) contendo o plasmídeo pET28a com inserto 

induzida (I-I), 4 horas após indução; (6) proteína PRB14r purificada...................... 
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Resumo 

 

Brucelose é uma das principais doenças infecciosas de caráter zoonótico que resulta em significativas 

perdas econômicas para animais de produção. O controle e a prevenção da brucelose animal são em 

grande parte baseados na vacinação com cepas vivas atenuadas. Inicialmente, foram realizados estudos de 

meta-análise do campo de vacinologia de Brucella no camundongo e hospedeiros naturais preferenciais, 

com objetivo de avaliar de forma temporal o índice de proteção de diferentes categorias vacinais e a 

influência de diversas variáveis na proteção vacinal. A meta-análise no modelo murino estudou 117 

publicações de vacinas experimentais indexadas no PubMed, totalizando 782 experimentos analisados, 

que demonstraram na análise temporal que não houve melhoria dos índices de proteção ao longo das 

últimas três décadas. O modelo de meta-regressão desenvolvido, incluiu as categorias de vacinas 

(atenuada, DNA, inativada, mutante, subunidade e vetorizada) considerando o índice de proteção como a 

variável dependente e os outros parâmetros (linhagem de camundongo, via de vacinação, número de 

vacinações, uso de adjuvante, desafio com espécies de Brucella) como variáveis independentes. As 

vacinas de subunidades e vetorizadas proporcionaram índices de proteção significativamente menores 

quando comparados com vacinas atenuadas. Outras variáveis influenciaram positivamente o índice de 

proteção, tais como duas imunizações e desafio com B. melitensis, B. ovis e B. suis, por outro lado, o uso 

de adjuvante não teve efeito significativo no índice de proteção. O estudo de meta-análise em hospedeiros 

naturais, avaliou 45 publicações indexadas no PubMed e Scopus, representando 116 experimentos 

individuais. Adotou-se como medida de proteção, o valor de diferença de risco, calculado baseado na 

prevenção de abortos e infecção em órgãos de animais imunizados e não imunizados. A análise temporal 

neste estudo demonstrou que não houve melhorias na proteção vacinal nas últimas décadas. O modelo de 

meta-regressão desenvolvido para os hospedeiros naturais, incluiu as categorias de vacinas (atenuada, 

inativada, mutante, subunidade e vetorizadas), considerando o valor de diferença de risco como a variável 

dependente. Algumas variáveis demonstraram influenciar a proteção vacinal, sendo a via de vacinação 

subcutânea significativamente mais protetiva do que a via intramuscular e oral, além da via subcutânea ter 

proporcionado maior valor de diferença de risco que a via conjuntival, quando utilizada no desafio. As 

vacinas de subunidades proporcionaram significativamente menor proteção, enquanto que as vacinas 

inativadas foram mais protetivas que as vacinas atenuadas. Foi desenvolvido um estudo avaliando a cepa 

mutante B. ovis ΔabcBA como potencial vetor de múltiplos epítopos de Brucella preditos de células T. 

Este estudo avaliou a expressão in vitro da expressão de uma proteína quimérica recombinante na cepa 

vetorial, analisando o perfil de atenuação em macrófagos e camundongos, e sua eficácia protetiva contra 

diferentes espécies virulentas de Brucella. A cepa B. ovis ΔabcBA demonstrou ser um promissor vetor 

vacinal, sendo capaz de expressar a proteína quimérica recombinante PRB14 e manter o perfil de 

atenuação. Sendo assim, a cepa B. ovis ΔabcBA PRB14 induziu proteção contra o desafio com patógeno 

B. ovis, entretanto, não demonstrou proteção contra desafio experimental com B. abortus e B. suis. Com o 

objetivo de avaliar o papel isolado da PRB14 de induzir resposta imune protetiva contra a infecção por 

Brucella em camundongos BALB/c, finalmente produzimos essa proteína quimérica em E. coli e a 

utilizamos como antígeno vacinal associado a adjuvante de Freud. No entanto, esta proteína não se 

mostrou protetiva contra a infecção por B. abortus, B. ovis e B. suis em camundongos.  

 

 

PALAVRAS-CHAVE: vacina, Brucella, camundongo, hospedeiros naturais, proteína quimérica, vetor, 

mutante. 
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Abstract 

 

Brucellosis is one of the major zoonotic infectious diseases that results in significant economic losses for 

animal’s production. The control and prevention of animal brucellosis are largely based on vaccination 

with live attenuated strains. Initially, meta-analysis studies were conducted addressing the subject of 

Brucella vaccinology in mice and preferred natural hosts, aiming to evaluate the protection index of 

different vaccine categories and the influence of several variables on vaccine protection. The meta-

analysis in the murine model studied 117 publications of experimental vaccines indexed in PubMed, in 

total 782 experiments analyzed, which demonstrated in the temporal analysis that there was no 

improvement in protection indexes over the last three decades. The meta-regression model developed 

included the categories of vaccines (attenuated, DNA, inactivated, mutant, subunit and vector) 

considering the protection index as the dependent variable and the other parameters (mouse lineage, 

vaccination route, number of vaccinations, use of adjuvant, challenge with Brucella species) as 

independent variables. Subunit and vectorized vaccines provided significantly lower protection rates 

when compared to attenuated vaccines, and other variables positively influenced the protection index, 

such as two immunizations and challenge with B. melitensis, B. ovis and B. suis, on the other hand, the 

use of adjuvant had no significant effect on the protection index. The meta-analysis study in natural hosts 

evaluated 45 publications indexed in PubMed and Scopus, representing 116 individual experiments. The 

value of risk difference, calculated based on the prevention of abortions and infection in organs of 

immunized and non-immunized animals, was adopted as a protection measure. The temporal analysis in 

this study demonstrated that there were no improvements in vaccine protection in the last decades. The 

meta-regression model developed for the natural hosts included the vaccine categories (attenuated, 

inactivated, mutant, subunit and vectorized) considering the value of risk difference as the dependent 

variable, and some variables demonstrated to influence vaccine protection, such as the subcutaneous route 

of vaccination was significantly more protective than the intramuscular and oral route, and the 

subcutaneous route provided a higher risk difference value than the conjunctival route when used in the 

challenge. Subunit vaccines provided significantly less protection, while inactivated vaccines were more 

protective than attenuated vaccines. A study was carried out evaluating the mutant strain B. ovis ΔabcBA 

as a potential vector of multiple predicted T cell epitopes. This study evaluated the expression in vitro of 

the expression of a recombinant chimeric protein in the vector strain by analyzing the attenuation profile 

in macrophages and mice, and their protective efficacy against different virulent Brucella species. B. ovis 

ΔabcBA strain was shown to be a promising vaccine vector, capable of expressing the recombinant 

chimeric protein and maintaining the attenuation profile. Therefore, the B. ovis ΔabcBA PRB14 strain 

induced protection against the challenge with B. ovis, however, did not demonstrate protection against 

experimental challenge with B. abortus and B. suis. In order to evaluate the role of PRB14 in inducing a 

protective immune response against Brucella infection in BALB/c mice, we finally produced this 

chimeric protein in E. coli and used it as a vaccine antigen associated with Freud's adjuvant. However, 

this protein was not shown to be protective against B. abortus, B. ovis and B. suis infection in mice.  

 

KEY-WORDS: vaccine, Brucella, mouse, natural hosts, chimeric protein, vector, mutant. 
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CAPÍTULO I 

 

1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1.1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A brucelose é uma doença infecciosa e zoonótica, de distribuição mundial (Pappas et al., 2006), 

caracterizada por abortos em animais de produção e importantes perdas econômicas (Santos et al., 2013), 

assim, a vacinação de animais susceptíveis é importante para o controle dessa infecção.  

 

O controle de brucelose em animais é usualmente feito realizando a administração de cepas vivas 

atenuadas, para bovinos tem se adotado o uso de Brucella abortus S19 e B. abortus RB51, enquanto que 

para pequenos ruminantes a vacina B. melitensis Rev. 1. A vacina Rev. 1 não tem o uso permitido em 

países livres de B. melitensis, incluindo o Brasil (Cheville et al., 1992; Schurig et al., 2002; Corbel, 2006). 

Essas vacinas possuem muitas desvantagens, sendo patogênicas para o homem e promovem aborto em 

animais gestantes (Corbel, 2006), desta forma, alternativas mais seguras estão sendo estudadas e 

avaliadas no modelo experimental murino e hospedeiros naturais. 

 

Com o objetivo de estudar o campo da vacinologia de Brucella, dois amplos estudos foram realizados, 

inicialmente com vacinas experimentais testadas em camundongos (Capítulo II), avaliando de forma 

temporal o índice de proteção de diferentes categorias vacinais, que demonstrou índices de proteção 

estáveis ao longo dos últimos 30 anos. Além disso, este estudo possibilitou avaliar a influência de 

variáveis independentes, como linhagem de camundongo, via de vacinação e desafio, espécies de 

Brucella utilizada no desafio, na eficácia da proteção vacinal. Apesar do camundongo ser amplamente 

utilizado como modelo para estudo de infecção e resposta protetiva contra Brucella (Silva et al., 2011a), 

os resultados desta meta-análise demonstraram que a correlação entre o índice de proteção no modelo 

murino e proteção na espécie hospedeira natural não está clara para a maioria das vacinas experimentais.  

 

Assim, buscando estudar o desenvolvimento de vacinas contra Brucella spp. em hospedeiros naturais 

(Capítulo III), foi realizado um novo estudo de meta-análise, avaliando vacinas experimentais testadas 

principalmente em bovinos, ovinos, caprinos, nos últimos quarenta anos. Este estudo demonstrou que 

estas vacinas têm proporcionado níveis de proteção estáveis, e que as vacinas de cepas inativadas 

proporcionam melhor proteção. 

 

Finalmente, a aquisição de conhecimentos em vacinologia contra Brucella, possibilitou o 

desenvolvimento de uma abordagem inovadora baseada na utilização de múltiplos epítopos de células T 

expressos em uma cepa mutante atenuada B. ovis ΔabcBA (Capítulo IV) e também a produção de uma 

proteína quimérica recombinante em Eschericia coli (Capítulo V). Este estudo demonstrou que B. ovis 

ΔabcBA é um potencial vetor vacinal, sendo capaz de expressar a proteína quimérica recombinante, 

porém a mesma proteína recombinante não demonstrou proteção contra a infecção por B. abortus, B. ovis 

e B. suis em camundongos. 

 

 

1.2 O GÊNERO Brucella 

 

Brucella spp., são bactérias intracelulares facultativas, Gram-negativas, pertencentes à classe das α-2-

Proteobacterias (Acha e Szyfres, 2001; Corbel, 2006; Nene e Kole, 2009). O gênero Brucella é 

constituído por seis principais espécies: B. abortus (hospedeiro natural: bovino); B. melitensis (caprinos); 

B. ovis (ovinos); B. suis (suínos); B. canis (cães) e B. neotomae (ratos do deserto) (Corbel, 1997). Ainda, 

espécies como B. pinnipedialis e B. ceti foram isoladas de mamíferos marinhos (Foster et al., 2007), B. 

microti isolada de ratazana Microtus arvalis (Verger et al., 1987; Scholz et al., 2008), B. inopinata de 

implante mamário (Scholz et al., 2010), B. papionis em babuínos (Whatmore et al., 2014) e B. vulpis de 

raposas (red foxer) (Scholz et al., 2016). Uma nova espécie foi isolada de reservatórios anfíbios 
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(Pyxicephalus edulis) (Soler-Lloréns et al., 2016) (Litoria caerulea) (Whatmore et al., 2015). Há grande 

similaridade genética interespécies, com aproximadamente, 94% de similaridade entre elas. Entretanto, 

algumas variações em seu genoma são associadas às diferenças fenotípicas e de predileção por 

hospedeiros naturais (Perkins et al., 2010). 

 

Espécies de Brucella têm potencial zoonótico variável, dentre elas B. melitensis é a mais patogênica para 

o homem, sendo necessários apenas de 1 a 10 organismos para infecção. B. abortus e B. suis têm 

potencial zoonótico intermediário e B. canis menor capacidade de infectar o homem. Por outro lado, B. 

ovis não é considerada patogênica para o homem (Young, 1983; Godfroid et al., 2005; Xavier et al., 2009 

e 2010). B. neotomae tem sido tradicionalmente considerada apatogênica para o homen. Contudo, tal 

conceito tem sido modificado devido ao relato de isolamento de B. neotomae no fluido cérebro-espinhal 

de dois pacientes com neurobrucelose (Suárez-Esquivel et al., 2017). 

 

Ainda, as cinco espécies clássicas de Brucella podem ser divididas de acordo com a composição do 

lipopolissacarídeo (LPS), sendo que as espécies lisas (B. abortus, B. suis e B. melitensis) possuem o 

lipídio A hidrofóbico ligado a uma camada de oligossacarídeo e associado a cadeia de polissacarídeo O 

de seu LPS, enquanto nas espécies rugosas (B. canis e B. ovis) na ausência da cadeia de polissacarídeo O 

(Lapaque et al., 2006).  

 

 

1.3 BRUCELOSE 

 

A brucelose bovina resulta em perdas econômicas muito significativas (Santos et al., 2013), associadas a 

aborto e infertilidade (Xavier et al., 2009; Carvalho Neta et al., 2010; Poester et al., 2013). Dados 

epidemiológicos demonstram que a doença atinge aproximadamente 90% do rebanho brasileiro, com 

perdas econômicas estimadas em aproximadamente R$ 892 milhões (Santos et al., 2013). 

 

A principal via de infecção para o hospedeiro natural referente à B. abortus e B. melitensis é oral, 

podendo infectar também por via respiratória e venérea (Mense et al., 2001; Paixão et al., 2009). Dada a 

facilidade de dispersão por aerosol e alto potencial patogênico, Brucella spp. é considerado um potencial 

agente de bioterrorismo (Santos et al., 2005). A infecção ocorre pelo contato com Brucella spp. por meio 

de inalação ou ingestão das bactérias presentes em fômites contaminados por exsudatos infectados, 

provenientes de placenta, glândula mamária e epidídimo de animais infectados. Em seres humanos, a 

infecção está relacionada ao consumo de produtos lácteos não pasteurizados (Corbel, 2006; Xavier et al., 

2009; Carvalho Neta et al., 2010), e infecção acidental por meio de manipulação de cepas vacinais vivas 

atenuadas ou cepas virulentas em laboratório (Young, 1983; Corbel, 1997). As principais complicações 

da infecção no ser humano são osteomielites, artrites, espondilites, neurobrucelose e endocardite 

(Rajapakse, 1995; Pendela et al., 2017), além de existir também um tropismo de Brucella por órgãos 

genitais no homem, causando epididimite e orquite  e em mulheres pode infectar a placenta, entretanto, o 

aborto é raro (Anderson et al., 1986; Queipo-Ortuño et al., 2006). 

 

A transmissão venérea é importante na infecção por B. ovis, tendo as fêmeas ovinas um papel relevante na 

infecção de machos (Brown et al., 1973; Xavier et al., 2010). Embora, a via venérea para B. abortus não 

seja a via mais importante em bovinos, a infecção pode ocorrer quando sêmen infectado é utilizada na 

inseminação artificial (Rankin, 1965).  

 

A manifestação clínica da brucelose é fortemente dependente da espécie de Brucella e do hospedeiro 

(Xavier et al., 2009 e 2010). B. ovis causa epididimite crônica em carneiros (Carvalho Junior et al., 2012), 

e ocasionais abortos em femêas com aumento da mortalidade perinatal (Ficapal et al., 1998). Na infecção 

por B. abortus, os sinais clínicos mais frequentes nas vacas são o abortamento no último trimestre de 

gestação, natimortos, nascimento de bezerros fracos, placentite necrotizante e retenção placentária que 

podem ocasionar infertilidade temporária ou permanente das vacas infectadas (Xavier et al., 2009; 

Carvalho Neta et al., 2010). Em touros B. abortus causa usualmente epididimite, orquite e artrites (Corbel 

et al., 2006). A infecção por B. canis em fêmeas caninas está relacionada com altas taxas de mortalidade 
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perinatal (Tønnessen et al., 2012). B. melitensis causa aborto no terço final de gestação em cabras, 

enquanto em suínos B. suis promove infecção sistêmica, resultando em falhas reprodutivas (Poester et al., 

2013). 

 

No período gestacional o sistema imune adaptativo é suprimido, diminuindo a resposta imune celular, 

principalmente redução da resposta Th1 (Weinberg, 1987; Wegmann et al., 1993; Raghupathy, 1997). O 

estágio de imunossupressão gestacional previne a fetal rejeição pela mãe, porém torna o organismo 

materno mais susceptível a infecções (Sano et al., 1986; Krishnan et al., 1996). As células trofoblásticas 

são alvo da infecção por B. abortus em vacas, e é conhecido que B. abortus suprime mediadores pró-

inflamatórios em células trofoblásticas durante o início da infecção. Sendo que, posteriormente, há 

expressão desses mediadores, tanto in vitro como in vivo (Poester et al., 2013; Carvalho Neta et al., 2008). 

Samartino e Enright (1992), estudando explantes de membrana corion-alantoide, observaram uma maior 

taxa de replicação bacteriana em tecido placentário gestacional tardio comparado a tecido placentário de 

inicio de gestação. Não se sabem os mecanismos envolvidos no aumento da susceptibilidade da infecção 

em vacas no final de gestação, entretanto, hipotetiza-se que as altas concentrações de eritritol no útero 

possam determinar o tropismo da bactéria e, subsequentemente, sua intensa multiplicação (Keppie et al., 

1965). Embora essa hipótese carece de comprovação experimental (Poester et al., 2013), alguns estudos 

sugerem peculiaridades no metabolismo dos órgãos reprodutores que são importantes para o fornecimento 

de nutrientes com papel proeminente no metabolismo de Brucella, incluindo eritritol, lactato, glicerol e 

glutamato (Jacques et al., 2007; Wu et al., 2015; Letesson et al., 2017). 

 

Nas infecções em vacas gestantes, a lesão é primariamente em placentomas, sendo que a bactéria se 

multiplica preferencialmente em trofoblastos, promovendo placentite, morte fetal e aborto (Enright, 1990; 

Corbel et al., 2006). Microscopicamente, no quadro agudo tem-se uma placentite necrótica ou 

fibrinonecrótica, caracterizada por infiltrado neutrofílico associado a grande quantidade de bactérias no 

interior de macrófagos e células trofoblásticas e extracelular (Xavier et al., 2009). 

 

Avaliando o papel da placenta na infecção por B. abortus em camundongos, Kim et al. (2005) observaram 

altas taxas de carga bacteriana em placentas de fetos abortados. A bactéria foi identificada em células 

trofoblásticas gigantes e neutrófilos, além disso, maior carga bacteriana foi observada na placenta, 

comparada a baço, fígado, pulmão e rim. Este estudo demonstrou ainda que o sistema de secreção tipo IV 

(T4SS) não está envolvido no processo de aborto. 

 

Alterações reprodutivas em fêmeas com brucelose, principalmente o aborto, podem estar relacionadas ao 

estresse do retículo endoplasmático (RER) nas células do hospedeiro, correlacionado com alterações na 

placenta, incluindo seu desenvolvimento, restrição do crescimento fetal e diminuição na secreção de 

progesterona. O aumento na expressão de enzimas esteroidogênicas (Park et al., 2014; Yang et al., 2015; 

Wang et al., 2016), está relacionado ao estresse e morte fetal (Sutherland e Searson, 1990). O aumento da 

expressão de genes codificadores de enzimas esteroidogênicas (CYP19AI e HSD4B) foi demonstrado na 

infecção in vitro com cepa vacinal B. suis S2 em células trofoblásticas de cabras após 48 horas da 

infecção, comprovando o aumento de síntese de estrógeno durante a infecção (Wang et al., 2016). 

 

A brucelose crônica tende a causar maiores danos aos tecidos, devido a maior persistência da bactéria, 

promovendo uma resposta inflamatória que danifica o tecido inflamado incessantemente (Baldi e 

Giambartolomei, 2013). Granulomas resultam de uma resposta crônica a antígenos de Brucella, sendo B. 

abortus a espécie que causa com maior frequência granulomas hepáticos (Williams e Crossley, 1982; 

Aygen et al., 1998). Além do fígado, B. abortus causa granulomas multifocais no baço e linfonodos de 

humanos e roedores, 2 a 3 semanas pós-infecção (Enright, 1990), porém a infecção em camundongos com 

cepa B. abortus mutante com perda funcional de T4SS não causa formação de microgranulomas no baço, 

atribuindo ao T4SS fator importante na formação de lesões granulomatosas (Rolán et al., 2009). 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5368252/#B27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5368252/#B56
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1.4 RESPOSTA IMUNOLÓGICA INATA CONTRA BRUCELLA spp. E FATORES DE VIRULÊNCIA 

 

 

Durante a infecção, a bactéria passa pelo ambiente extracelular, no qual Brucella tem contato com 

componentes bactericidas, incluindo anticorpos, complemento, grânulos de leucócitos e antibióticos. Por 

outro lado, a bactéria precisa infectar células e para isso, é necessário sobreviver aos mecanismos 

celulares de destruição de microrganismos. Assim, alguns mecanismos genéticos são ativados e 

desativados, em resposta ao ambiente em que Brucella se encontra, para promover a sobrevivência e 

evasão do sistema imune (Sola-Landa et al., 1998). 

 

Brucella spp. internaliza-se nas células epiteliais das mucosas, por mecanismos dependentes de receptores 

de superfície que desencadeiam reorganização do citoesqueleto celular do hospedeiro (Rossetti et al., 

2012). Brucella spp. consegue inibir os mecanismos bactericidas de neutrófilos, incluindo a inibição da 

degranulação, por meio da liberação de purinas (Canning et al., 1986; Smith e Ficht, 1990). A bactéria é 

endocitada por macrófagos e células dendríticas, onde se localiza em um vacúolo especial, vacúolo 

contendo Brucella (BCV), que interage inicialmente com endossomos. Posteriormente este escapa da 

interação dos compartimentos endocíticos e lisossômicos, o que permite que o BCV interaja com o 

retículo endoplasmático rugoso, local onde ocorre sua multiplicação (Pizarro-Cerda et al., 1998; Méresse 

et al., 1999; Delrue et al., 2001).  

 

A bactéria tem como aspecto chave de virulência a capacidade de sobreviver dentro de células fagocíticas 

e não fagocíticas do hospedeiro (Pizarro-Cerda et al., 1998; Delrue et al., 2001). Sabe-se que B. abortus 

expressa alguns fatores de virulência que permitem sua sobrevivência intracelular em macrófagos e 

células dendríticas, escapando do reconhecimento do sistema imunológico inato e adaptativo e 

alcançando seu nicho replicativo (Haag et al., 2010). 

 

Brucella estimula uma resposta imune inata, sendo uma resposta não específica (Ko e Splitter, 2003). 

Esta interação inicial de Brucella com a resposta imune inata do hospedeiro promove a eliminação de 

grande quantidade de bactérias, devido a atuação de neutrófilos, principalmente por meio da atividade de 

mieloperoxidases e sistema complemento (Ficht e Rice-Ficht, 2012). A resposta imune inata é essencial 

na fase inicial da infecção, promovendo reconhecimento, eliminação do patógeno e controle da doença. 

Os mecanismos de reconhecimento de bactérias presentes no hospedeiro envolvendo o sistema imune 

inato incluem os receptores de reconhecimento de padrões moleculares de patógenos, presentes em 

membrana de células, denominados TLRs (do inglês Toll-like receptors) ou NLRs (do inglês Nod-like 

receptors) localizados no citosol. Esses receptores são capazes de distinguir os padrões moleculares 

associados à patógenos (PAMPs), que incluem LPS, lipoproteínas, flagelina, entre outros, promovendo 

resposta inflamatória inicial (Hoebe et al., 2004). Para Brucella, a atividade agonista dos PAMPs é baixa 

e não resulta em resposta inflamatória de elevada intensidade (Roux et al., 2007).  

 

Após a infecção, ocorre um período de incubação até a manifestação dos sintomas ou sinais clínicos, 

sendo descrito entre duas a quatro semanas no homem. Tal característica pode ser explicada pelo fato de 

que Brucella spp. utiliza mecanismos ativos e passivos que impedem o reconhecimento pelo sistema 

imune inato por receptores Toll-like (TLRs) e receptores do tipo Nod (NLRs), promovendo a persistência 

da bactéria no organismo e infecção crônica (Iwasaki e Medzhitov, 2004; Byndloss e Tsolis, 2016).  

 

A flagelina de Brucella tem a característica de ser desprovida de um domínio essencial para o 

reconhecimento de TLR5 (Andersen-Nissen et al., 2005), porém, foi demonstrado que o receptor 

citosolíco (NLRC4) é capaz de detectar a flagelina e contribuir para o controle da infecção em 

camundongos (Terwagne et al., 2013). Assim, apesar de Brucella spp. ser uma bactéria Gram-negativa, o 

seu não reconhecimento por TLR4 e TLR5 impede que o sistema imune do hospedeiro monte uma 

adequada resposta imune inata contra a infecção (Tsolis et al., 2008). 

 

Outra estratégia que permite que Brucella não seja reconhecida pelo sistema imune inato, é a síntese de 

Btp1/BtpA por B. abortus e TcpB por B. melintensis, que são proteínas que contém um domínio de TIR 
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(do inglês Toll/interleukin-1 receptor), conhecidos por degradarem o adaptador MyD88, que é necessário 

para sinalização de TLR2 e TLR4, além de outros TLRs, com exceção do TLR3. Consequentemente, não 

ocorre maturação de células dendríticas e produção de citocinas próinflamatórias (Salcedo et al., 2008; 

Cirl et al., 2008; Sengupta et al., 2010).  

 

O estabelecimento da infecção crônica depende da sobrevivência e replicação intracelular bacteriana. 

Sabe-se que cepas rugosas de Brucella induzem apoptose em macrófagos infectados, entretanto cepas 

lisas são capazes de inibir a morte celular via apoptose e se replicam dentro de macrófagos (Tolomeo et 

al., 2003; He et al., 2006). Cepas lisas de B. abortus e B. suis inibem a apoptose controlando a 

permeabilidade mitocondrial, a liberação do citocromo c e não induzem assim a ativação de caspase 2 

(Chen e He, 2009). No entanto, cepas rugosas resultam na ativação de apoptose ocorrem por liberação de 

citocromo c e ativação de caspase 2 (Pei et al., 2014). 

 

Além disso, o LPS de Brucella é conhecido como não clássico, por ser fraco agonista de TLR4 e, por 

isso, baixa endotoxidade comparada ao LPS de E. coli (Goldstein et al., 1992; Moriyon, 2003). Este LPS 

tem papel conhecido em induzir a liberação de intermediários reativos de oxigênio e de nitrogênio, 

potentes bactericidas e secreção de citocinas, principalmente interferon alfa (IFN-α) e fator de necrose 

tumoral (TNF) (Jiang e Baldwin, 1993; Jiang et al., 1993; Baldwin et al., 1993). Entretanto, sabe-se que o 

LPS de B. abortus induz pouca liberação de intermediários de nitrogênio, secreção de lisozimas e 

explosão respiratória (Riley e Robertson, 1984; Rasool et al., 1992). 

 

É atribuído ao LPS de cepas lisas de Brucella o importante papel como fator de virulência, o que é 

comprovado baseando-se em observação de mutantes rugosos derivados de cepas lisas, com perfil 

fortemente atenuado em macrófagos em cultivo celular e in vivo (Fernandez-Prata et al., 2001; Rittig et 

al., 2003). A atenuação é explicada principalmente pela cadeia O de LPS ser importante para invasão e 

proteção contra diversos mecanismos de defesa do hospedeiro, incluindo apoptose, metabólitos de 

radicais livres de oxigênio e lise celular mediada por complemento (Joiner, 1985; Stinavage et al., 1989; 

Porte et al., 2003; Fernandez-Prada et al., 2003; Carvalho Neta et al., 2010). Jiménez de Bagués et al. 

(2004) estudaram a capacidade de invasão de cepas rugosas e lisas em macrófagos, e observaram maior 

entrada de cepas mutantes rugosas, comparada a cepas selvagens lisas (WT, do inglês wild type), fato 

atribuído possivelmente, à exposição de ligantes em cepas rugosas e que estariam escondidos pela cadeia 

O em cepas lisas,  o que pode proporcionar maior adesão de cepas rugosas de Brucella aos macrófagos 

(Detilleux et al., 1990; Rittig et al., 2003). Entretanto, as cepas mutantes com ausência de polissacarídeo 

O são rapidamente eliminadas em camundongos experimentalmente infectados (Gonzalez et al., 2008). O 

papel de invasão celular e potencial imunogênico é também atribuído as proteínas de membrana externa 

(Omp) de Brucella spp., intimamente associadas a peptideoglicanos da parede celular (Vizcaíno et al., 

1996; Rossetti et al., 2009). Nas cepas lisas de Brucella spp., as Omp estão menos expostas aos 

anticorpos, devido a cadeia longa O de LPS, comparadas as cepas rugosas (Bowden et al., 1995). 

 

Microrganismos patogênicos como Brucella, têm mecanismos que evitam o reconhecimento pelo sistema 

complemento, tais como o antígeno O em seu LPS possuir a característica de ser mais resistente à 

deposição de componentes do complemento (C3) (Hoffmann e Houle, 1983; Lapaqueet al., 2006). A 

deposição de C3 promove a clivagem de C3a e C5a e ativação de TLRs com produção de citocinas 

próinflamatórias (Zhang et al., 2007; Wilson et al., 2011). Assim, a morte extracelular de cepas de 

Brucella rugosas é atribuída a maior ocorrência de lise celular mediada por sistema complemento 

(Fernandez-Prada et al., 2001). Após ativação do sistema complemento, iniciam-se os mecanismos de 

defesa contra o microrganismo, compostos por deposição de proteínas na superfície microbiana, com 

características de opsoninas (C1q, C3b ou iC3b e C4b), que permitem o reconhecimento do patógeno por 

células fagocíticas e consequentemente, a formação de complexo de ataque a membrana (MAC ou C5b-9) 

que levam à lise microbiana (Tomlinson, 1993; Jack et al., 1998; Fernandez-Prada et al., 2001). 

 

O sistema de secreção tipo IV (T4SS) é um fator de virulência, codificado pelos genes virB1 – virB12, 

que permite à bactéria a secreção de complexos nucleoproteícos ou proteínas, sendo importante para a 

sobrevivência intracelular de Brucella, tráfego bacteriano para o vacúolo de replicação intracelular e 
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essencial para o estabelecimento de infecção crônica (O’Callaghan et al., 1999; Delrue et al., 2001; den 

Hartigh et al., 2004; Myeni et al., 2013). Roux et al. (2007) avaliaram B. melitensis e B. abortus em 

infecção no baço, e mostraram que T4SS é o fator chave de sinalização para o sistema imunológico do 

hospedeiro.  

 

Durante a infecção em macrófagos ocorre a indução do promotor de virB (Boschiroli et al., 2002; Sieira et 

al., 2004). Mutantes de B. melitensis com deleção de genes do operon virB são incapazes de excluir 

marcadores lisossomais (LAMP-1) em macrófagos. Desta forma, não alcançam o vacúolo de replicação 

intracelular, consequentemente não permitindo a multiplicação bacteriana. Entretanto, sabe-se que os 

mutantes do operon virB são capazes de evitar a fusão com lisossomos em até 48 horas após a infecção, o 

que permite sua sobrevivência até esse período (Delrue et al., 2001).  

 

Tais Brucella mutantes de virB são atenuados em modelo murino (Lestrate et al., 2000). A expressão 

intracelular de virB tem sido demonstrada como importante para a evasão da fusão de lisossomos com o 

vacúolo contendo Brucella e a ocorrência da associação ao retículo endoplasmático (Comerci et al., 2001; 

Delrue et al., 2001; Celli et al., 2003; Celli et al., 2005). Além disso, o T4SS codificado pelo operon virB 

atua no controle de maturação do BCV, tornando-o uma organela permissiva para replicação (Delrue et 

al., 2001; Comerci et al., 2001).  

 

O T4SS codifidaco por virB atua na indução de genes do hospedeiro envolvidos na resposta inflamatória 

e imunidade. Cepas de mutantes com perda funcional de T4SS não induzem a expressão de tais genes 

(Roux et al., 2007). Assim, camundongos infectados intraperitonealmente com B. melitensis, respondem 

em 2-3 dias com produção de IFN-γ por células T CD4+ e NK (Copin et al., 2007; Rolan e Tsolis, 2008). 

Mutantes de virB não são capazes de estimular a produção de IFN-γ, com a mesma carga bacteriana, 

quando comparado a B. melitensis WT (Rolan e Tsolis, 2008). A redução da persistência bacteriana de 

mutantes, associada à redução do nível de produção de IFN-γ, estão envolvidas na mudança de isotipos de 

IgG observado nos dois grupos de camundongos após a infecção por B. abortus. O grupo infectado com 

B. abortus produziu mais IgG2 que o grupo infectado com mutantes de virB, indicando a importância do 

T4SS na indução de produção de IFN-γ e polarização de Th1 no hospedeiro (Tsolis e O´Callaghan, 2012). 

 

O sistema regulatório de dois componentes BvrR/BvrS controla a expressão de genes em resposta ao 

ambiente, atuando na regulação da expressão de Omps. É constituído por BvrR, uma proteína 

citoplasmática e BvrS, uma proteína hemodimérica ligada a membrana celular (Guzmán-Verri et al., 

2002). Assim, BvrR/BvrS é outro importante fator de virulência de Brucella, sendo que as cepas mutantes 

BvrR/BvrS são atenuadas e não replicam em macrófagos ou células epiteliais (Sola-Landa et al., 1998; 

López-Goñi et al., 2002). Estudo com microscopia confocal mostrou que mutantes de BvrS são incapazes 

de invadir a célula do hospedeiro, por não estimular o recrutamento de GTPase, necessário para que 

ocorra a polimerização de actina (Guzmán-Verri et al., 2002).  Tais cepas mutantes são incapazes de 

inibir a fusão com os lisossomos, levando a sua rápida destruição, o que permite sua rápida eliminação do 

organismo em camundongos, em menos de 12 horas (Sola-Landa et al., 1998). 

 

 

1.5 RESPOSTA IMUNE PROTETORA CONTRA BRUCELLA spp. 

 

A proteção imunológica contra a infecção por Brucella envolve a produção de citocinas pró-inflamatória, 

que incluem IFN-γ e TNF-α e ativação de macrófagos, linfócitos CD4+ e CD8+ e células dendríticas 

(Brandão et al., 2012). A proteção contra Brucella é mediada principalmente por resposta imune Th1, 

tendo o IFN-γ a capacidade de estimular os macrófagos para eliminar as bactérias (Zhan e Cheers, 1993). 

Porém, o IFN-γ tem importante papel na indução de aborto na infecção por B. abortus em camundongos 

gestantes (Kim et al., 2005). Kim et al. (2005) demonstraram a ocorrência de aborto em camundongos 

gestantes quando a produção de IFN-γ foi induzida na infecção por B. abortus, entretanto, o aborto foi 

prevenido quando se neutralizou o IFN-γ com uso de anticorpo anti-IFN- γ administrado antes da 

infecção. Sabe-se que o IFN-γ é capaz de inibir o desenvolvimento de células trofoblásticas, provando 
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falhas das funções celulares e consequentemente, falhas na implantação, desenvolvimento da placenta e 

aborto (Ain et al., 2003). 

 

Em camundongos, IFN-γ é importante para o controle da replicação de Brucella (Fernandes e Baldwin, 

1995; Sathiyaseelan et al., 2006). Camundongos deficientes de IFN-γ desenvolvem uma infecção 

exacerbada por B. abortus (Murphy et al., 2001). Desta forma, camundongos BALB/c recebendo IFN-γ 

recombinante adicional antes e durante a infecção por B. abortus, apresentaram redução do número de 

bactérias recuperadas do baço e peso do órgão, comparado ao grupo controle, após sete dias de infecção 

(Stevens et al., 1992). Macrófagos cultivados in vitro e tratados com IFN-γ foram capazes de inibir o 

crescimento de B. abortus (Jones e Winter, 1992; Jiang e Baldwin, 1993). Além disso, estudo com 

camundongos recebendo tratamento com anticorpo monoclonal neutralizante para IFN-γ mostrou 

aumento na contagem bacteriana no fígado e baço, em comparação aos controles, uma semana após a 

infecção (Zhan e Cheers, 1993). Zhan e Cheers (1993) também demonstraram que os camundongos 

BALB/c são mais susceptíveis à infecção, quando comparados a C57BL/6, sendo estes últimos mais 

resistentes e capazes de produzir uma resposta com IFN-γ constante durante as seis primeiras semanas 

após a infecção. Entretanto, o perfil em BALB/c foi uma resposta inicial elevada de produção de IFN-γ na 

primeira semana após infecção, mas essa produção foi ausente na terceira semana, e retorna a produção 

na sexta semana. Camundongos C57BL/6 deficientes de IFN-γ não resistem a infecção por Brucella e 

morrem, comprovando o papel do IFN-γ na resistência a infecção (Murphy et al., 2001). 

 

As citocinas são mediadores solúveis que induzem a ativação de resposta celular, incluindo a IL-12 e o 

TNF-α. São produzidas principalmente por macrófagos e conhecidas por promover resistência à infecção 

bacteriana intracelular, sendo que a depleção dessas duas citocinas resulta em exacerbação da infecção e 

aumento da carga bacteriana após a infecção (Zhan e Cheers, 1995; Zhan et al., 1996). A infecção por B. 

abortus induz as células apresentadoras de antígeno a produzir interleucina 12 (IL-12) que é responsável 

pela diferenciação de linfócitos Th0 em Th1, o que produzem IFN-γ e resulta na ativação de macrófagos 

(Zhan e Cheers, 1993; Murphy et al., 2001).  

 

Zhan et al. (1996) observaram que camundongos com depleção de TNF-α não aprensentaram alteração 

significativa na produção de IFN-γ, enquanto que a depleção de IL-12 refletiu em menor produção de 

IFN-γ por linfócitos T esplênicos, demonstrando que IL-12 é um potente indutor de resposta Th1. Estudos 

in vitro demonstraram que essa ativação seja capaz de intensificar a produção de intermediários reativos 

de oxigênio (Jiang et al., 1993) e produção de TNF-α em macrófagos infectados (Zhan e Cheers, 1995; 

Zhan et al., 1996; Copin et al., 2007; Rolán e Tsolis, 2008).  

 

Brucella spp. utiliza estratégias que permitem modular a resposta pró-inflamatória do hospedeiro e assim, 

se manter-se no hospedeiro por longos períodos, como pré-requisito para estabelecer uma infecção 

crônica (Byndloss e Tsolis, 2016). Resistência a patógenos intracelulares facultativos, incluindo Brucella 

spp., envolve ativação de linfócitos T e ativação de macrófagos do hospedeiro, com o objetivo de eliminar 

o microrganismo (Zhan et al., 1996).  

 

IL-10 produzida por linfócitos CD4+ tipo 2 (Th2), linfócitos B, neutrófilos, macrófagos e algumas células 

dendríticas, tem efeito principal de inibir a síntese de citocinas como IFN- γ e IL-12 e proliferação de 

células Th1 (Fiorentino et al., 1991; Fernandes e Baldwin, 1995; Saraiva e O’Garra, 2010). A resposta 

com IL-10 é atribuída como um mecanismo do hospedeiro para controlar respostas imunes intensas em 

infecções e consequentemente minimizar o dano tecidual (Saraiva e O’Garra, 2010).  

 

Fernandes e Baldwin (1995) estudaram o bloqueio in vivo com anticorpo anti-IL-10 e observaram 

diminuição da carga bacteriana no baço de camundongos, uma semana após infecção, comprovando que 

IL-10 favorece a infecção por Brucella no período inicial. Isto é explicado devido a ausência de IL-10 

causar o aumento de secreção e expressão de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6, TNF-α e IFN-γ 

(Xavier et al., 2013a). 
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Acredita-se que as células CD8+ são fundamentais para o controle da infecção por Brucella (Oliveira e 

Splitter, 1995; Baldwin e Goenka, 2006). Hu et al. (2010) demonstraram que o bloqueio de células CD4+, 

com o uso de anticorpo, em camundongos, não afetou a proteção imunológica vacinal, enquanto que a 

ausência de células CD8+ resultou em comprometimento da resposta imune.  

 

Subpopulações de macrófagos presentes no baço de camundongos são distintamente diferentes na fase 

aguda e crônica da infecção. Na fase aguda, encontram-se os chamados macrófagos ativados 

classicamente (CAM) com o perfil de alta capacidade pró-inflamatória e bactericida, com alta produção 

de IFN-γ, o que permite a diminuição da carga bacteriana no baço (Mosser e Edwards, 2008; Xavier et 

al., 2013b). A resposta crônica à infecção por Brucella tem sido também atribuída a interação de Brucella 

com subpopulações de macrófagos que favorecem a replicação bacteriana (Byndloss e Tsolis, 2016). Na 

fase crônica, com ausência de IFN- γ e estímulo de IL-4 e IL-13, tem-se o predomínio de macrófagos não 

inflamatórios ativados alternativamente (AAM) pela ativação da via de sinalização STAT6. Esta via é 

importante para expressão e ativação dos PPARγ (do inglês intracellular receptor peroxisome 

proliferator-activated receptor γ), receptores nucleares que ativam os genes ligados a via de β-oxidação, 

que gera energia por meio de oxidação de ácidos graxos, consequentemente, tem o acúmulo de glicose 

intracelular, que é utilizada por Brucella para replicação in vitro e in vivo. Assim, os AAM são mais 

permissivos à sobrevivência e replicação de Brucella. Enquanto, nos CAM a energia é obtida pela 

glicólise anaeróbica, com consumo de grande quantidade de glicose intracelular (Xavier et al., 2013b).  

 

Em infecções por Brucella, ocorre a produção de imunoglobulinas, fato já bem conhecido em hospedeiros 

naturais e seres humanos. Essa resposta humoral tem papel importante nos estágios iniciais de infecção, 

relacionada com a opsonização da bactéria, consequentemente promove a rápida entrada de Brucella em 

monócitos e macrófagos (Gross et al., 1998; Arenas et al., 2000). Entretanto, não existem evidências que 

correlacionem a resposta humoral com a resolução da infecção (Hoffman e Houle, 1995; Eze et al., 2000 

Roop et al., 2004). Em camundongos, a transferência passiva de soro, contendo anticorpos anti-LPS e 

anti-oligopolissacarídeo específicos sugere um papel importante na imunidade humoral na infecção por 

Brucella, pois os protegeram contra a infecção por B. abortus (Montaraz et al., 1986; Perkins et al., 

2010). Resultados têm sugerido que altas taxas de anticorpos evitam a lise mediada por complemento e 

promovem a entrada da bactéria em fagócitos, podendo aumentar a infecção (Bellaire et al., 2005). De 

fato, a sorologia realizada em seres humanos e animais apresenta níveis elevados de IgG é considerada 

apenas um indicador de infecção por Brucella (Vendrell et al., 1992), os isotipos de anticorpos 

predominantemente detectados em camundongos e bovinos são IgG2a e IgG3. 

 

 

1.6 VACINAS CONTRA BRUCELOSE 

 

Vacinação é uma forma importante de prevenção de inúmeras doenças com caráter relevante em saúde 

pública nos últimos dois séculos (Plotkin, 2009). Os programas oficiais de controle e erradicação de 

brucelose preconizam o uso de vacinas com cepas vivas atenuadas (Olsen e Stoffregen, 2005), visando 

reduzir o número de animais susceptíveis, e o sucesso desses programas está relacionado com a eficácia 

da vacina utilizada (Dorneles et al., 2015). Para o controle de B. abortus nos bovinos, utilizam-se as cepas 

vacinais B. abortus S19 e B. abortus RB51, enquanto que, para pequenos ruminantes, a cepa B. melitensis 

Rev.1 (Corbel, 2006). Embora promovam boa proteção, essas vacinas possuem algumas desvantagens, 

como ser patogênicas para o homem, causar aborto quando utilizadas em fêmeas prenhas, e  as cepas lisas 

B. abortus S19 e B. melitensis Rev.1 interferem nos testes sorológicos (Schurig et al., 1991; Cheville et 

al., 1992; Vemulapalli et al., 2002; Elzer et al., 2002; Dorneles et al., 2015). B. melitensis Rev. 1, quando 

utilizada por via conjuntival, minimiza a interferência nos testes sorológicos (Olsen e Stoffregen, 2005). 

 

B. abortus S19 é uma cepa lisa naturalmente atenuada, que promove 65-75% de proteção em bovinos 

vacinados, sendo a mais comum cepa vacinal utilizada na prevenção de brucelose bovina por várias 

décadas (Elzer et al., 2002; Dorneles et al., 2015). Já a cepa rugosa vacinal RB51 foi gerada por meio de 

múltiplas passagens em cultura contendo baixas concentrações de rifampicina (Schurig et al., 1991). A 

proteção promovida por vacinas de cepas rugosas (RB51) é menor que a obtida com cepas lisas (S19 e 
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Rev-1), porém, a cepa vacinal RB51 é segura para vacinação de fêmeas gestantes, mas pode causar 

brucelose sistêmica em seres humanos acidentalmente infectados e bovinos machos imunizados (Schurig 

et al., 1991; Tobias et al., 1992; Ashford et al., 2004). A cepa viva atenuada Rev.1 derivada da cepa 16M 

é utilizada para prevenir a infecção por B. melitensis em caprinos e ovinos em diversos países (Corbel, 

2006; Avila-Calderón et al., 2013). Tem como desvantagem ser resistente a estreptomicina, principal 

antibiótico utilizado no tratamento de brucelose humana e seu uso não é permitido em países livres de B. 

melitensis, incluindo o Brasil (Alton et al., 1967; Schurig et al., 2002).  

 

Na China, adota-se a vacina B. melitensis M5-90, derivada da cepa virulenta B. melitensis M28, para a 

proteção de caprinos e ovinos contra brucelose (Zhang et al., 2016). Na Federação Rússa, a vacina 

amplamente utilizada é a cepa viva de Brucella abortus 82 para controle de brucelose bovina, com alta 

imunogenicidade, fraca resposta nos testes de aglutinação, garantindo menor interferência nos testes de 

diagnóstico, além de ter baixa patogenicidade para o ser humano (Ivanov et al., 2011). 

 

Embora muitas doenças de grande importância para o homem tenham sido controladas e erradicadas, 

outras ainda necessitam de maior conhecimento de patogênese e resposta imunológica, como é o caso de 

brucelose, o que possibilitará desenvolver vacinas mais eficazes (Rappuoli, 2007). Atualmente, 

objetivando desenvolver uma vacina protetora para brucelose humana, numerosos estudos tem sido 

realizados para entender os mecanismos de imunidade protetora de Brucella no modelo murino (Perkins e 

Smither, 2010; Fu et al., 2012; Ghasemi et al., 2014; Carvalho et al., 2016) e também nos hospedeiros 

naturais (Olsen et al., 2015; Nol et al., 2016). 

 

A vacinologia reversa tem sido utilizada com uma importante ferramenta moderna capaz de predizer in 

silico antígenos de Brucella com propriedades imunogênicas, capazes de promover resposta humoral e 

celular com produção de citocinas de resposta Th1, Th2 e Th17 (Gomez et al., 2013), permitindo o estudo 

de novas vacinas de Brucella (Vishnu et al., 2015). 

 

A aquisição de conhecimentos genômicos, proteômicos, tecnologias em vacina e técnicas de DNA 

recombinante tem possibilitado um número crescente de pesquisas com vacinas mais seguras (Escalona et 

al., 2017), entretanto, apenas alguns antígenos isolados demonstram imunidade protetora importante in 

vivo (Abkar et al., 2015; Jain et al., 2014). Sabe-se que as respostas imunológicas do tipo Th1 contra a 

infecção de Brucella são melhores estimuladas por vacinas de cepas vivas atenuadas ou cepas mutantes 

(Carvalho et al., 2016). 

 

A identificação de antígenos proteicos de Brucella tem permitido o estudo desses antígenos como vacinas 

de subunidades, tendo numerosas vacinas relacionadas a proteínas de membrana externa (Omp) que 

induzem proteção relevante em camundongos (Pasquevich et al. 2009; Goel e Bhatnagar, 2012; Goel et 

al., 2013). Sabe-se que em termos de eficiência protetiva, as vacinas de subunidades e de DNA são 

inferiores às vacinas comerciais vivas atenuadas (Tabynov et al., 2014). 

 

A mais nova abordagem no campo de vacinologia de Brucella é a utilização de múltiplos epitopos no 

desing de vacinas de DNA (Yin et al., 2016; Golshani et al., 2018), embora, a aplicação de diversos 

epitopos de células T tem demonstrado índice de proteção insatisfatório em camundongos (Afley et al., 

2015). 

 

1.7 MODELO MURINO PARA AVALIAÇÃO DE VACINAS EXPERIMENTAIS 

 

Apesar de brucelose ser uma doença infecciosa que acomete pequenos ruminantes e grandes animais, 

usualmente utiliza-se como modelo animal para estudo preliminar de proteção vacinal, resposta imune e 

patogenicidade o camundongo (Silva et al., 2011b).  O camundongo é um bom modelo animal, por ser um 

animal pequeno, o custo é menor e são rotineiramente criados e manipulados para tal (Perkins et al., 

2010). Os camundongos não apresentam manifestações clínicas da doença, assim a avaliação de proteção 

é avaliada através da redução da carga bacteriana, em unidades formadoras de colônias (UFC) de 

Brucella no baço após desafio com cepa bacteriana virulenta (Organização Mundial de Saúde, OIE). 
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Desta forma, a medida preconizada é conhecida como Índice de Proteção, que é a subtração do UFC no 

baço entre os camundongos não imunizados e os imunizados (Iannino et al., 2015). 

 

A OIE padronizou a infecção de camundongos para avaliação da vacina S19, assim, recomenda-se a 

utilização de seis camundongos fêmeas linhagem CD1, com idade entre cinco e sete semanas e 

selecionadas aleatoriamente. Camundongos vacinados subcutaneamente com a cepa B. abortus S19, 

desafiados após trinta dias com cepa B. abortus 544 e eutanasiados após quinze dias do desafio. A 

qualidade vacinal é considerada satisfatória quando existir ≥2 Log de UFC de diferença entre 

camundongos não vacinados e vacinados com S19 (OIE, 2016). O Índice de Proteção é uma forma de 

avaliar a imunogenicidade de uma vacina, através da capacidade de proteger os animais contra a infecção 

com cepa virulenta.  Experimentos realizados com uma nova candidata a vacina devem incluir um grupo 

não vacinado e um grupo vacinado com cepa viva atenuada de referência (Perkins et al., 2010). 

 

 

1.8 B. OVIS ΔabcBA COMO VETOR 

 

B. ovis é uma espécie não zoonótica, que induz infecção crônica em ovinos (Poster et al., 2013), 

caracterizada por epididimite, orquite e vesiculite em machos e, ocasionalmente, abortos em fêmeas e 

natimorto (Thoen et al., 1993; Carvalho Junior et al., 2012).  

 

No estudo do genoma completo de B. ovis identificou-se uma ilha de patogenicidade no cromossomo II 

ausente em outras espécies clássicas de Brucella (Tsolis et al., 2009), posteriormente denominada 

Brucella ovis pathogenicity island 1 (BOPI-1) (Silva et al., 2011a). Alguns genes pertencentes a BOPI-1 

estão relacionados a patogênese, incluindo o sistema transportador ABC (BOVA0504-BOVA0500, 

abcEDCBA) (Tsolis et al., 2009; Silva et al., 2011a). 

 

A mutante B. ovis ΔabcBA com 1 dia pós-infecção é atenuada no baço e fígado de camundongos 

BALB/c, e que não sobrevive por 24 horas pós-infecção em macrófagos, sugerindo que o sistema 

transportador ABC seja importante para sobrevivência intracelular de B. ovis nas fases iniciais da 

infecção (Silva et al., 2011a). Sabe-se que proteínas do ABC transportador são requeridas para transporte 

de ferro, absorção de nutrientes e excreção de toxinas e antibióticos (Ko e Splitter, 2000; Danese et al., 

2004). Assim, a deleção de proteínas desse sistema resulta em redução da virulência bacteriana, o que é 

vantajoso para a utilização dessa cepa como potencial candidata a vacina. B. ovis possui grande número 

de pseudogenes na região codificadora do sistema ABC e consequentemente baixo número de 

transportadores ABC funcionais (Tsolis et al., 2009; Jenner et al., 2009), assim a deleção de um único 

gene funcional do sistema ABC permite avaliar seu papel na patogenicidade (Silva et al., 2014). Os genes 

deletados em B. ovis ΔabcBA demonstraram ser requeridos para expressão de proteínas de virulência, 

incluindo superóxido dismutase Cu–Zn (SOD), Omp31 e T4SS (Silva et al., 2014). 

 

B. ovis ΔabcBA apresentou significativa atenuação in vitro em linhagens de células de macrófagos RAW, 

células HeLa (Silva et al., 2011a) e macrófagos de linhagem primária de ovinos (Macedo et al., 2015), 

além de atenuação em camundongos (Silva et al., 2011a; Silva et al., 2015a) e ovinos (Silva et al., 2013; 

Silva et al., 2015b). Ovinos imunizados com essa cepa mutante não eliminaram no sêmen e urina a cepa 

selvagem após desafio (Silva et al., 2013). Devido seu perfil fortemente atenuado e baixa persitência 

durante a infecção in vivo, adotou-se o processo de encapsulamento que conseguiu reverter tal 

característica, proporcionando maior persistência no hospedeiro. Além disso, B. ovis ΔabcBA induziu 

proteção, com redução da carga bacteriana recuperada de lesões no baço e fígado de camundongos 

BALB/c e C57BL/6 desafiados com B. ovis WT (Silva et al., 2015a). Resultados semelhantes foram 

encontrados no estudo de proteção com ovinos, hospedeiro natural de B. ovis, demonstrando que a 

imunização com B. ovis ΔabcBA encapsulada protegeu os animais contra a infecção, o desenvolvimento 

de alterações clínicas e alterações macroscópicas e microscópicas (Silva et al., 2015b). 

 

B. ovis ΔabcBA, por ser uma espécie de Brucella não zoonótica, permite sua utilização segura em 

diversos hospedeiros sem causar brucelose. Além disso, por ter demonstrado eficiência na infecção de 
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diferentes tipos de células, poderia ser utilizada como um potencial vetor vivo vacinal, capaz de carrear 

antígenos de Brucella. Vetores virais e bacterianos não patogênicos, geneticamente modificados e 

carreando antígenos bacterianos, são uma alternativa segura para o desenvolvimento de vacinas para 

brucelose (Tabynov et al., 2014). São utilizados como vetores de antígenos de Brucella alguns 

microrganismos, como Escherichia coli (Iannino et al., 2015), Ochrobactrum anthropi (He et al., 2002), 

virus Semliki Forest (Cabrera et al., 2009), Yersinia enterocolítica (Al-Mariri et al., 2002) e Salmonella 

(Lalsiamthara e Lee, 2017). 
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CAPÍTULO II 

 

Meta-análise e o avanço no desenvolvimento vacinal contra a brucelose1 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A brucelose é uma doença bacteriana zoonótica que resulta em, aproximadamente, meio milhão de novos 

casos de infecções em seres humanos anualmente (Pappas, 2010). A doença é causada por diferentes 

espécies de Brucella, que são bactérias Gram-negativas intracelulares facultativas que pertencem à 

família Proteobacteriacea α-2 (Cheers, 1984; Corbel, 2006). Pacientes humanos com brucelose 

desenvolvem sintomas inespecíficos, incluindo febre ondulante, e a doença pode progredir para 

endocardite, artrite, osteomielite, entre outras manifestações clínicas menos comuns (Boschiroli et al., 

2001). Em bovinos, a brucelose é caracterizada por aborto e infertilidade (Xavier et al., 2009; Carvalho 

Neta et al., 2010; Poester et al., 2013). Portanto, a brucelose bovina resulta em perdas econômicas muito 

significativas (Cascio et al., 2011; Santos et al., 2013). 

 

O controle e a prevenção da brucelose animal são em grande parte baseados na vacinação. Portanto, nas 

décadas passadas, tem havido um intenso esforço de pesquisa para tornar mais seguras e mais eficazes as 

vacinas contra a brucelose (Nicoletti, 1990; Schurig et al., 2002; Corbel, 2006; Avila-Calderón et al., 

2013). A vacinação animal contra a brucelose é baseada principalmente em vacinas vivas atenuadas 

(Avila-Calderón et al., 2013), incluindo B. abortus S19, B. abortus RB51 e B. melitensis Rev.1 (Corbel, 

2006; Schurig et al., 2002; Nicoletti, 1984), enquanto Brucella abortus S19 é muitas vezes considerada o 

padrão ouro para o desenvolvimento de vacinas (Iannino et al., 2015). No entanto, essas cepas de vacinas 

vivas atenuadas têm algumas desvantagens significativas, incluindo potencial patogênico para seres 

humanos, indução de aborto em animais, eliminação no leite e interferência com testes sorológicos no 

caso de estirpes LPS lisas (Moriyon et al., 2004; Corbel, 2006). Além disso, essas cepas de vacinas 

tradicionais têm seu uso restrito em ruminantes, enquanto que os suínos, os camelos ou os animais 

selvagens não são protegidos. 

 

Tradicionalmente, as vacinas vivas atenuadas têm o uso e eficácia muito mais amplos do que as 

formulações de vacinas inativadas (Avila-Calderón et al., 2013; Todd et al., 2013). Nos últimos anos, 

houve um aumento do número de estudos sobre abordagens alternativas para a imunização contra 

brucelose, incluindo vacinas de subunidades recombinantes utilizando proteínas superficiais ou 

intracelulares de Brucella spp. (Oliveira e Splitter, 1996; Velikovsky et al., 2003; Bhattacharjee et al., 

2006; Olsen, 2013). Várias proteínas de Brucella foram utilizadas como imunógenos para formulações de 

vacinas de subunidades experimentais, incluindo proteínas de membrana externa, como: Omp16, Omp19, 

Omp31, Omp28 e Omp25 (Estein et al., 2003; Pasquevich et al., 2009; Kaushik et al., 2010; Goel e 

Bhatnagar, 2012), proteína ribossomal L7 / L12 (Oliveira e Splitter, 1996; Golshani et al., 2015), Cu-Zn 

superóxido dismutase (Singha et al., 2011), a proteína citoplasmática p39 (Al-Mariri et al., 2001), 

lumazina sintetase BLS (Cassataro et al., 2007), entre outras. Além disso, vacinas experimentais de DNA 

(Liljeqvist e Ståhl, 1999; Cassataro et al., 2007), bem como vacinas vetorizadas usando vetores de entrega 

como Salmonella enterica sorotipo Typhimurium (Onate et al., 1999), Escherichia coli (Harms et al., 

2009), Yersinia enterocolitica (Al-Mariri et al., 2002), Lactococcus lactis (Saez et al., 2012) e o vírus 

influenza (Tabynov et al., 2014) tem sido estudados cada vez mais. Superexpressão dos antígenos de 

Brucella em cepas de vacina atenuadas também tem sido avaliada experimentalmente (Vemulapalli et al., 

2000). No entanto, essas novas abordagens ainda não resultaram na geração de vacinas comercialmente 

disponíveis. 

 

Devido às limitações dos procedimentos experimentais envolvendo os hospedeiros naturais, uma vez que 

é caro e demorado, o camundongo tem sido amplamente utilizado como um modelo experimental para o 

                                                           
1 Capítulo publicado na Plos One (Carvalho et al., 2016). Anexo I. 
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desenvolvimento de vacinas contra a brucelose (Moriyon et al., 2004). O modelo de camundongo é 

adequado para estudar a patogênese, resposta imune do hospedeiro e proteção vacinal (Baldwin e Parent, 

2002; Silva et al., 2011b). No entanto, protocolos experimentais para avaliar a eficácia da vacina usando 

este modelo animal não são padronizados, o que gera resultados que muitas vezes não são reprodutíveis 

(Miranda et al., 2015). BALB/c é a linhagem de camundongo mais utilizada, embora outras estirpes 

também tenham sido utilizadas para experiências de vacinas, como CD1, C57BL/6, OF1, 129/Sv, Swiss 

e, “mixed/outbred” (Todd et al., 2013). A eficácia da vacina é avaliada com base em desafio experimental 

com uma cepa de Brucella de tipo selvagem patogênica após imunização, e quantificação de bactérias de 

tipo selvagem em órgãos alvos, particularmente o baço (OIE, 2008). 

 

Apesar de todo o esforço de pesquisa para o desenvolvimento de novas vacinas contra a brucelose, não 

está claro se essas novas tecnologias de vacinas serão, de fato, ferramentas amplamente utilizadas para 

prevenir brucelose. Portanto, o objetivo deste estudo foi realizar uma meta-análise para identificar 

parâmetros que influenciam a eficácia da vacina, bem como uma análise descritiva sobre como o campo 

de vacinologia de Brucella está avançando em relação ao tipo de vacina, melhoria da proteção em 

modelos animais ao longo do tempo e fatores que podem afetar a proteção no modelo de camundongo. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 FONTE DE DADOS 

 

Os dados foram recuperados de publicações indexadas no PubMed até 15 de fevereiro de 2016, usando as 

seguintes combinações de termos: (i) "Brucella" e "vacina"; (ii) "Brucella" e "vacina" e "camundongos"; 

ou (iii) "Brucella" e "vacina" e "camundongos" e "desafio". A lista de publicações foi então 

desambiguada manualmente. Apenas artigos com o modelo de camundongos foram incluídos neste 

estudo. Um critério importante para a inclusão foi que o artigo indicasse o índice de proteção ou 

fornecesse os dados originais que nos permitissem calcular o índice. Por definição, o índice de proteção 

refere-se à diferença do número de log de unidades formadoras de colônias (UFC) no baço de 

camundongos naïve e vacinados. Somente os artigos publicados em inglês foram incluídos neste estudo. 

Além disso, artigos com dados insuficientes - ou seja, ausência de indicação de número de animais por 

grupo, ausência de valores de UFC com seu desvio padrão e ausência de controles não vacinados - não 

foram incluídos neste estudo. 

 

 

2.2 OBTENÇÃO DE DADOS 

 

Este estudo foi realizado de acordo com os critérios do Relatório Preferencial de Itens para Revisões 

Sistemáticas e Meta-Análises (PRISMA). Os dados foram obtidos de cada grupo experimental individual 

em uma determinada publicação. Esses dados foram agrupados de acordo com a categoria de vacina 

experimental testada, incluindo: (i) cepas vivas atenuadas, (ii) vacinas de DNA; (iii) vacinas inativadas; 

(iv) cepas mutantes atenuadas; (v) vacinas de subunidades; e (vi) vacinas de vetor. Parâmetros extraídos 

de cada experimento individual e considerados para análise incluíam ano de publicação, espécies de 

vacinas (no caso de vacinas vivas), índice de proteção, linhagem de camundongo, variáveis relacionadas à 

vacinação (via, dose, número de injeções e adjuvante), variáveis relacionadas ao desafio (espécies de 

Brucella e cepa, via, e intervalo em dias entre desafio e amostragem), as espécies de vetores foram 

consideradas no caso de vacinas vetorizadas. 

 

Análise de regressão linear foi realizada considerando o ano de publicação e o índice de proteção, para 

todos os experimentos ou agrupados de acordo com a categoria de vacina. Além disso, a influência de 

cada parâmetro (categoria de vacina, linhagem de camundongo, via de vacinação e desafio, número de 

imunização, adjuvantes, espécies de desafio e intervalo entre desafio e eutanásia) no índice de proteção. 
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2.3 TRANSFORMAÇÃO DE DADOS E ANÁLISE DE META-REGRESSÃO 

 

Valores arbitrários foram atribuídos a dados qualitativos. Por exemplo, valores de 0 a 5, sendo "0" para 

vacinas atenuadas; "1" para vacinas de DNA; "2" para vacinas inativadas; "3" para vacina de cepas 

mutantes; "4" para vacinas de subunidades; e "5" para vacinas de vetores. Da mesma forma, os valores 

foram atribuídos às linhagens de camundongo, as vias de vacinação e desafio, o uso de adjuvante, as 

espécies de Brucella spp. usadas para desafio e números de vacinações, aplicando o valor zero à 

referência e valores integrais crescentes para as outras categorias. O intervalo entre desafio e a eutanásia 

foi analisado como dados quantitativos lineares. 

 

O coeficiente de variação, o erro padrão e os intervalos de confiança foram calculados para cada 

experimento incluído neste estudo. 

 

 

2.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise foi conduzida inicialmente com uma estimativa de meta-análise de efeitos aleatórios com um 

teste de heterogeneidade. Se o teste de heterogeneidade fosse significativo (valor de p inferior a 0,05), 

provavelmente seria significativo porque existem diferentes tipos de estudo com diferentes tipos de 

vacinas, é necessário trabalhar usando uma meta-regressão para verificar qual fator tem efeito positivo ou 

negativo sobre o índice de proteção. 

 

A condução da meta-regressão usou as duas primeiras variáveis independentes, uma sendo sempre o tipo 

de vacina com o objetivo de controlar o efeito da segunda variável independente. Nesta "meta-regressão 

univariada controlada" foi realizada a verificação da associação de variáveis independentes, como 

linhagem de camundongo, via de vacinação, número de vacinações, uso de adjuvante, espécies de 

Brucella usadas para desafio, via de desafio, intervalo entre desafio e eutanásia; e a variável dependente, 

Índice de Proteção. As variáveis independentes com os valores de p inferiores a 0,200 foram selecionadas 

para o próximo passo da análise de meta-regressão multivariada. A meta-regressão multivariada foi 

realizada usando o Índice de Proteção como a variável dependente, e todas as outras que foram 

selecionadas na univariada controlada como variável independente. O modelo multivariado foi conduzido 

em uma abordagem para trás, mas nesse caso a exclusão foi feita manualmente para entender como a 

remoção de uma variável não significativa afetaria as demais variáveis. O programa estatístico utilizado 

foi o Stata (Statacorp, Texas, EUA). 

 

Esta abordagem de meta-regressão permitiu atribuir um determinado peso para cada experimento 

individual com base em seu erro padrão. Portanto, uma análise de meta-regressão múltipla foi realizada, 

incluindo todos os parâmetros juntos, gerando um modelo final de meta-regressão. Valores de p <0,05 

foram considerados estatisticamente significativos e foram mantidos no modelo final. 

 

 

3. RESULTADOS 

 

 

3.1 PESQUISA DE LITERATURA E CARACTERÍSTICAS DO ESTUDO 

 

Um total de 117 artigos (Anexo II) e dados de 782 experimentos individuais foram incluídos neste estudo. 

Os critérios para inclusão neste estudo são detalhados na Figura 2.1 Um total de 117 publicações que 

atendem aos critérios foram selecionadas para a inclusão neste estudo. Assim, um total de 782 

experimentos individuais foram analisados. Dados brutos extraídos de todas as 117 publicações e cada 

experimento individual são demonstrados na Tabela Suplementar 

(https://www.dropbox.com/s/xpjd2qugs231gij/raw%20data%20Tatiane%201.xlsx?dl=0). 
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Figura 2.1. Fluxograma que descreve a seleção de artigos para inclusão na meta-análise. 

 

 

3.2 PROTEÇÃO CONTRA BRUCELLA spp. INDUZIDA POR DIFERENTES CATEGORIAS DE 

VACINAS EM CAMUNDONGOS - ESTATÍSTICA DESCRITIVA 

 

Atualmente, as vacinas de subunidades experimentais concentram a maioria dos esforços de pesquisa no 

campo da vacinologia de Brucella, uma vez que esta categoria de vacina representou 36,7%, seguida de 

vacinas de cepas atenuadas, que correspondiam a 28,26% de todos os experimentos. As outras categorias 

de vacinas experimentais representam 13,04%, 8,69%, 8,43% e 4,9%, no caso de mutantes, DNA, vacinas 

inativadas e com vetores, respectivamente. Além disso, as proteínas que foram mais frequentemente 

usadas como vacinas de subunidades incluíam: frações de LPS (n = 44), L7/L12 (n = 31), HS (n = 27), 

Omp19 (n = 22), Omp31 (n = 20), Omp16 (n = 17), Omp25 (n = 8), BLS (n = 8), SOD (n = 6), P39 (n = 

6), BRF (n = 6), Omp28 (n = 5) e urease (n = 4). 

 

Algumas categorias de vacinas foram estabelecidas anteriormente, enquanto outros tipos de vacinas 

surgiram ao longo deste estudo (1986-2016) como demonstrado na Figura 2.2. No final da década de 

1980 (1986-1990), houve apenas experimentos com vacinas atenuadas e subunidades. Vacinas inativadas 

apareceram entre 1991 e 1995, enquanto abordagens de vacinas mais diversas foram desenvolvidas e 
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estudadas a partir de 2001. O período entre 2011 e 2016 incluiu o maior número de experimentos (n = 

269) quando comparado aos outros intervalos, o que claramente indica um aumento de investimento em 

tempo de pesquisa e recursos para o desenvolvimento de vacina contra a brucelose. 

 

 
 

Figura 2.2. Número e porcentagem de experimentos para o desenvolvimento de vacina contra a brucelose 

de acordo com o tipo de vacina ao longo do tempo. Os intervalos de tempo e o número correspondente de 

experimentos foram: 1986-1990 (n = 73), 1991-1995 (n = 50), 1996-2000 (n = 13), 2001-2005 (n = 169), 

2006-2010 (n = 208) e 2011-2016 (n = 269). Os números de experimentos para cada ponto de dados são 

indicados no gráfico. 

 

Os dados de 782 experimentos previamente publicados foram agrupados de acordo com a categoria de 

vacinas experimentais, nomeadas em atenuadas naturalmente, mutantes, inativadas, subunidades, DNA e 

vacinas vetorizadas. Vacinas atenuadas (n = 221), inativadas (n = 66) e mutantes (n = 102) resultaram em 

mediana de índice de proteção acima de 2, enquanto as vacinas de subunidade (n = 287), de DNA (n = 

68) e vetorizada (n = 38) tiveram índices de proteção inferiores a 2 (Figura 2.3). 

 

 
 

Figura 2.3. Índice de proteção obtido por diferentes categorias de candidatas vacinas experimentais 

contra infecção por Brucella spp. Os valores indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box), 

primeiro e quarto quartis (barras de erro). Outliers são indicados por pontos. Os índices médios de 

proteção foram baseados em 782 experimentos independentes. Os números de grupos experimentais por 

categoria são indicados entre parênteses. 
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3.3 PROTEÇÃO OBTIDA POR VACINAS EXPERIMENTAIS DE BRUCELOSE AO LONGO DOS 

ÚLTIMOS 30 ANOS 

 

Para avaliar se os índices de proteção melhoraram ao longo do tempo, uma análise de correlação foi 

aplicada aos índices de proteção e ao ano de publicação de cada experimento individual nos últimos 30 

anos. Quando todas as categorias de vacinas experimentais são analisadas em conjunto, a linha de 

tendência demonstra claramente que não houve melhoria da proteção nos índices ao longo dos últimos 30 

anos, com baixo coeficiente linear negativo e não significativo (Figura 2.4). Durante este período de 

tempo, os índices médios de proteção das vacinas experimentais permaneceram estáveis e perto de 2 Log. 

Observou-se uma tendência semelhante quando diferentes categorias de vacinas foram analisadas 

separadamente (Figura 2.5), com exceção das vacinas de DNA que apresentaram significância estatística 

com coeficiente de correlação positivo (Figura 2.5B). No entanto, essa tendência para melhorar o índice 

de proteção ao longo do tempo no caso de vacinas de DNA reflete os índices de proteção muito baixos 

dos estudos iniciais em vez de altos índices de proteção, uma vez que estudos mais recentes têm índice de 

proteção que estavam em média abaixo de 2 Log (Figura 2.5). 

 

 
 

Figura 2.4. Regressão linear do índice de proteção ao longo do tempo para vacinas experimentais contra 

Brucella spp. no modelo de camundongo. Todas as categorias de vacinas experimentais (cepas atenuadas, 

n = 221; cepas mutantes atenuadas, n = 102; vacinas inativadas, n = 66; vacinas de subunidades, n = 287; 

vacinas de DNA, n = 68; e vacinas vetorizadas, n = 38) foram incluídas nesta análise, correspondendo a 

782 experimentos individuais (r = -0.0038; r2 = 0,09%; p = 0,4052). 
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Figura 2.5. Regressão linear do índice de proteção ao longo do tempo de diferentes categorias de vacinas 

experimentais contra Brucella spp. no modelo de camundongo. (A) cepas atenuadas (n = 221); (B) 

vacinas de DNA (n = 68); (C) vacinas inativadas (n = 66); (D) cepas mutantes atenuadas (n = 102); (E) 

vacinas de subunidades (n = 287); e (F) vacinas de vetores (n = 38). Os pontos indicam cada experimento 

individual, com linhas de tendência sólida e linhas pontilhadas indicando o intervalo de confiança. Os 

coeficientes lineares e os valores p são indicados em cada gráfico. 

 

 

3.4 PARÂMETROS QUE INFLUENCIAM A PROTEÇÃO NO MODELO DE CAMUNDONGO – 

ESTATÍSTICA DESCRITIVA 

 

Uma análise estatística descritiva foi realizada considerando o possível efeito de vários parâmetros, 

incluindo a linhagem de camundongo, a via de vacinação, o número de vacinação, as espécies de Brucella 

usadas para o desafio experimental, a via de desafio e o uso de adjuvante, em índices de proteção de 

vacinas experimentais para Brucella. Observe que esta estatística descritiva não leva em consideração o 

peso de cada grupo experimental, com base no tamanho da amostra e erro padrão. 
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Os índices de proteção foram avaliados de acordo com as linhagens de camundongo, incluindo BALB/c, 

Swiss, C57BL/6 e outros, utilizados em cada um dos 782 experimentos. Em média, os níveis mais altos 

de proteção foram observados em experimentos usando camundongos Swiss e suas variações, incluindo 

Swiss albino e Swiss CD-1 outbreed (Figura 2.6A). BALB/c é a linhagem de camundongo mais usada 

para experimentos de vacina de Brucella, correspondentes a 88,75% (694/782) de todos os experimentos 

incluídos neste estudo. Em média, essa linhagem forneceu índices de proteção mais baixos (1,7076), 

quando comparados com camundongos Swiss (2,3791) ou outras linhagens (1,7293), mas superior a 

C57BL/6, que forneceu os índices de proteção mais baixos (1,296) (Figura 2.6), quando todas as 

categorias de vacinas foram agrupadas. Índices de proteção obtidos por cada linhagem de camundongo de 

acordo com a categoria de vacina (atenuada, DNA, inativada, mutante, subunidade e vetorizada) estão 

descritos em Figura 2.7. 

 

 
Figura 2.6. Índices de proteção de acordo com diferentes parâmetros. Todas as categorias de vacinas 

experimentais foram analisadas em conjunto e agrupadas de acordo com: (A) as linhagens de 

camundongo usadas em cada experimento individual; (B) via de vacinação; (C) número de vacinações; 

(D) as espécies de Brucella spp. usadas para desafio experimental; (E) via de desafio; e (F) uso de 

adjuvante. Os números dos grupos experimentais para cada parâmetro são indicados entre parênteses. 

Valores indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box), primeiro e quarto quartis (barras de erro). 

Os outliers são indicados por pontos. 
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Figura 2.7. Índice de proteção de acordo com a linhagem de camundongo experimentalmente utilizada 

para diferentes categorias de vacinas experimentais contra infecção de Brucella spp. As categorias de 

vacinas (cepas atenuadas, vacinas de DNA, vacinas inativadas, cepas atenuadas de mutantes, vacinas de 

subunidades e vacinas vetorizadas) foram reagrupadas de acordo com a linhagem de camundongo 

experimentalmente utilizada (BALB/c, C57BL/6, Swiss e outros). Vacinas atenuadas: BALB/c, n= 166; 

C57BL/6, n= 9; Swiss, n= 34, outras, n= 12. Vacinas de DNA: BALB/c, n= 67; C57BL/6, n= 1. Vacinas 

inativadas: BALB/c, n= 60; Swiss, n= 6. Vacinas mutantes: BALB/c, n= 89; C57BL/6, n= 6; Swiss, n= 4, 

outros, n= 3. Vacinas de subunidade: BALB/c, n= 274; C57BL/6, n= 3; Swiss, n= 9, outras, n= 1. Vacinas 

vetorizadas: BALB/c, n= 38. Os valores indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box), primeiro e 

quarto quartis (barras de erro). Os outliers são indicados por pontos. 

 

Diferentes vias de vacinação, ou seja, oral e intragástrica (ORAL/IG), intramuscular (IM), intraperitoneal 

(IP), subcutânea (SC) e outras (intranasais, intraesplênicas, etc.) tiveram índice de proteção semelhante 

quando todas as categorias de vacinas foram analisadas em conjunto (Figura 2.6B). Índices de proteção 

obtidos por diferentes vias de vacinação de acordo com a categoria de vacina são detalhados em Figura 

2.8.  
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Figura 2.8. Índice de proteção de acordo com a via de vacinação para diferentes categorias de vacinas 

experimentais de Brucella spp. As categorias de vacinas (cepas atenuadas, vacinas de DNA, vacinas 

inativadas, cepas mutantes atenuadas, vacinas de subunidades e vacinas vetorizadas) foram reagrupadas 

de acordo com a via de vacinação (intragástrica e oral, n = 81, intramuscular, n = 90, intraperitoneal, n = 

355, subcutânea, n = 199, outras, n = 9). Vacinas atenuadas: intragástrica e oral, n = 12; intraperitoneal, n 

= 119; subcutânea, n = 48. Vacinas de DNA: intramuscular, n = 62; outras, n = 4. Vacinas inativadas: 

oral, n = 20; intraperitoneal, n = 19; subcutânea, n = 26; outras, n = 1. Vacinas mutantes: oral, n = 5; 

intraperitoneal, n = 79; subcutânea, n = 14. Vacinas de subunidades: oral, n = 25; intramuscular, n = 28; 

intraperitoneal, n = 119, outros, n = 4. Vacinas vetorizadas: oral, n = 19; intraperitoneal, n = 19. Os 

valores indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box), primeiro e quarto quartis (barras de erro). Os 

outliers são indicados por pontos. 

 

O efeito do número de vacinações, i.e. única vacinação vs múltiplas (2, 3, 4 e 9 vacinações) em índices de 

proteção foram comparados agrupando todas as categorias de vacinas em conjunto. Interessantemente, as 

vacinações únicas proporcionaram o índice de proteção mediano mais alto (Figura 2.6C). Índice de 

proteção obtidos por vacinações únicas ou múltiplas de acordo com cada categoria de vacina são descritos 

em Figura 2.9. 
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Figura 2.9. Índice de proteção de acordo com o número de vacinações para diferentes categorias de 

vacinas experimentais contra Brucella spp. As categorias de vacinas (cepas atenuadas, vacinas de DNA, 

vacinas inativadas, cepas atenuadas de mutantes, vacinas de subunidades e vacinas vetorizadas) foram 

reagrupadas de acordo com o número de vacinações (1x, n = 394; 2x, n = 196; 3x, n = 111; 4x, n = 36; 

9x, n = 2). Vacinas atenuadas: 1x, n = 211; 2x, n = 6; 4x, n = 1). Vacinas de DNA: 1x, n = 6; 2x, n = 2; 

3x, n = 34; 4x, n = 26). Vacinas inativadas: 1x, n = 4; 2x, n = 13; 3x, n = 6; 4x, n = 3. Vacinas mutantes: 

1x, n = 97; 3x, n = 1. Vacinas de subunidades: 1x, n = 32; 2x, n = 148; 3x, n = 68; 4x, n = 3. Vacinas 

vetorizadas: 1x, n = 4; 2x, n = 27; 3x, n = 2; 4x, n = 3; 9x, n = 2. Os valores indicam a mediana, segundo 

e terceiro quartis (box), primeiro e quarto quartis (barras de erro). Os outliers são indicados por pontos. 

 

Desafios pós-vacinação com diferentes espécies de Brucella spp., foram comparados como: B. abortus, B. 

canis, B. melitensis, B. ovis e B. suis. Uma variação acentuada nos índices de proteção foi observada 

contra essas espécies virulentas de desafio, com quase dois logs de diferença em índices de proteção entre 

os índices de proteção mais baixos e superiores. Desafio com B. suis resultou no índice de proteção 

mediano mais alto, quando todas as categorias de vacinas foram analisadas juntas (Figura 2.6D). Índices 

de proteção obtidos por diferentes categorias de vacinas contra diferentes Brucella spp. está descrito em 

Figura 2.10. 
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Figura 2.10. Índice de proteção de acordo com a espécie de desafio de Brucella spp. para diferentes 

categorias de vacinas experimentais. As categorias de vacinas (cepas atenuadas, vacinas de DNA, vacinas 

inativadas, cepas mutantes atenuadas, vacinas de subunidades e vacinas vetoriais) foram reagrupadas de 

acordo com a espécie de Brucella spp. utilizadas para o desafio experimental (B. abortus, B. canis, B. 

melitensis, B. ovis e B. suis). Vacinas atenuadas: B. abortus, n = 140; B. melitensis, n = 60; B. ovis, n = 

12; B. suis, n = 9. Vacinas de DNA: B. abortus, n = 33; B. canis, n = 2; B. melitensis, n = 27; B. ovis, n = 

6. Vacinas inativadas: B. abortus, n = 28; B. canis, n = 2; B. melitensis, n = 26; B. ovis, n = 7; B. suis, n = 

3. Vacinas mutantes: B. abortus, n = 40; B. canis, n = 4; B. melitensis, n = 47; B. ovis, n = 11. Vacinas de 

subunidades: B. abortus, n = 194; B. canis, n = 8; B. melitensis, n = 54; B. ovis, n = 31. Vacinas 

vetorizadas: B. abortus, n = 29; B. melitensis, n = 9. Os valores indicam a mediana, segundo e terceiro 

quartis (box), primeiro e quarto quartis (barras de erro). Os outliers são indicados por pontos. 

 

O efeito da via de desafio no índice de proteção também foi avaliado depois de analisar todas as 

categorias de vacinas em conjunto. As medianas dos índices de proteção obtidos com desafio através de 

diferentes vias, ou seja, oral e intragástrico (ORAL - IG), intraperitoneal (IP), outra (intranasal, 

intraesplênica, etc.) e intravenosa (IV), foram bastante semelhantes (Figura 2.6E). Índices de proteção 

obtidos por diferentes vias de desafio de acordo com cada categoria de vacina são descritas em Figura 

2.11. 
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Figura 2.11. Índice de proteção de acordo com a via de desafio para diferentes categorias de vacinas 

experimentais contra Brucella spp. As categorias de vacinas (cepas atenuadas, vacinas de DNA, vacinas 

inativadas, cepas atenuadas de mutantes, vacinas de subunidades e vacinas vetorizadas) foram 

reagrupadas de acordo com a via de desafio (oral e intragástrica, n = 25; intraperitoneal, n = 587; outras, n 

= 26, intravenosa, n = 131). Vacinas atenuadas: oral e intragástrica, n = 5; intraperitoneal, n = 185; outras, 

n = 4; intravenosa, n = 23. Vacinas de DNA: oral e intragástrica, n = 1; intraperitoneal, n = 48; 

intravenosa, n = 15. Vacinas inativadas: intraperitoneal, n = 35; outras, n = 14; intravenosa, n = 17. 

Vacinas mutantes: oral e intragástrica, n = 1; intraperitoneal, n = 93; outras, n = 4. Vacinas de 

subunidade: oral e intragástrica, n = 16; intraperitoneal, n = 191; outras n = 4; intravenosa, n = 75. 

Vacinas vetorizadas: oral e intragástrica, n = 2; intraperitoneal, n = 35; intravenosa, n = 1. Os valores 

indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box), primeiro e quarto quartis (barras de erro). Os outliers 

são indicados por pontos. 

 

Ao analisar todas as categorias de vacinas em conjunto, os índices de proteção obtidos por vacinas 

experimentais com ou sem adjuvante foram semelhantes (Figura 2.6F). Importante que o uso de adjuvante 

seja em grande parte restrito a algumas categorias de vacinas experimentais, conforme detalhado em 

Figura 2.12. 



42 

 

 

 
Figura 2.12 Índice de proteção de acordo com o uso de adjuvante para diferentes categorias de vacinas 

experimentais contra Brucella spp. As categorias de vacinas (cepas atenuadas, vacinas de DNA, vacinas 

inativadas, cepas mutantes atenuadas, vacinas de subunidades e vacinas vetorizadas) foram reagrupadas 

de acordo com o uso ou não de adjuvante (não, n = 528; sim, n = 253). Vacinas atenuadas: não, n = 213; 

sim, n = 7. Vacinas de DNA: não, n = 61; sim, n = 7. Vacinas inativadas: não, n = 44; sim, n = 22. 

Vacinas mutantes: não, n = 96; sim, n = 6. Vacinas da subunidade: não, n = 84; sim, n = 203. Vacinas 

vetorizadas: não, n = 30; sim, n = 8. Os valores indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box), 

primeiro e quarto quartis (barras de erro). Os outliers são indicados por pontos. 

  

 

3.5 META-ANÁLISES 

 

A meta-análise de efeitos aleatórios foi realizada utilizando 782 grupos experimentais dos 117 

documentos selecionados, estimando o índice de proteção e testando a heterogeneidade. Este 

procedimento também foi feito para os grupos experimentais divididos pelo tipo de vacina. Todas as 

estimativas mostram alta heterogeneidade sugerindo a necessidade de usar a meta-regressão para acessar 

qual o fator está afetando o índice de proteção. Os resultados são apresentados na Tabela 2.1. 

 

Tabela 2.1. Resultados de meta-análise de efeitos aleatórios. 
Tipo de vacina N Estimativa de IP IC 95% da estimativa* Teste de 

heterogeneidade  

valor de p 

Inferior Superior >0,001 

Todas 787 1,711 1,650 1,773 >0,001 
Atenuada 221 2,083 1,964 2,202 >0,001 

DNA 68 1,408 1,163 1,654 >0,001 

Inativada 66 2,148 1.929 2.367 >0,001 
Mutante 102 2,052 1.831 2.274 >0,001 

Subunidade 287 1,357 1.273 1.441 >0,001 

Vetor 38 1,165 0.943 1.387 >0,001 

*IC: intervalo de confiança, que indica que sob as mesmas condições experimentais, os valores teriam essa variação 

em 95% das vezes. 
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3.6 ANÁLISES BIVARIADAS 

 

Para selecionar as variáveis a serem incluídas no modelo de meta-regressão multivariada, uma análise de 

meta-regressão bivariada foi realizada considerando cada uma das variáveis controladas por categoria de 

vacina, ou seja, uma análise bivariada (Tabela 2.2). As variáveis estudadas incluíram: categoria de vacina; 

linhagem de camundongo; via de vacinação; número de vacinações; uso de adjuvante; espécies de 

Brucella usadas para o desafio; via de desafio; e intervalo entre desafio e eutanásia. As cepas de vacina 

naturalmente atenuadas com um índice médio de proteção de 2,079 foram significativamente mais 

protetoras (p <0,001) do que as de DNA, de subunidade e vacinas vetorizadas, que apresentaram índices 

médios de proteção de 1,377, 1,369 e 1,180, respectivamente. Em contraste, os índices de proteção 

obtidos por cepas de vacinas inativadas e mutantes (2,758 e 2,527, respectivamente) foram 

estatisticamente semelhantes aos de vacinas com cepas naturalmente atenuadas. 

 

Tabela 2.2. Análise de meta-regressão bivariada de variáveis que influenciam os índices de proteção das 

vacinas experimentais de brucelose. 
Variável Coeficiente Valor de p Intervalo de confiança*** 

Limite inferior Limite superior 

Categoria de vacina – Referência atenuada–valor de p<0,001 

DNA -0.7025 <0.001* -0.9597 -0.4453 

Inativada 0.0679 0.607 -0.1916 0.3275 
Mutante -0.04485 0.695 -0.2690 0.1793 

Subunidade -0.7107 <0.001* -0.8751 -0.5463 

Vetor -0.8990 <0.001* -1.2208 -0.5772 
Constante 2.0799 <0.001* 1.9560 2.2038 

Linhagem de camundongo – Referência BALB/C-valor de p<0,001 

C57BL/6 -0.6272 0.003* -1.0439 -0.2104 
SWISS 0.4197 0.002* 0.1555 0.6839 

Outros -0.2984 0.203 -0.7583 0.1615 

Constante 2.0589 <0.001* 1.9251 2.1927 

Via de vacinação – Referência oral/intragástrica-valor de p<0,001 

Intramuscular -0.3571 0.081 -0.7591 0.0447 

Intraperitoneal 0.2123 0.083 -0.0280 0.4526 
Subcutânea 0.4790 <0.001* 0.2226 0.7354 

Outras 0.4581 0.177 -0.2070 1.1233 

Constante 1.7265 <0.001* 1.4697 1.9832 
Número de vacinações – Referência única vacinação-valor de p<0,001 

Duas 0.3872 0.002* 0.1453 0.6291 

Três -0.2241 0.108 -0.4974 0.0491 
Quatro -0.2645 0.197 -0.6667 0.1376 

Nove 0.5179 0.437 -0.7895 1.8253 

Constante 2.0597 <0.001* 1.9412 2.1783 
Adjuvante – Referência sem adjuvante-valor de p<0,001 

Uso de adjuvante 0.2937 0.002* 0.1111 0.4763 

Constante 2.0665 <0.001* 1.9428 2.1901 
Espécies de desafio – Referência B. abortus-valor de p<0,001 

B. canis 0.4031 0.084 -0.054 0.8603 

B. melitensis 0.1947 0.011* 0.0456 0.3438 

B. ovis 0.8208 <0.001* 0.5739 1.0677 

B. suis 0.8088 0.003* 0.2751 1.3425 

Constante 1.9541 <0.001* 1.8232 2.085 
Via de desafio- Referência oral/intragástrica-valor de p<0,001 

Intraperitoneal 0.1676 0.375 -0.2034 0.5386 

Outras -0.4428 0.870 -0.5747 0.4861 
Intravenosa 0.4419 0.029* 0.4438 0.8395 

Constante 1.8772 <0.001* 1.4957 2.2588 

Intervalo (dias) entre desafio e eutanásia 
 -0.004 0.165 -0.0096 0.001 

Constante 2.1665 <0.001* 1.9916 2.3414 

* Os coeficientes de regressão positiva indicam que a variável possui índices de proteção mais altos do que a variável de referência 
quando estatisticamente significativa. Os coeficientes de regressão negativos indicam o oposto. 

** Valores de p estatisticamente significativos (p<0,05). 

*** O intervalo de confiança indica que nas mesmas condições experimentais, os valores teriam esse intervalo em 95% das vezes. 
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A avaliação de linhagem de camundongos considerando BALB/c como a linhagem de referência, com 

índice de proteção de 2,058, apresentou índices de proteção significativamente maiores quando 

comparado a C57BL/6 (p = 0,003) que tinham uma mediana do índice de proteção de 1,43. Por outro 

lado, os camundongos Swiss tinham índices de proteção (2,478) que foram significativamente maiores do 

que os camundongos BALB/c (p = 0,002), considerando que não foram observadas diferenças 

significativas entre o grupo “outras” linhagens de camundongos e BALB/c (Tabela 2.2). 

 

A análise de meta-regressão das vias de vacinação, considerando a via oral/intragástrica como referência, 

demonstrou que esta via, com um índice de proteção de 1,726, foi significativamente menos protetora (p 

<0,001) do que a via subcutânea (2,205). Índices de proteção obtidos por via intramuscular, 

intraperitoneal e outras (2,083, 1,938 e 2,184, respectivamente) foram semelhantes para a via 

oral/intragástrica (Tabela 2.2). 

 

Considerando uma única vacinação como a referência com um índice de proteção de 2,059, duas 

vacinações com um índice de proteção de 2,446 proporcionou uma melhor proteção (p = 0,002) do que 

vacinação única. Por outro lado, três, quatro ou nove vacinações, com índices de proteção de 1,835, 

1,795, e 2,576, respectivamente, foram estatisticamente semelhantes (p> 0,05) a vacinações únicas 

(Tabela 2.2). O uso de adjuvante resultou em um índice de proteção significativamente melhor (p = 

0,002) (2,359), quando comparado à vacinação sem adjuvante que resultou em um índice de proteção de 

2,066 (Tabela 2.2). 

 

A análise de espécies de desafio, considerando B. abortus como referência com o índice de proteção de 

1,954 demonstrou que os índices de proteção contra B. melitensis, B. ovis e B. suis (2,148, 2,774 e 2,762, 

respectivamente) foram significativamente maiores quando comparados com B. abortus (Tabela 2.2). Por 

outro lado, o índice de proteção contra B. canis (2,357) foi semelhante ao de B. abortus (p <0,05). A 

análise de meta-regressão bivariada também considerou a via de desafio, com a via oral/intragástrica com 

um índice de proteção de 1,877 como a referência. A via intravenosa (IV), com um índice de proteção de 

2,318, foi significativamente mais protetora do que a referência. Índices de proteção obtidos pelas vias 

intraperitoneais (IP) ou “outra” (2,044 e 1,833, respectivamente) foram estatisticamente similares à 

referência (Tabela 2.2). 

 

Importante, considerando que os experimentos de vacinas não são padronizados, foram avaliados o efeito 

do intervalo entre desafio e a mensuração do índice de proteção, e o número de dias entre desafio e a 

eutanásia de animais experimentais não influenciou significativamente no índice de proteção (Tabela 2.2). 

 

 

3.7 META-REGRESSÃO MULTIVARIADA 

 

Um modelo de meta-regressão foi desenvolvido, incluindo todas as categorias de vacinas (atenuada, 

DNA, inativada, mutante, subunidade e vetorizada) considerando o índice de proteção como a variável 

dependente e os outros parâmetros (linhagem de camundongo, via de vacinação, número de vacinações, 

uso de adjuvante, desafio com espécies de Brucella) como variáveis independentes (Tabela 2.3). 

 

As vacinas de subunidades e vetoriais proporcionaram índices de proteção significativamente menores 

quando comparados com vacinas atenuadas (p <0,001), que foi considerada a categoria de vacina de 

referência. Os índices de proteção obtidos por vacinas de DNA, inativadas ou mutantes foram 

estatisticamente semelhantes (p <0,05) à referência (Tabela 2.3). 

 

Em relação à linhagem de camundongo usada nos experimentos, C57BL/6 e camundongos Swiss 

resultaram em índices de proteção que foram estatisticamente similares à linhagem de referencia BALB/c 

(Tabela 2.3). Curiosamente, “outras” linhagens de camundongos, que incluíam linhagem de camundongo 

que eram knockout para genes relacionados à imunidade em 129/Sv, resultaram em um menor índice de 

proteção (p = 0,021) quando comparado à referência (Tabela 2.3). 
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Com exceção da via intramuscular de vacinação, que proporcionou menor índice de proteção quando 

comparada a oral/intragástrica (p = 0,035), as outras vias de vacinação (intraperitoneal, subcutânea e 

outras) resultaram proteção semelhante quando comparada à referência (Tabela 2.3). Duas vacinações 

foram melhores do que a referência que era uma única vacinação (p < 0,001), enquanto que três, quatro 

ou nove vacinações não melhoraram o índice de proteção quando comparado à referência (Tabela 2.3). 

 

As vacinas experimentais proporcionaram índices de proteção significativamente mais altos contra B. 

melitensis, B. ovis e B. suis quando comparados com o desafio de referência com B. abortus (Tabela 2.3), 

enquanto o uso de adjuvante não teve efeito significativo no índice de proteção (Tabela 2.3). 

 

Tabela 2.3. Análise multivariada de meta-regressão de variáveis que influenciam os índices de proteção 

de vacinas experimentais de brucelose. 
    Intervalo de 

confiança 

 

Variável Coeficiente Erro padrão Valor de p*** Limite inferior Limite superior 

Categoria de vacina - Referência atenuada-valor de p<0,001 
DNA -0,1826 0,2291 0,426 -0,6325 0,2672 

Inativada -0,1333 0,139 0,338 -0,6325 0,1397 

Mutante -0,0145 0,1126 0,898 -0,2356 0,2066 
Subunidade -1,0207 0,1453 <0,001* -1,3059 -0,7355 

Vetor -1,0774 0,1947 <0,001* -1,4597 -0,695 

Linhagem de camundongo – Referência BALB/C-valor de p<0,001 

C57BL/6 -0,4214 0,2086 0,044 -0,8309 -0,0119 

SWISS 0,1386 0,1912 0,469 -0,2368 0,5141 

Outras -0,5824 0,2524 0,021* -1,0780 -0,0868 
Via de vacinação – Referência oral/intragástrica-valor de p<0,001 

Intramuscular -0,4072 0,1929 0,035* -0,7859 -0,0285 

Intraperitoneal -0,0454 0,1242 0,715 -0,2893 0,1985 
Subcutânea 0,1466 0,1316 0,266 -0,1118 0,4051 

Outras 0,3178 0,3136 0,311 -0,2979 0,9335 

Número de vacinações – Referência única vacinação-valor de p<0,001 

Duas 0,3943 0,1236 <0,001* 0,1516 0,6369 

Três -0,0459 0,1439 0,75 -0,3284 0,2366 

Quatro -0,2248 0,2096 0,284 -0,6363 0,1866 
Nove 0,5015 0,644 0,436 -0,7629 1,766 

Adjuvante – Referência sem adjuvante 

Uso de adjuvante 0,1745 0,0927 0,06 -0,0075 0,3565 

Espécie de desafio – Referência B. abortus-valor de p<0,001 

B. canis 0,157 0,2281 0,491 -0,2908 0,6048 
B. melitensis 0,1652 0,0788 0,036 0,0106 0,3198 

B. ovis 0,7301 0,1287 <0,001* 0,4774 0,9828 

B. suis 0,7793 0,3802 0,041 0,0329 1,5257 
Constante 1,8983 0,1349 <0,001* 1,6335 2,1632 

* Os coeficientes de regressão positiva indicam que a variável possui índices de proteção mais altos do que a variável de referência 

quando estatisticamente significativa. Coeficientes de regressão negativos indicam o contrário. 

** Valores de p estatisticamente significativos (p<0,05). 
*** O intervalo de confiança indica que sob as mesmas condições experimentais os valores teriam esse intervalo em 95% das vezes. 

 

 

3.8 FONTES DE PUBLICAÇÕES EM VACINOLOGIA DE BRUCELOSE 

 

Os dados utilizados neste estudo foram obtidos de 117 artigos científicos, que foram agrupados de acordo 

com o periódico em que foram publicados. Frequências de publicações em diferentes periódicos são 

detalhadas na Tabela 2.4. 
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Tabela 2.4. Distribuição dos 117 artigos incluídos neste estudo de acordo com as revistas em que foram 

publicados. 
Revista Frequência Porcentagem (%) 

Vaccine 35 29,91 

Infection and Immunity 27 23,07 
Molecular Immunology 7 5,98 

Clinical and Vaccine Immunology 7 5,98 

Plos One 4 3,41 
Veterinary Microbiology 4 3,42 

Journal of Medical Microbiology 3 2,56 

Veterinary Research 2 1,71 
World Journal of Microbiology and Biotechnology  2 1,71 

Biologicals 2 1,71 
FEMS Immunology and Medical Microbiology 2 1,71 

Immunobiology 2 1,71 

Journal of Veterinary Science 2 1,71 
Microbes and Infection 2 1,71 

Veterinary Research Communications 2 1,71 

APMIS 1 0,85 
Archivos de Medicina Veterinária 1 0,85 

Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology 1 0,85 

DNA and Cell Biology 1 0,85 
Frontiers in Cellular and Infection Microbiology 1 0,85 

Frontiers in Microbiology 1 0,85 

Genetic Vaccines and Therapy 1 0,85 
The Journal of Infection in Developing Countries 1 0,85 

Journal of Controlled Release 1 0,85 

Journal of Microbiology 1 0,85 
Microbiology and Immunology 1 0,85 

Research in Veterinary Science 1 0,85 

The Journal of Immunology 1 0,85 
Veterinary Immunology and Immunopathology 1 0,85 

Total 117 100 

 

 

4. DISCUSSÃO 

 

A brucelose continua sendo uma das doenças zoonóticas mais importantes do mundo, o que justifica o 

grande número de estudos com o objetivo de desenvolver novas e melhores vacinas (Nicoletti, 1990). 

Uma meta-análise com base em experimentos de desenvolvimento de vacina contra a brucelose no 

modelo de camundongo foi realizada neste estudo. Uma análise temporal indica que os índices de 

proteção permaneceram estáveis ao longo dos últimos 30 anos, o que pode indicar que o conhecimento 

acumulado nas últimas décadas não é necessariamente traduzido em melhor proteção quando considerado 

o camundongo como modelo. Outra maneira de interpretar essa descoberta inesperada e perturbadora é 

que o modelo de camundongo pode ter um alcance limitado de proteção quando se trata de brucelose, o 

que pode ter resultado em estáveis índices de proteção ao longo do tempo. Conhecimento limitado sobre 

as respostas imunológicas protetoras de camundongos e espécies hospedeiras naturais de Brucella spp. 

também pode ser um fator que limita o avanço deste campo. Além disso, as estratégias tradicionais de 

vacinas, particularmente aquelas baseadas no uso de cepas atenuadas (Jiménez et al., 1994; Hamdy et al., 

2002; Pasquali et al., 2003) proporcionaram uma melhor proteção quando comparadas a novas 

estratégias, como subunidade, DNA e vacinas vetorizadas. No caso de vacinas de cepas vivas atenuadas, 

existe uma clara correlação entre os resultados obtidos no modelo de camundongo e a proteção real na 

espécie de hospedeiro preferida (Nicoletti, 1990; Blasco, 1997; Deqiu et al., 2002; Schurig et al., 2002). 

Na verdade, vacinas de cepas, como B. abortus S19 e B. melitensis Rev.1 são conhecidas por gerar uma 

resposta imunológica robusta (Schurig et al., 2002; Deqiu et al., 2002), e por induzir níveis significativos 

de proteção contra B. abortus em bovinos e B. melitensis em ovinos e caprinos (Nicoletti, 1990; Blasco, 

1997; Schurig et al., 2002). 

 

O camundongo é amplamente utilizado como modelo experimental para infeção de Brucella spp. (Silva et 

al., 2011b). Este modelo permite calcular o índice de proteção que se baseia na diferença entre o número 

http://www.springer.com/chemistry/biotechnology/journal/11274
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de UFC (em Log) nos baços de controles não vacinados e camundongos vacinados (OIE, 2008). Assim, 

um índice de proteção superior indica uma melhor proteção obtida por uma determinada vacina 

experimental. Experimentalmente, o índice de proteção é muito importante para a vacinologia de Brucella 

spp. que contrasta com outros agentes patogênicos que são letais, para os quais a proteção pode ser 

avaliada pela prevenção da letalidade no modelo de camundongo (Tamura et al., 2010). Importante, a 

correlação entre o índice de proteção no modelo de camundongo e a proteção na espécie hospedeira 

preferida não está clara para a maioria das vacinas experimentais recentemente desenvolvidas. Por 

exemplo, foi desenvolvido recentemente uma cepa candidata vacinal de mutante atenuada de B. ovis que 

não possui um transportador ABC (Silva et al., 2011a), que influencia o sistema de secreção tipo IV 

codificado por virB (Silva et al., 2014), interferindo assim com o tráfigo intracelular (Macêdo et al., 

2015). Esta cepa vacinal forneceu apenas proteção moderada no modelo de camundongo, produzindo um 

índice de proteção de aproximadamente 1,0 (Silva et al., 2015a), enquanto que surpreendentemente 

forneceu uma proteção muito forte contra o desafio experimental em carneiros, evitando a eliminação da 

cepa selvagem no sêmen e urina, acúmulo de células inflamatórias no sêmen e lesões macroscópicas ou 

microscópicas induzidas por B. ovis de tipo selvagem, resultando em imunidade estéril sob condições 

experimentais (Silva et al., 2015b). Esta falta de correlação direta entre proteção no camundongo e as 

espécies hospedeiras preferidas também podem estar relacionadas ao fato de que os índices de proteção 

variaram de acordo com as espécies de Brucella de tipo selvagem usadas no desafio, o que pode indicar 

que os ótimos níveis de índices de proteção podem variar entre as diferentes espécies de Brucella. 

 

Este estudo demonstrou que as cepas de vacinas vivas atenuadas resultam em níveis mais altos de 

proteção. Considerando que Brucella spp. é um agente patogênico intracelular, vacinas atenuadas 

promovem proteção superior porque a cepa vacinal permanece com o mesmo tecido e o tropismo celular 

como a cepa de tipo selvagem, imitando assim uma infecção natural (Ficht et al., 2009). Na verdade, B. 

abortus S19 e B. melitensis Rev 1 são amplamente utilizadas como cepas de vacinas em todo o mundo. 

Apesar dessas cepas vacinais gerarem altos níveis de proteção contra a doença, há consideráveis 

desvantagens, uma vez que ambas têm virulência residual para seus hospedeiros, elas causam infecções e 

doença em seres humanos, e elas interferem com os ensaios sorológicos de rotina, uma vez que geram 

uma resposta com anticorpo contra o lipopolissacarídeo liso de Brucella (LPS). Além disso, a cepa 

vacinal Rev 1 é resistente à estreptomicina, um dos antibióticos utilizados para o tratamento da brucelose 

em pacientes humanos (Schurig et al., 2002; Grillo et al., 2006). Por outro lado, a cepa da vacina B. 

abortus RB51 fornece proteção contra a doença em bovinos (Poester et al., 2006), e tem a vantagem de 

não interferir com os testes sorológicos padrões, uma vez que esta cepa tem um LPS rugoso (Schurig et 

al., 1991), mas esta cepa é resistente à rifampicina, que é utilizada para o tratamento da brucelose em 

pacientes humanos (Schurig et al., 2002). Experimentos com camundongos demonstraram que RB51 

protege contra o desafio experimental com várias espécies de Brucella spp., incluindo B. melitensis, B. 

ovis, B. abortus e B. suis (Jiménez de Bagués et al., 1994). Assim, as cepas de mutantes de Brucella 

transportando um LPS rugoso foram usadas em vários experimentos de vacina (Schurig et al., 2002; 

Moriyon et al., 2004). No entanto, as cepas mutantes rugosas fornecem os níveis mais baixos de proteção 

quando comparados às vacinas lisas e atenuadas como Rev 1 (González et al., 2008; Barrrio et al., 2009). 

 

A partir do ano 2000, um grande número de experimentos avaliou cepas mutantes atenuadas de Brucella 

como candidatas vacinais. Pelas mesmas razões discutidas sobre cepas atenuadas naturalmente, essas 

cepas mutantes promovem proteção no modelo de camundongo. Um fator limitante para estas vacinas é o 

fato de que alguns desses mutantes têm pouca persistência no hospedeiro, que pode não permitir tempo 

suficiente para a exposição da cepa de vacina ao sistema imunológico, impedindo assim níveis adequados 

de proteção (Young et al., 1979; Hong et al., 2000; Kahl-McDonagh e Ficht, 2006). No entanto, sistemas 

de entrega que promovem uma entrega lenta da cepa da vacina podem superar esta limitação (Silva et al., 

2015a; Silva et al., 2015b). A mutagênese nesses casos geralmente visa genes que são necessários para a 

virulência ou a sobrevivência no hospedeiro (Allen et al., 1998; Hong et al., 2000; Ficht, 2002; Li et al., 

2015). Mutantes cujos genes excluídos são necessários durante os estágios iniciais de infecção são 

rapidamente eliminados pelo sistema imunológico do hospedeiro (Hong et al., 2000), e por isso, eles 

tendem a gerar imunidade protetora insuficiente (Edmonds et al., 2000; Fiorentino et al., 2008). Há um 

grande interesse na geração de cepas mutantes que carregam um LPS rugoso, como RB51, uma vez que 
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estas cepas não interferem com os métodos de diagnóstico sorológicos mais utilizados (Schurig et al., 

2002; Monreal et al., 2003). No entanto, cepas rugosas tendem a ser rapidamente eliminadas do 

hospedeiro, o que resulta em níveis mais baixos de proteção (Monreal et al., 2003).  

 

Este estudo demonstrou que, em geral, as vacinas de subunidades proporcionam menores níveis de 

proteção, o que pode ser devido às limitações para identificar os antígenos mais protetores, mas é 

razoável hipotetizar que um único antígeno pode não ser suficiente para desencadear uma forte resposta 

imunológica protetora contra Brucella spp. (Titball, 2008; Plotkin, 2010; Gomez et al., 2013). 

 

Neste estudo, alguns parâmetros afetaram a proteção contra o desafio experimental no modelo de 

camundongo. BALB/c é a linhagem de camundongo mais utilizada para experimentos de vacina de 

Brucella (Todd et al., 2013). Importantemente, os índices de proteção são influenciados pela linhagem de 

camundongo. De fato, embora C57BL/6 e camundongos Swiss forneçam índices de proteção semelhantes 

aos de BALB/c, outras linhagens, que incluíam cepas knockout para genes relacionados a resposta imune, 

proporcionaram menores índices de proteção. Com a exceção da via intramuscular de vacinação, todas as 

outras vias tiveram níveis de proteção semelhantes, incluindo a via subcutânea que é uma das vias 

preferenciais para fins práticos. A eficácia da via subcutânea de vacinação está de acordo com estudos 

anteriores (Todd et al., 2013). Outro parâmetro que pode influenciar a proteção, particularmente no caso 

de vacinas de subunidades ou de DNA, é o número de vacinação, sendo que duas vacinações que 

proporcionam melhores resultados do que a única vacinação. 

 

Este estudo associou estatística descritiva com uma análise de meta-regressão, que é uma poderosa 

ferramenta para o avanço da pesquisa em saúde animal (Lean et al., 2009). Um estudo anterior de meta-

análise sobre vacinação de Brucella identificou fatores que podem influenciar os resultados experimentais 

em experimentos que avaliam formulações de vacinas de organismo inteiro (Todd et al., 2013). Este 

estudo foi mais inclusivo, cobrindo a maior parte das pesquisas relevantes realizadas em vacina de 

Brucella usando o modelo de camundongo nas últimas três décadas. A identificação de variáveis que 

influenciam significativamente os índices de proteção no modelo de camundongo indica claramente que a 

padronização de protocolos experimentais é necessária urgentemente para gerar dados mais reprodutíveis 

e com maior previsão para o desempenho da vacina na espécie hospedeira preferencial. Comparando com 

um estudo anterior de meta-análise, que foi restrito a vacinas de organismos inteiros (Todd et al., 2013), 

encontramos variáveis que são igualmente significativas para outros tipos de vacinas. Por exemplo, 

categoria de vacina, linhagem de camundongo, via de vacinação, cepa do patógeno de desafio, via de 

desafio e intervalo entre desafio e eutanásia, influenciando a proteção no estudo anterior (Todd et al., 

2013), bem como nessa mais abrangente meta-análise. Portanto, este estudo amplia o conhecimento 

anteriormente adquirido com meta-análise sobre vacinologia de Brucella (Todd et al., 2013). 

 

Um aspecto crítico do modelo de camundongo para o desenvolvimento de vacina de Brucella é a falta de 

padronização das condições experimentais, que foi previamente revisada (Grilló et al., 2012). Embora o 

camundongo seja um modelo bem estabelecido para a infecção por Brucella e vacinologia (Silva et al., 

2011b; Grilló et al., 2012), e apesar de recomendações muito específicas da Organização Mundial de 

Saúde Animal (OIE) para o uso de camundongo como modelo para prever o potencial papel protetor 

contra a brucelose em ruminantes (OIE, 2008), existe uma ampla variedade de parâmetros em protocolos 

experimentais, incluindo sexo, idade e linhagem de camundongos, via de vacinação e de desafio, tempo 

decorrido entre a vacinação e desafio e/ou entre desafio e avaliação de cargas bacterianas esplênicas, 

entre outros. Esse fato faz comparações entre estudos e laboratórios muito pouco confiáveis. 

 

As potenciais limitações deste estudo podem estar associadas a restrições da base de dados originais, 

embora a PubMed cubra a grande maioria dos trabalhos relevantes sobre o campo de vacinologia 

experimental de Brucella. A ausência de publicação de resultados negativos também pode ter 

influenciado o resultado deste estudo, embora se espere níveis semelhantes de resultados negativos entre 

diferentes categorias de vacinas experimentais. 
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5. CONCLUSÕES 

 

A importância da brucelose como uma ameaça para a saúde humana, bem como devido a perdas 

econômicas para a indústria animal (Pappas, 2010; Santos et al., 2013), justifica-se o enorme esforço 

científico para desenvolver melhores vacinas que não possuem potencial patogênico residual para animais 

e seres humanos (Olsen, 2013). Contudo, apesar do grande número de publicações nos últimos 30 anos, 

nossos resultados indicam que não existe uma tendência clara para melhorar o potencial de proteção 

dessas vacinas experimentais, o que pode, pelo menos em parte, explicar por que nenhuma dessas novas 

formulações ou estratégias de vacinas tenha chegado ao mercado. 
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CAPÍTULO III 

 

Meta-análise em vacinologia de brucelose em hospedeiros naturais 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Estudos com vacinas experimentais contra brucelose em bovinos, caprinos e ovinos com abordagens 

alternativas em vacinologia tem sido realizados nos últimos anos, incluindo vacinas de subunidades 

(Wyckoff III et al., 2005; Estein et al., 2009), vacinas de cepas mutantes (Kahl-McDonagh et al., 2006; 

Jacques et al. 2007; Fiorentino et al., 2008; Silva et al., 2015b) e vacinas utilizando vetores como vírus da 

gripe H1N1 (Tabynov et al., 2014). 

 

Apesar de brucelose acometer pequenos ruminantes e grandes animais, usualmente utiliza-se como 

modelo animal para estudo preliminar de proteção vacinal o camundongo. Realizamos um amplo estudo 

com vacinas de Brucella no modelo murino nos últimos 30 anos avaliando o índice de proteção, medida 

de proteção que demonstrou ser influenciada por algumas variáveis experimentais, como linhagem de 

camundongo, número de vacinação e via de imunização. Considerando o camundongo como modelo, as 

vacinas de brucelose têm alcançado índices de proteção insatisfatórios. Entretanto, a correlação entre a 

proteção no camundongo e espécie hospedeira natural carece de maiores estudos (Carvalho et al., 2016). 

Isto foi demonstrado em estudos anteriores do nosso grupo com candidata de vacina mutante atenuada de 

B. ovis encapsulada, que não possui um transportador ABC (Silva et al., 2011a), esta cepa demonstrou no 

camundongo proteção moderada (índice de proteção de aproximadamente 1) (Silva et al., 2015a), por 

outro lado, no carneiro, produziu imunidade estéril, prevenindo a eliminação da cepa de B. ovis selvagem 

na urina e sêmen e desenvolvimento de alterações patológicas macro e microscópicas (Silva et al., 

2015b). Nos hospedeiros naturais, o índice de proteção é comumente avaliado considerando a eficácia em 

prevenir abortos. Considerando as limitações com o trabalho experimental utilizando pequenos e grandes 

ruminantes, tornam assim nossos conhecimentos limitados em relação à proteção vacinal em diversos 

hospedeiros naturais. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a proteção conferida por diversos tipos 

de vacinas de brucelose em hospedeiros naturais. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 EXTRAÇÃO DE DADOS DA LITERATURA 

 

Os dados foram obtidos de publicações indexadas no Pubmed e Scopus até 25 de maio de 2017. 

Resumidamente, a pesquisa foi feita usando a seguinte combinação de termos: “Brucella” e “vaccine”. As 

publicações foram desambiguadas manualmente, permanecendo apenas publicações que avaliavam a 

proteção vacinal nos hospedeiros naturais após desafio com cepas patogênicas de Brucella. A inclusão de 

um artigo foi baseada no fornecimento do número de animais (imunizados e não imunizados) e do 

número de animais protegidos para cada grupo, que permitisse calcular a diferença de risco. Todos os 

artigos incluídos nesse estudo foram publicados em inglês. 

 

A meta-análise foi realizada seguindo os critérios do PRISMA (do inglês Preferred Reporting Items for 

Systematic Reviews and Meta-Analyses criteria), conforme detalhado em http://www.prisma-

statement.org/. Os dados foram obtidos de cada grupo experimental individual em uma determinada 

publicação. O agrupamento dos dados foi realizado de acordo com a categoria de vacina experimental 

testada, sendo: (i) cepas vivas atenuadas; (ii) cepas mutantes atenuadas; (iii) vacinas de subunidades 

recombinantes; (iv) vacinas vetorizadas; e (v) e inativadas. Foram considerados para nossa análise outros 

parâmetros obtidos de cada experimento individual que incluía: ano de publicação; espécie animal; 

número de animais imunizados e protegidos; número de animais não imunizados e protegidos; variáveis 

relacionadas à imunização (via, número de imunização e adjuvante) e variáveis relacionadas ao desafio 

(via e espécie de Brucella). 
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O valor de proteção de diferentes pesquisas, incluindo fêmeas e machos, foi obtido baseado na prevenção 

de abortos ou capacidade de prevenir infecção em órgãos em animais imunizados ou não imunizados 

obtidos em cada experimento individual. 

 

 

2.2 TRANSFORMAÇÃO DOS DADOS E ANÁLISE DE META-REGRESSÃO 

 

As variáveis extraídas dos artigos, incluindo categoria de vacina, hospedeiro animal, uso de adjuvante, 

espécie de Brucella de desafio e via de desafio foram selecionadas para testar qual variável influencia o 

valor de diferença de risco. Os dados coletados dos artigos foram transformados para dados qualitativos, 

que variaram de 0 a 5. Assim, foram atribuídos valores as variáveis: categoria de vacina (“0” atenuada, 

“1” mutante, “2” subunidade, “3” vetor e “4” inativada), hospedeiro (“0” bovinos, “1” bisões, “2” ovinos, 

“3” caprinos, “4” cervídeos e “5” búfalos), uso de adjuvante (“1” não, “2” sim), espécie de desafio (“0”B. 

abortus, “1” B. melitensis e “2” B. ovis) e via de desafio (“0” conjuntival, “1” conjuntival e 

intraprepucial, “2” subcutânea e “3” intravenosa). 

 

Existiam diferentes arranjos das vias de vacinação, o que prejudicaria sua análise como variável 

categórica, assim, as variáveis relacionadas as vias de vacinação foram dicotomizadas (sim ou não) para 

cada tipo de via. 

 

O índice de animais protegidos obtidos dos grupos experimentais imunizados e não imunizados, foram 

obtidos em cada artigo, foram denominados como “protegido vacina” e “protegido controle”, 

respectivamente. O valor de risco foi estimado baseado no número de protegidos dividido pelo número 

total de animais de cada grupo experimental. Foi calculada a diferença de risco, que resultou da subtração 

do valor de risco do grupo imunizado do valor de risco do grupo controle, para cada experimento incluído 

neste estudo. O valor de diferença de risco varia entre -1 e 1. Assim, o cálculo de diferença de risco é 

baseado na seguinte fórmula: 

 

Diferença de Risco (DF) = (número de animais protegidos imunizados/total de animais imunizados) - 
número de animais protegidos não imunizados/total de animais não imunizados) 

 

Foi realizada uma análise de regressão linear utilizando o ano de publicação e a variável diferença de 

risco. Além disso, pode-se avaliar a influência de cada parâmetro (categoria de vacina, espécie animal, 

variáveis relacionadas a imunização e desafio) no valor de risco. 

 

2.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Na análise de meta-regressão bivariada, utilizou-se como variável dependente a categoria de vacinas que 

controlava o efeito das variáveis independentes, consistindo de hospedeiros experimentais, via de 

vacinação, uso de adjuvante, número de vacinações, via de desafio e espécies de Brucella usadas para 

desafio. A seleção de variáveis para a análise de meta-regressão multivariada baseou-se em ter o valor de 

p menor que 0,05 na meta-regressão bivariada. O programa estatístico utilizado foi o Stata (Statacorp, 

Texas, EUA). 

 

 

3. RESULTADOS 

 

 

3.1 CARACTERIZAÇÃO DO ESTUDO 

 

Este estudo incluiu 45 artigos (Anexos III e IV) com 116 experimentos individuais. A pesquisa de 

literatura e os critérios utilizados para a inclusão estão demonstrados na Figura 3.1. Os 45 artigos 

oriundos das plataformas Pubmed e Scopus atenderam aos critérios estabelecidos.  
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Figura 3.1. Fluxograma que descreve a seleção de artigos das plataformas PubMed e Scopus para 

inclusão neste estudo de meta-análise, seguindo Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and 

Meta-Analyses criteria. 

 

 

3.2 PROTEÇÃO VACINAL NOS HOSPEDEIROS NATURAIS NAS ÚLTIMAS DÉCADAS 

 

Foi realizada uma análise de correlação entre o ano do estudo experimental e o índice de diferença de 

risco. Esta análise demonstrou que não houve melhoria na proteção (diferença de risco) dos diferentes 

tipos de vacinas experimentais durante os trinta e seis anos estudados, com valor de p não significativo 

(Figura 3.2). 

 

Além disso, foi observado na análise de regressão linear (Figura 3.2) que existia um processo mais 

declinante de proteção no período de 1980 a 2000, por outro lado, a diferença de risco conferida por 

diferentes vacinas demonstrava um perfil mais crescente no período de 2000 a 2016. Assim, devido a 

esses dois comportamentos diferentes no período estudado, as análises estatísticas foram fracionadas em 

dois períodos (1980 a 2000 e 2000 a 2016). Inicialmente avaliando os experimentos realizados no período 

de 1990 a 2000 e posteriormente os experimentos correspondentes ao período 2000 a 2016.  
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Figura 3.2. Análise de regressão linear correlacionando os tipos de vacinas experimentais (atenuada, 

mutante, subunidade, vetor e inativada) com o ano de publicação de cada experimento, em diferentes 

hospedeiros animais. O estudo com 116 experimentos individuais, constituido de vacinas atenuadas 

(n=62), com cepas mutantes (n=23), subunidades (n=17), vetorizadas (n=9) e cepas inativadas (n=5) (r = 

34,31; r2 = 11,77; p = 0,159). 

 

3.3 ESTUDO DE META-ANÁLISE 

 

A análise de meta-regressão bivariada foi realizada tendo cada variável controlada pela variável categoria 

de vacinas. As variáveis dependentes foram hospedeiro, via de vacinação, uso de adjuvante, espécie de 

desafio e via de desafio. No período de 1990 a 2000, considerando as vacinas com cepas atenuadas como 

a referência, com diferença de risco de 0,4349, as vacinas de subunidades foram significativamente 

menos protetoras, com valor de diferença de risco de 0,0258 (p<0,05), enquanto que, os valores de 

diferença de risco proporcionado pelas vacinas de cepas mutantes e inativadas (0,3673 e 0,2401 

respectivamente) foram estatisticamente equivalentes ao obtido por cepas naturalmente atenuadas (Tabela 

3.1). A análise de meta-regressão das vias de desafio, considerando a via de desafio conjuntival como 

referência, com diferença de risco de 0,5770, apresentou diferença de risco significativamente maior que 

via subcutânea, que obteve uma diferença de risco igual a zero (Tabela 3.1). 

 

Proteção proporcionada por duas imunizações (0,5613) foi semelhante a uma única imunização (0,4533) 

(Tabela 3.1). Não foram observadas diferenças significativas entre os hospedeiros bisões, ovinos, 

caprinos, cervídeos e bovinos (Tabela 3.1). Desafios com as espécies B. melitensis e B. ovis com 

diferença de risco de 0,2246 e 0,6269, respectivamente, foram semelhantes a B. abortus.  
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Tabela 3.1. Análise de meta-regressão bivariada de variáveis que influenciam a diferença de risco das 

vacinas experimentais de brucelose, nos anos de 1990 a 2000. 
   Intervalo de confiança*** 

Variável Coeficiente Valor de p Limite inferior Limite superior 

Categoria de vacina – Referência atenuada– valor de p<0,001 
Mutante -0,3673 0,912 -0,7119 0,6384 

Subunidade -0,4091 0,044* -0,8056 -0,0126 

Inativada -0,2401 0,411 -0,8273 0,3471 
Constante 0,4349 <0,001 0,2619 0,6079 

     

Via de vacinação     
Subcutânea 0,1478 0,525 -0,3204 0,6160 

Constante 0,3311 0,139 -0,1133 0,7755 

     

Intramuscular -0,1846 0,636 -0,9701 0,6008 

Constante 0,4703 <0,001 0,3278 0,6129 

     
Número de vacinações – Referencia única vacinação–valor de p<0,001 

Duas 0,1080 0,640 -0,3571 0,5732 

Constante 0,4533 <0,001 0,3055 0,6011 
     

Hospedeiro – Referência Bovino-valor de p<0,001 

Bisão 0,2309 0,405 -0,3278 0,7897 
Ovino 0,1292 0,427 -0,1983 0,4569 

Caprino -0,0513 0,860 -0,6413 0,5386 

Cervídeo -0,1287 0,750 -0,9457 0,6884 
Constante 0,4143 <0,001 0,2133 0,6154 

     

Espécies de desafio – Referência Brucella abortus-valor de p<0,001 
B. melitensis -0,2103 0,346 -0,6585 0,2379 

B. ovis 0,1920 0,221 -0,1217 0,5058 

Constante 0,4349 <0,001 0,2619 0,6079 

     

Via de desafio – Referência conjuntiva-valor de p<0,001 

Conjuntiva e 
intraprepucial 

-0,3174 0,101 -0,7007 0,0659 

Subcutânea -0,6162 0,007* -1,053 -0,1794 
Intravenosa -0,5769 0,058 -1,1738 0,0199 

Constante 0,5770 <0,001 0,4380 0,7158 

* Os coeficientes de regressão positiva indicam que a variável possui índices de proteção mais altos do 

que a variável de referência quando estatisticamente significativa. Os coeficientes de regressão negativos 

indicam o oposto. 

** Valores de p estatisticamente significativos (p<0,05). 

*** O intervalo de confiança indica que nas mesmas condições experimentais, os valores teriam esse 

intervalo em 95% das vezes. 

 

Já na análise bivariada no período de 2000 a 2016 (Tabela 3.2), as cepas de vacinas naturalmente 

atenuadas com valor de diferença de risco de 0,6320, foram significativamente melhores que as vacinas 

de subunidades, com valor de 0,169 (p<0,001). O valor de diferença de risco para as vacinas de cepas 

inativadas (1,005) foi significativamente maior do que o proporcionado por vacinas naturalmente 

atenuadas (p<0,05) (Tabela 3.2). 

 

A avaliação do hospedeiro animal considerando o bovino como o hospedeiro referência, com valor de 

diferença de risco de 0,6320, foi semelhante aos hospedeiros bisões, ovinos, caprinos e búfalos (p<0,001). 

Por outro lado, os cervídeos tiveram o valor de diferença de risco menor (0,0701) comparado aos bovinos 

(p<0,0001) (Tabela 3.2). 

 

As vias de vacinações avaliadas de forma dicotomizadas, demonstraram que a vias intramuscular e oral 

são protetivas significativamente (Tabela 3.2). 
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Tabela 3.2. Análise de meta-regressão bivariada de variáveis que influenciam os índices de proteção das 

vacinas experimentais de brucelose, nos anos de 2000 a 2016. 
Intervalo de confiança*** 

Variável Coeficiente Valor de p  

Limite inferior Limite superior 

Categoria de vacina – Referência atenuada–valor de p<0,001 

Mutante 0,0076 0,922 -0,1481 0,1634 

Subunidade -0,4630 <0,001** -0,6678 -0,2583 
Vetor 0,0616 0,588 -0,1645 0,2878 

Inativada 0,3733 0,029* 0,0390 0,7076 

Constante 0,6320 <0,001 0,4714 0,7927 
     

Hospedeiro – Referência Bovino-valor de p<0,001 

Bisão -0,1324 0,314 -0,3927 0,1278 

Ovino 0,6390 0,474 -0,1131 0,2409 

Caprino 0,0017 0,989 -0,2452 0,2487 

Cervídeo -0,5619 0,001* -0,8286 -0,2951 
Búfalos 0,2909 0,148 -0,1058 0,6876 

Constante 0,6320 <0,001 0,4714 0,7927 

     
Via de vacinação     

Subcutânea 0,0995 0,224 -0,0623 0,2614 

Constante 0,5281 <0,001 0,3699 0,6862 
     

Conjuntival 0,2011 0,054 -0,0039 0,4060 

Constante 0,5732 <0,001 0,4618 0,6847 
     

Intramuscular -0,2916 0,009* -0,5095 -0,0737 

Constante 0,6488 <0,001 0,5373 0,7603 
     

Oral -0,5136 0,025* -0,9618 -0,0654 

Constante 0,5994  0,4929 0,7059 

     

Intradérmica 0,0022 0,995 -0,7494 0,7538 

Constante 0,5978 <0,001 0,4870 0,7086 
     

Número de vacinações – Referencia única vacinação – valor de p<0,001 

Duas -0,1310 0,293 -0,3775 0,1155 
Três 0,2132 0,410 -0,2995 0,7259 

Constante 0,6097 <0,001 0,4980 0,7215 

     
Adjuvante – Referência sem adjuvante-valor de p<0,001 

Uso de adjuvante 0,0818 0,562 -0,1983 0,3618 

Constante 0,5978 <0,001 0,4871 0,7086 
     

Espécies de desafio – Referência Brucella abortus -valor de p<0,001 

B. melitensis 0,1808 0,039* 0,0091 0,3527 
B. ovis 0,2072 0,055 -0,0043 0,4188 

Constante 0,4969 <0,001 0,3592 0,6346 

     

Via de desafio – Referência conjuntival – valor de p<0,001 

Conjuntival e 

intraperpucial 

0,1274 0,199 -0,0688 0,3235 

Subcutânea 0,3602 0,010* 0,0893 0,6312 

Constante 0,5298 <0,001 0,4094 0,6501 

* Os coeficientes de regressão positiva indicam que a variável possui índices de proteção mais altos do 

que a variável de referência quando estatisticamente significativa. Os coeficientes de regressão negativos 

indicam o oposto. 

** Valores de p estatisticamente significativos (p<0,05). 

*** O intervalo de confiança indica que nas mesmas condições experimentais, os valores teriam esse 

intervalo em 95% das vezes. 
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Duas ou três vacinações com valores de diferença de risco de 0,4787 e 0,3965 respectivamente, foram 

semelhantes a proteção com uma única imunização (Tabela 3.2). O uso de adjuvante não resultou em 

diferença significativa de proteção entre a não utilização (Tabela 3.2). 

 

Considerando a espécie de desafio B. abortus como a referência com diferença de risco de 0,4969, as 

cepas B. melitensis e B. ovis com valores de diferença de risco de 0,6777 e 0,7041, respectivamente, 

proporcionaram maiores valores de diferença de risco (p<0,05).  

 

A via de desafio subcutânea resultou em maior valor de diferença de risco, sendo 0,89 significativamente 

maior quando comparado a via conjuntival como referência com diferença de risco de 0,5298 (p=0,01). 

 

 

3.4 META-REGRESSÃO MULTIVARIADA 

 

A análise de meta-regressão bivariada foi utilizada para selecionar as variáveis que seriam incluídas neste 

modelo de meta-regressão multivariada. Assim, este modelo de meta-regressão multivariada 

correspondente o período de 2000 a 2016, período que apresentou maior número de variáveis 

significativas, incluiu as categorias de vacinas naturalmente atenuadas, cepas mutantes, subunidades, 

vetorizadas e cepas inativadas, considerando o valor de diferença de risco como a variável dependente e 

as demais variáveis (via de vacinação e via de desafio) como independentes (Tabela 3.3).  

 

As vacinas de subunidades proporcionaram menor proteção do que as vacinas naturalmente atenuadas, 

que foi considerada a categoria de vacina referência (p=0,002). Por outro lado, as vacinas com cepas 

inativadas resultaram proteção significativamente melhor quando comparada a referência (p=0,007). 

 

Em relação a via de vacinação usada nos experimentos, as vias intramuscular e oral proporcionaram 

menor proteção comparada a via subcutânea (p<0,05). 

 

As vacinas experimentais proporcionaram maior proteção quando o desafio foi realizado pela via 

subcutânea (p=0,016) comparada a via conjuntival de referência. 

 

Tabela 3.3. Análise multivariada de meta-regressão de variáveis que influenciam o valor de diferença de 

risco de vacinas experimentais de brucelose em hospedeiros naturais, no período de 2000 a 2016. 
    Intervalo de 

confiança 

 

Variável Coeficiente Erro padrão Valor de p*** Limite inferior Limite superior 

Categoria de vacina - Referência atenuada-valor de p<0,001 

Mutante 0,0839 0,0905 0,357 -0,0968 0,2646 
Subunidade -0,3979 0,1206 0,002* -0,6387 -0,1572 

Vetor -0,1885 0,1446 0,197 -0,4772 0,1001 

Inativada 0,4742 0,1714 0,007* 0,1319 0,8164 
Via de vacinação – Referência subcutânea-valor de p<0,001 

Intramuscular -0,2232 0,1064 0,040* -0,4356 -0,0106 

Oral -0,4547 0,2138 0,037* -0,8817 -0,0277 
Via de desafio – Referência Conjuntival-valor de p<0,001 

Conjuntival e 

intraprepucial 

0,0666 0,093 0,477 -0,1191 0,2524 

Subcutânea 0,3139 0,1274 0,016* 0,0595 0,5682 

Constante 0,5861 0,0607 <0,001 0,4650 0,7073 

* Os coeficientes de regressão positiva indicam que a variável possui índices de proteção mais altos do 

que a variável de referência quando estatisticamente significativa. Coeficientes de regressão negativos 

indicam o contrário. 

** Valores de p estatisticamente significativos (p<0,05). 

*** O intervalo de confiança indica que sob as mesmas condições experimentais os valores teriam esse 

intervalo em 95% das vezes. 
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4. DISCUSSÃO 

 

Brucelose é uma importante doença infecciosa para o homem e animais domésticos, e sua incidência no 

homem está fortemente relacionada com a prevalência nos hospedeiros animais, por se tratar de uma 

doença essencialmente zoonótica (Gomez et al., 2013). A vacinação é uma forma de controle da 

brucelose em reservatórios animais, mas não é capaz de erradicar a doença (; Corbel, 2006; Grégoire et 

al., 2012), assim, cientistas de todo o mundo tem buscado desenvolver vacinas mais seguras e eficazes 

contra Brucella (Saez et al., 2012; Paul et al., 2018; Curina et al., 2018). Neste trabalho, avaliamos uma 

série de experimentos, por meio de meta-análise, objetivando comparar a eficácia de vacinas 

experimentais de brucelose e algumas comerciais, como B. abortus S19, B. abortus RB51 e B. melitensis 

Rev.1, nos hospedeiros naturais. Os resultados de regressão linear desse estudo, baseada na análise de 

correlação entre o ano de publicação dos trabalhos e o valor de diferença de risco, indicaram que a 

proteção proporcionada por vacinas experimentais em diversas espécies de hospedeiros alvos contra 

infecção por Brucella tem se mantido estável por quase quatro décadas. Os dados dessa recente meta-

análise demonstraram similaridade com o estudo anterior de análise temporal no modelo camundongo que 

evidenciou índices de proteção estáveis nos últimos trinta anos (Carvalho et al., 2016). Demonstramos 

assim que é necessário haver vacinas que elevem a eficácia protetora contra a infecção por Brucella, tanto 

para o camundongo, como nos diversos hospedeiros naturais, pois o sucesso de qualquer programa de 

vacinação depende da utilização de vacinas de alta eficácia, que seja capaz de reduzir o número de 

indivíduos susceptíveis a doença, e, além disso, que não cause os efeitos adversos relatados, como aborto 

e artropatias nos animais (Dorneles et al., 2105; Xie et al., 2018). 

 

Para nosso melhor conhecimento, esse estudo representa a primeira meta-análise de vacinas de brucelose 

em diferentes espécies animais alvos da doença. Anteriormente, realizamos um estudo similar no modelo 

camundongo, que abrangeu um maior número de experimentos (Carvalho et al., 2016), o que se justifica 

devido o camundongo ser um modelo amplamente utilizado para o estudo de patogênese, resposta imune 

e proteção vacinal do hospedeiro (Silva et al., 2011b; Baldwin e Parent, 2002), além de ser um animal 

pequeno e custo menor (Perkins et al., 2010). Entretanto, apesar do amplo investimento em pesquisas 

avaliando o índice de proteção vacinal em camundongos, não existe uma clareza na correlação entre a 

proteção no camundongo e espécies animais hospedeiras naturais de Brucella, pois o sistema imunológico 

do camundongo não representa com precisão a resposta imune protetora dos hospedeiros alvos da doença 

(Dorneles et al., 2015). Sabe-se ainda que a resposta protetiva é mais significativa nos hospedeiros 

naturais, porém, as avaliações experimentais em vacas gestantes são caras e requerem instalações de nível 

de biossegurança 3 (Dorneles et al., 2015). Em bovinos, os testes em condições experimentais são capazes 

de aferir a eficácia de vacinas contra B. abortus (Olsen et al., 1999; Poester et al., 2006), porém, as 

avaliações em hospedeiros naturais podem sofrer maior influência de fatores, como nutrição, estado 

imunológico, idade animal da vacinação, estresse ambiental ou manejo de vacinação (Olsen et al., 2015). 

 

Nosso estudo demonstrou que as vacinas de cepas inativadas foram significativamente mais protetivas 

contra infecção por Brucella do que as cepas vivas naturalmente atenuadas. Embora termos demonstrados 

que vacinas de cepas inativadas protejam mais, atualmente as vacinas comerciais utilizadas consistem de 

cepas vivas atenuadas, como B. abortus S19, B. abortus RB51 e B. melitensis Rev.1 (Cheville et al., 

1993; Olsen e Stoffregen, 2005; Corbel, 2006), sendo amplamente utilizadas por proporcionarem boa 

proteção e imunidade duradoura, relacionado com sua capacidade de estimular resposta imune celular 

(Seder e Hill, 2000; Levitz e Golenbock, 2012; Titball, 2008). A imunidade mediada por células tem 

papel importante na defesa e eliminação da infecção por Brucella do hospedeiro (Baldwin e Goenka, 

2006). Entretanto, o uso de vacinas de cepas atenuadas em seres humanos é desaconselhável, por 

apresentarem virulência residual (Waag et al., 2002; Rockx-Brouwer et al., 2012).  

 

Nossos dados demonstram que as vacinas inativadas têm proteção eficaz, são capazes de reduzir a 

incidência da infecção nos tecidos fetais e maternos, além de prevenir o aborto em fêmeas gestantes. 

Olsen e colaboradores (2015) demonstraram em bisões que a eficácia de vacina de cepas inativada de 

Brucella foi superior ao se realizar duas imunizações com intervalo de um ano, obtendo considerada 

redução do número de abortos, comparada aos animais não imunizados ou imunizados com uma única 
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dose. O resultado de maior proteção conferido pelas vacinas com cepas inativadas é interessante e quebra 

um dogma da vacinologia atual que preconiza para controle e erradicação da brucelose a utilização de 

vacinas com cepas atenuadas, que apesar de proporcionarem boa proteção, causam algumas desvantagens 

nos animais, como o aborto em fêmeas gestantes, interfere nos testes sorológicos, além disso, a vacina 

Rev.1 utilizada para prevenção de infecção de B. melitensis em caprinos e ovinos seu uso não é permitido 

em países livres de B. melitensis, incluindo o Brasil (Cheville et al., 1992; Schurig et al., 2002; 

Vemulapalli et al., 2002; Dorneles et al., 2015). Por outro lado, vacinas inativadas possuem características 

bastante desejáveis para uma vacina ideal, são incapazes de causar a doença e infecção persistente nos 

animais imunizados, proporcionam proteção e previnem o aborto (Schurig et al., 1995; Ko e Splitter, 

2003). Uma vacina é considerada efetiva quando é capaz de prevenir a infecção e desenvolvimento da 

doença clínica, ou minimizar a infecção nos animais vacinados (Grilló et al., 2009). Desta forma, a 

medida de diferença de risco, avalia a proteção vacinal por meio da redução das taxas de abortos e 

nascimento de bezerros fracos, e diminuição da colonização bacteriana em órgãos de animais vacinados 

comparados com controles após infecção com cepas virulentas de Brucella (Elzer et al., 1998; Nol et al., 

2016). 

 

Neste estudo demonstramos que as vacinas de subunidades protegem menos do que as vacinas de cepas 

atenuadas naturalmente. É desafiador o desenvolvimento de vacinas de subunidades realmente protetoras, 

envolvendo a dificuldade na identificação de antígenos funcionais, imunogênicos e protetores e a 

improvável proteção depender de um único antígeno (Titball, 2008; Plotkin, 2010; Yang et al., 2013). 

Vacinas de subunidades também demonstraram proteção inferior as vacinas atenuadas e inativadas no 

camundongo (Carvalho et al., 2016), apesar de estudos isolados apresentarem resultados promissores 

neste modelo com vacinas de subunidades, podem não correlacionar com a obtida nos hospedeiros 

naturais (Dorneles et al., 2015). 

 

As vias de vacinação e de desafio demonstraram influenciar na proteção em hospedeiros naturais. Nossos 

resultados demonstraram que a via subcutânea influencia em maior proteção quando utilizada na 

vacinação e desafio experimentais, concordando com estudos anteriores que haviam demonstrado que 

para imunização, esta via era significativamente importante nos índices de proteção (Marin et al., 1990; 

Todd et al., 2013; Carvalho et al., 2016). Além disso, sabe-se que a via de vacinação subcutânea é a mais 

comum rota de vacinação adotada para vacinas licenciadas S19, RB51 e Rev.1 (Beckett e MacDiarmid, 

1985; Xie et al., 2018) e a administração dessas vacinas por essa via, proporcionam baixas taxas de aborto 

nos animais imunizados, por outro lado, a via conjuntival de vacinação foi relacionada com altos índices 

de abortos (Xie et al., 2018). 

 

5. CONCLUSÃO 

 

Como avaliado no presente estudo, apesar do surgimento de novas tecnologias empregadas na 

vacinologia moderna para brucelose, ainda são necessários mais estudos, pois as vacinas experimentais 

testadas nos hospedeiros naturais têm proporcionado níveis de proteção estáveis nas últimas décadas. 

Além disso, é importante considerar que, as vacinas de cepas inativadas demonstraram melhor proteção 

comparada as vacinas de cepas atenuadas, o que é extremamente interessante, pois os esforços atuais 

estão focados no desenvolvimento de vacinas de cepas de Brucella geneticamente modificadas, 

subunidades, vetores e DNA, enquanto que as vacinas inativadas são pobremente exploradas. 
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CAPÍTULO IV 

 

Eficácia de cepa vacinal de BRUCELLA OVIS mutante ΔabcBA expressando proteína quimérica 

recombinante na proteção polivalente contra brucelose no modelo murino 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Brucella é uma bactéria intracelular, Gram-negativa e causadora de uma doença zoonótica conhecida por 

brucelose (Corbel, 1997), que é caracterizada por abortos em animais de produção e importantes perdas 

econômicas (Santos et al., 2013). Assim, a vacinação de animais susceptíveis é importante para o controle 

dessa infecção. O gênero Brucella inclui mais de dez espécies, sendo que B. melitensis, B. abortus, B. suis 

e B. canis tem potencial zoonótico (He, 2012). A fase crônica de brucelose humana pode estar associada 

com doença osteoarticular, meningite, hepatite, espondilites, neurobrucelose e endocardite (de Figueiredo 

et al., 2015; Yin et al., 2016; Pendela et al., 2017).  

 

O controle de brucelose em animais é usualmente feito realizando a administração de cepas vivas 

atenuadas na vacinação. Para bovinos, tem se vacinado com B. abortus S19 e B. abortus RB51, enquanto 

que para pequenos ruminantes a vacina B. melitensis Rev. 1 (Schurig et al., 2002; Corbel, 2006). 

Entretanto, essas vacinas possuem muitas desvantagens, sendo patogênicas para o homem, promovem 

aborto em animais gestantes, dentre outras (Corbel, 2006). Desta forma, alternativas mais seguras estão 

sendo estudadas, como vacinas de subunidades proteicas, com vetores e de DNA (Cassataro et al., 2007; 

Jain et al., 2014; Golshani et al., 2015). Uma estratégia inovadora que surgiu recentemente está sendo o 

estudo de epitopos de células T em formulações vacinais, demonstrando proteção para B. abortus (Afley 

et al., 2015). O objetivo deste trabalho foi avaliar a cepa mutante B. ovis ΔabcBA como vetor para 

peptídeos de proteínas de Brucella sp.  (proteína recombinante de Brucella spp., contendo sequencias de 

14 peptídeos - RPB14) com papel imunogênico e seu potencial uso para imunização e proteção contra 

cepas virulentas de Brucella em camundongos BALB/c. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 CAMUNDONGOS 

 

Camundongos BALB/c fêmeas de seis a oito semanas de idade, obtidos no Biotério Central da UFMG, 

foram mantidos sob ótimas condições de higiene, umidade, luz (ciclo artificial de 12 horas escuro/claro) e 

controle de temperatura (22 ± 2ºC). Todos os procedimentos experimentais nos animais foram aprovados 

pelo Comitê de Ética da UFMG (CEUA-UFMG protocolo nº 107/2015). Experimentos de proteção 

vacinal foram realizados em laboratório de nível 3 de biossegurança. Os animais foram distribuídos 

aleatoriamente em gaiolas e aclimatizados uma semana antes da vacinação. 

 

 

2.2 CEPAS BACTERIANAS E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 

Cepas bacterianas utilizadas nesse estudo (Tabela 4.1) inclui Escherichia coli XL-1Blue, B. ovis (WT 

ATCC 25840) B. ovis ΔabcBA, B. ovis ΔabcBA PRB14, B. abortus cepa vacinal S19, sendo essa última 

obtida do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, Ames, IA, USA). Cepas virulentas 

utilizadas no desafio vacinal foram B. abortus 2308 (INTA - Instituto Nacional de Tecnologia 

Agropecuária, Buenos Aires, Argentina) e B. suis 1330. Cepas de Brucella foram cultivadas em ágar 

triptona de soja (TSA) a 37ºC em 5% de CO2. A cepa B. ovis WT ATCC 25840 e as cepas mutantes B. 

ovis ΔabcBA e B. ovis ΔabcBA PRB14 foram crescidas em meio TSA com 1% de hemoglobina, e para as 

cepas mutantes o meio foi  suplementado com 100 µg/mL de canamicina (Gibco, Invitrogen, Brasil) ou 
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20 µg/mL de cloranfenicol (Sigma, EUA), respectivamente. Antes dos experimentos, as cepas bacterianas 

congeladas foram descongeladas e semeadas em meio TSA com 1% de hemoglobina com o antibiótico 

apropriado, e incubadas a 37ºC com 5% de CO2 por 3 dias. Suspensão bacteriana fresca em PBS foi 

ajustada por espectrofometria para 109 unidades formadoras de colônicas (UFC)/mL, avaliada usando 

SmartSpec spectrophotometer (Bio-Rad, Hercules, CA) mensurando a densidade óptica em 600 nm 

(OD600), entretanto, a real concentração bacteriana foi checada por diluição seriada e plaqueamento em 

TSA. 

 

Todas as manipulações com B. abortus 2308, B. suis 1330 e B. abortus cepa S19 foram realizadas em 

laboratório de biossegurança nível 3, Laboratório de Patologia Molecular, do Departamento de Clínica e 

Cirurgia Veterinárias da Escola de Veterinária, UFMG. 

 

Foi utilizado o plasmídeo pPRB14 (Tabela 4.1). Escherichia coli cepa XL-1Blue foi usada para clonagem 

do plasmídeo pPRB14 com proteína quimérica e cultivada a 37ºC em ágar ou caldo Luria-Bertani 

(triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 1%) suplementado quando requerido, com ampicilina (200 

µg/mL) na concentração apropriada. 

 

Tabela 4.1. Descrição e referência dos plasmídeos e cepas bacterianas utilizados neste estudo. 
Bactéria ou plasmídeo Características Referência 

Bactérias   

B. ovis ATCC 25840 WT ATCC25840 
B. ovis ΔabcBA B. ovis ΔBOV_A500-501::KanR Silva et al., 2011a 

B. ovis ΔabcBA PRB14 B. ovis ΔabcBA :: PRB14::CnR Este estudo 

E. coli XL-1Blue Para clonagem Phoneutria 
B. abortus cepa vacinal S19 Cepa vacinal USDA 

B. abortus 2308 Cepa de desafio INTA 

B. suis 1330 Cepa de desafio  
Plasmídeos   

pPRB14 Promotor constituivo SecE, proteína quimérica 

PRB14 e cassete de cloranfenicol de resistência 
clonados em pBluescript II SK(-) 

GenScript, USA 

Este estudo 

 

 
2.3 EPITOPOS DE CÉLULAS T: PREDIÇÃO DE EPITOPOS IN SILICO 

 
Proteínas previamente descritas como imunogênicas para camundongos, conforme estudo de meta-análise 

descrito no Capítulo II (Carvalho et al., 2016), foram utilizadas para predição in silico. Foram 

selecionadas 32 proteínas, sendo: Omp16, Omp19, Omp25 e Omp31; proteína ribossomal L7/L12; 

proteína malato desidrogenase (Mdh); proteínas da superfamília HAD; proteína CP24, proteína flagelar 

FliN e FlgJ; BP26, urease, proteína chaperona Dnak; chaperona SurA, superóxido dismutase Cu–Zn 

(Sod); lumazina sintase (BLS), cadeia alfa de riboflavina sintase (RS-α), lumazina sintase 2 (LS-2), di-

hidrolipoamida succiniltransferase (E2o), AdoHcyase, CobB, proteína da família do fator 

transcriptacional AsnC; fosfomanomutase; proteína predita de acil-CoA transferase; proteínas de VirB10,  

VirB9, VirB7;  proteína de regulador transcriptacional GntR,  proteína de superficia celular 31 kDa 

(BCSP 31) proteína de choque térmico GroEL, císteina sintase (cysK), CobB e proteína acessória de 

uréase (UreD2). As sequencias de aminoácidos dessas proteínas foram obtidas do NCBI (do inglês 

National Center for Biotechnology Information -  https://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

Peptídeos para alelos de MHC-I (H-2-Ld e H-2-Kd) e MHC-II (H-2-IAd) de camundongos foram preditos 

usando o programa NetMHC 3.4 server e NetMHCII 2.2 server, respectivamente, utilizando os 

parâmetros default para a predição.  

 

2.4 CONSTRUÇÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE QUIMÉRICA 

 

Para a construção da proteína recombinante multi-epitopo, peptídeos selecionados (Tabela 4.3) foram 

adicionados e foram adicionadas as sequências linkers (GGG) entre dois epitopos. Uma sequência de seis 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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histidinas em tandem foi fusionada ao C-terminal para monitorar a expressão da proteína recombinante 

quimérica. A otimização dos códons do gene da proteína foi analisada por 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/. A sequência otimizada para Agrobacterium 

tumefaciens foi utilizada para delineamento da proteína recombinante expressa em B. ovis. 

  

 

2.5 CONSTRUÇÃO DA CEPA MUTANTE B. ovis ΔabcBA PRB14 

 

A construção do plasmídeo pPRB14 (pBluescript, Genscript, EUA) para a deleção de abcA (BOVA0500; 

GenBank número de acesso 5204038) e abcB (BOVA0501; GenBank número de acesso 5203285) e 

inserção do gene sintético que consiste do promotor constitutivo SecE de Brucella, proteína recombinante 

PRB14 e gene de resistência de antibiótico cloranfenicol, conforme ilustrado na Figura 4.1, gerando a 

cepa vacinal B. ovis ΔabcBA PRB14. A região upstream e downstream consistem de 961 pb e 981 pb, 

respectivamente. 

 

 

 
Figura 4.1. Plasmídeo pPRB14: área de deleção e representação do gene clonado contendo promotor 

SecE, proteína quimérica e gene que confere resistência a Cloranfenicol para esta cepa, e os fragmentos 

upstream e downstream. CmR= cassete de resistência à Cloranfenicol. F= fragmentos de genes truncados 

na mutagênese. 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/
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2.6 ELETROTRANSFORMAÇÃO, SELEÇÃO E AVALIAÇÃO DE CEPA MUTANTE 

 

B. ovis ΔabcBA eletrocompetentes foi transformada com o plasmídeo pPRB14 (pBluescript) como 

descrito anteriormente (Tatum et al., 1992). Resumidamente, para preparo de células B. ovis ΔabcBA 

(Silva et al., 2011a) eletrocompetentes, a bactéria foi inicialmente cultivada em placas de ágar triptona de 

soja (TSA) com 1% de hemoglobina (Difco, EUA) e canamicina (100 µg/mL) por três dias a 37ºC e 5% 

de CO2. As células bacterianas foram ressuspendidas em solução salina fosfato estéril (PBS), 

centrifugadas a 4000 g por 20 minutos em centrífuga refrigerada a 4ºC, e mantidas no gelo nos 

procedimentos seguintes. O pellet bacteriano foi ressuspendido em 20 mL de água destilada estéril 

gelada, utilizando pipeta sorológica de 25 mL estéril gelada e centrifugado novamente como descrito 

acima. O pellet de células foi lavado mais duas vezes e ressuspendido na última vez em 1 mL de água 

destilada estéril gelada. O plasmídeo pPRB14 foi transformado em Escherichia coli (XL1Blue), extraído 

por kit comercial (Plasmid Midi Kit, Qiagen, EUA) e utilizado na transformação de B. ovis ΔabcBA 

eletrocompetentes. 

 

Foram adicionados 5 µL de DNA de plasmídeo pPRB14 a 50 µL de B. ovis ΔabcBA eletrocompetentes 

em cubeta estéril de eletroporação com 0,2 cm (Laboratórios Bio-Rad, Richmond, CA e um aparelho de 

transfecção de Gene Pulser (Laboratórios Bio-Rad, Richmond, Calif.) em 2,2 kV e 5,4 ms foi utilizado 

para transformar B. ovis ΔabcBA. Em seguida, as células bacterianas foram imediatamente suspendidas 

em 1 mL de meio SOCB (6% de caldo de tripcase de soja, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 

mM MgSO4, 20 mM glicose) e 100 µL da solução foram plaqueadas em meio TSA com 1% de 

hemoglobina sem antibiótico e incubados por 16 horas em 37ºC e 5% de CO2. A solução bacteriana 

restante foi incubada em shaker a 37ºC, 200 rpm por 16 horas e posteriormente plaqueada em meio TSA 

com 1% hemoglobina e cloranfenicol (20 µL/mL). Posteriormente, as colônias que cresceram em meio 

TSA com 1% de hemoglobina foram recuperadas em 100 µL de PBS estéril, e finalmente cultivadas em 

TSA suplementado com 1% de hemoglobina com cloranfenicol. Depois de 4 a 6 dias de incubação, as 

colônias resistentes a cloranfenicol e sensíveis a canamicina (100 µg/mL, Gibco, EUA) e ampicilina (200 

µg/mL, Phoneutria, Brasil) foram selecionadas sendo as candidatas cepas mutantes. 

 

2.7 CONFIRMAÇÃO DE CEPA MUTANTE POR PCR E SEQUENCIAMENTO 

 

A cepa mutante foi confirmada por PCR como B. ovis utilizando os iniciadores visando amplificar uma 

ilha genômica específica, como anteriormente descrito (Xavier et al., 2010) (Tabela 4.2). A extração de 

DNA foi realizada selecionando colônias de B. ovis WT e cepa mutante B. ovis ΔabcBA PRB14, diluídas 

em 100 µL de água destilada estéril, inativada a 100ºC por 10 minutos em termobloco e centrifugada por 

12.000 x g por 2 minutos. Para PCR, 2 µL de sobrenadante com o DNA foram adicionados a solução 

contendo 23 µL de mix para PCR comercial (SuperMix; Invitrogen, Brasil), 0,5 µL da solução de 

iniciadores ORF AO503 Fv e ORF AO503 Rv (25 mM; FW: 5’-GCCTACGCTGAAACTTGCTTTTG-

3’/REV: 5’- ATCCCCCCATCACCATAACCGAAG-3’) (Xavier et al., 2010) e 0,25 µL de Taq DNA 

polimerase (22 U/mL, Invitrogen, Brasil). Parâmetros de amplificação utilizados foram: desnaturação a 

94ºC por 5 minutos, e 35 ciclos de desnaturação em 95ºC por 1 minuto, anelamento a 57ºC por 1 minuto e 

extensão a 72ºC por 1 minuto, seguidos de extensão final a 72ºC por 5 minutos. A PCR foi considerada 

positiva quando o produto tinha 228 pb (Tabela 4.2). 

 

Usando a sequência genômica de B. ovis (GenBank número de acesso CP000709.1) dois pares de 

iniciadores foram desenhados para amplificar uma sequência da região downstream (iniciador BO REV) e 

sequência da região AO500 (BO WT FW), sendo iniciadores específicos para B. ovis WT. A deleção de 

fragmentos de abcA e abcB, e a construção B. ovis ΔabcBA PRB14 (Tabela 4.2) foram verificadas por 

PCR utilizando o iniciador reverse citado acima que amplifica uma sequência da região downstream 

(iniciador BO REV) e o iniciador forward que amplifica uma sequência específica do gene da proteína 

quimérica e cloranfenicol (iniciador BO PRB14 FW (Figura 4.2) Assim, a PCR para verificar a deleção e 

inserção do gene sintético foi realizada utilizando 3 µL do sobrenadante com DNA, adicionados a 20 µL 

de mix para PCR comercial (SuperMix; Invitrogen, Brasil), 0,5 µL de cada iniciador forward (25 mM, 
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BO PRB14 FW: 5’-AGGTTGATCGGGCACGTAAG-3’ e BO WT FW: 5’-

ACGCGATGACATTGACCGTA-3’) e 1 µL de iniciador reverse (25 mM, BO REV: 5’- 

TCATCACGGTACTTGGGCTC-3’). Parâmetros utilizados foram: desnaturação a 95ºC por 5 minutos; 

35 ciclos de desnaturação a 95ºC por 1 minuto; anelamento em 59ºC por 1 minuto e extensão a 72ºC por 

1 minuto; e extensão final a 72ºC por 5 minutos. O produto esperado na PCR foi de 331 pb para B. ovis e 

857 pb para B. ovis ΔabcBA PRB14. 

 
Figura 4.2. Representação dos iniciadores para confirmação de B. ovis WT e da mutação de Brucella ovis 

ΔabcBA PRB14 por PCR. Para B. ovis WT foi utilizado os iniciadores na região AO500 e na região 

downstream, enquanto que em B. ovis ΔabcBA PRB14 os iniciadores utilizados amplificavam a região da 

proteína quimérica e sequência da região downstream. 

 

 

A PCR para análise de sequenciamento de DNA da cepa mutante B. ovis ΔabcBA PRB14 foi realizada 

utilizando 3 µL do sobrenadante com DNA, adicionados a 19,8 µL de mix para PCR comercial 

(SuperMix; Invitrogen, Brasil), 0,5 µL de cada iniciador forward (25 mM, BO RBB14 seq FW: 5’-

AAGATGTGGCGTGTTACGGT-3’ e BO501 seq FW: 5’-TGTTTGAAGGAGCCGGAGAC-3), 1 µL de 

iniciador reverse (25 mM, BO503 seq RV: 5’-TTTGCAGCCATGGGATTTGC-3’) (Figura 4.3) e 0,2 µL 

de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil). Parâmetros utilizados foram: desnaturação a 95ºC por 5 

minutos; 35 ciclos de desnaturação a 95ºC por 1 minuto; anelamento a 57ºC por 1 minuto; extensão a 

72ºC por 2 minuto; e extensão final a 72ºC por 7 minutos. A PCR foi considerada positiva quando o 

produto tinha 1511 pb para B. ovis e 1749 pb para B. ovis ΔabcBA PRB14. Amplicons foram purificados 

pelo método de polietileno glicol (PEG) para precipitação de DNA, como descrito na literatura (Louise et 

al., 1983), e sequenciados por eletroforese capilar no equipamento ABI3130. Dados foram analisados 

pelo programa de scanner de sequência (Applied Biosystems) 

(https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=600583&tab=D

etailInfo) e Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

 

 

 

https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=600583&tab=DetailInfo
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=600583&tab=DetailInfo
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Figura 4.3. Representação dos iniciadores para sequenciamento da cepa mutante Brucella ovis ΔabcBA 

PRB14. Para a cepa ΔabcBA PRB14 os iniciadores utilizados amplificavam a região do cloranfenicol e 

sequência da região BOVA503. 

 

Os produtos amplificados foram corridos em gel de eletroforese de agarose 1,5% e corados com 

SYBR®Safe DNA Gel (Invitrogen, EUA). Foram utilizados 4 µL de padrão de peso molecular (Mid 

Range DNA Ladder, Jena Bioscience, Alemanha ou 1Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen, EUA). 

 

Tabela 4.2. Sequência de iniciadores utilizados em PCR convencional para a confirmação de mutagênese em 

Brucella ovis. 
Iniciador Sequência (5’- 3’) Produto Referência 

ORF AO503 Fw 

ORF AO503 Rv 

GCCTACGCTGAAACTTGCTTTTG 

ATCCCCCCATCACCATAACCGAAG 

228 pb (B. ovis WT e B. ovis 

PRB14) 
 

Xavier et al., 2010 

BO PRB14 Fw 

BO Rv 
BO WT Fw 

AGGTTGATCGGGCACGTAAG 

TCATCACGGTACTTGGGCTC 
ACGCGATGACATTGACCGTA 

331 pb (B. ovis WT) 

857 pb (B. ovis PRB14) 

Silva et al., 2015a 

Este estudo 

BO RBB14 seq Fw 

B0503 seq  Rv 
B0501 seq  Fw 

AAGATGTGGCGTGTTACGGT 

TTTGCAGCCATGGGATTTGC 
TGTTTGAAGGAGCCGGAGAC 

WT: 1511 pb (B. ovis WT) 

1749 pb (B. ovis PRB14)                  

Este estudo 

 
 

2.8 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA CONTENDO DODECIL SULFATO DE 

SÓDIO (SDS/PAGE) 

 

Foram utilizados 20 µL de lisado bruto de B. ovis ΔabcBA PRB14 e controle de B. ovis ΔabcBA, foram 

adicionados com 5 µL de SDS tampão de amostra (25% de solução a 0,5 M Tris-HCl - Invitrogen, EUA, 

pH 6,8; 20% de glicerol; 4% de betamercaptoetanol; 0,2% de azul de bromofenol; 4% de SDS). As 

amostras foram aquecidas a 100ºC por 5 minutos e submetidas em seguida ao SDS-PAGE. Foram 

utilizados 20 μL de marcador de massa molecular para proteína (SeeBlueTM Plus2, Invitrogen, EUA). 

Para o SDS-PAGE, inicialmente, preparou-se o gel de separação a 12% utilizando acrilamida 30% (29% 

de acrilamida - Invitrogen, EUA; 1% N,Nmetileno-bis-acrilamida - Invitrogen, EUA), 1,5 M Tris-HCl pH 

8,8 (Invitrogen, EUA), SDS (dodecil sulfato de sódio) 10%, persulfato de amônio 10% e TEMED 

(Invitrogen, EUA). Em seguida, o gel de concentração a 4% foi preparado usando solução de acrilamida 

30%, 0,5 M de Tris-HCl pH 6,8, SDS 10%, persulfato de amônio 10% e de TEMED (Invitrogen, EUA) 

(Neuhoff et al., 1988).  

 
A eletroforese ocorreu em tampão Tris-glicina pH 8,0 (Tris 25 mM, Glicina 0,25 mM, SDS 0,1%) com 

40V por 1 hora e 100 V para o restante do tempo de corrida. O gel foi corado por solução de azul de 

Coomassie (25% de metanol, 5% de ácido acético e 0,1% de azul brilhante de Coomassie G-250). 
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2.9 ANÁLISE DE EXPRESSÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE QUIMÉRICA EM B. OVIS 

ΔabcBA PRB14 POR WESTERN BLOT 

 

A expressão de proteína quimérica em B. ovis ΔabcBA PRB14 foi detectada por Western blot utilizando 

anticorpo anti-his. Alíquota de lisado bruto de B. ovis ΔabcBA PRB14 e controle negativo de B. ovis 

ΔabcBA foram submetidas a SDS-PAGE. Posteriormente, as proteínas foram transferidas para 

membranas de polyvinylidene difluoride (PVDF) com microporos de 45 µc (Immobilon®-P, Millipore, 

EUA), a 115 V, 350 mA em 4ºC por 1 hora, utilizando o sistema Mini Trans-Blot (BioRad, EUA), 

imersas em tampão de transferência contendo 48 mM de Tris base, 39 mM de glicina, 20% v/v de álcool 

metílico. Em seguida a membrana foi incubada por 1 hora, sob agitação em solução de bloqueio [5% p/v 

de leite em pó desnatado dissolvido em TBS-Tween 0,1% (50 mM tris, 150 mM NaCl, pH 7,5) e 0,1% 

v/v de Tween® 20 (Sigma Life Science, EUA) (TTBS)]. Posteriormente, realizou-se três lavagens da 

membrana com TTBS, por 5 minutos, e em seguida a membrana foi incubada com anticorpo primário 

anti-his (1:3000, Thermo scientific, EUA), diluído em solução de TTBS com com 2% de leite desnatado 

em pó, por 18 horas a 4ºC, sob agitação. A membrana foi lavada três vezes com TTBS e incubada com 

IgG anti-camundongo conjugado com peroxidase (goat anti-mouse IgG-HRP; Thermo scientific, EUA), 

na diluição 1:2000 por 1 hora a temperatura ambiente. Novamente, a membrana foi lavada três vezes com 

TTBS e finalmente, aplicou-se o cromógeno DAB (3, 3’-diaminobenzidina - Millipore, Brasil) sobre a 

membrana e incubou-se até o aparecimento de bandas, quando a membrana foi lavada com água 

destilada. 

 

 

2.10 AVALIAÇÃO IN VITRO DA INFECÇÃO E SOBREVIVÊNCIA DE B. ovis ΔabcBA PRB14 EM 

MACRÓFAGOS MURINOS 

 

Macrófagos RAW 264.7 foram usados para avaliar a sobrevivência da mutante B. ovis PRB14 comparada 

com as cepas B. ovis WT (ATCC 25840) e B. ovis ΔabcBA. Resumidamente, os macrófagos foram 

cultivados em meio RPMI (1640, Gibco, Invitrogen) com suplementação de 10% de soro fetal bovino 

(SFB) e adicionados em placas de cultivo celular de 96 well (Sarstedt, São Paulo, Brasil) (5 x 104 

macrófagos/well) com meio completo sem adição de antibiótico por 18 horas a 37ºC com 5% de CO2. As 

células foram infectadas com multiplicidade de infecção (MOI) de 1:100, em seguida, as placas foram 

centrifugadas 1.000 x g por 5 minutos e incubadas por 30 minutos a 37ºC. Depois de lavadas uma vez 

com PBS, as células foram incubadas com meio RPMI suplementado com 10% de SFB e 50 µg/mL de 

gentamicina (Invitrogen, São Paulo, Brasil) por 1 hora a 37ºC, objetivando a morte bacteriana 

extracelular. O meio de cultivo foi substituído por meio completo contendo 25 µg/mL de gentamicina 

(Invitrogen, São Paulo, Brasil) e incubado a 37ºC por 0, 4, 24, 48 horas pós infecção. Em diferentes 

tempos pós infecção, as células foram lavadas uma vez com PBS e lisadas com água destilada estéril por 

20 minutos e o sobrenadante foi submetido a diluição seriada em PBS para a contagem de UFC, em 

placas de TSA com 1% hemoglobina sem antibiótico (B. ovis WT), com canamicina (B. ovis ΔabcBA) e 

com cloranfenicol (B. ovis ΔabcBA PRB14). Esses ensaios foram realizados em triplicatas e repetidos 

duas vezes. 

 

 

2.11 AVALIAÇÃO DA ATENUAÇÃO DE CEPA MUTANTE B. OVIS ΔabcBA PRB14 EM 

CAMUNDONGO BALB/c 

 

Camundongos BALB/c fêmeas de 6 a 7 semanas de idade foram mantidos em gaiolas em instalações de 

Biossegurança nível 2. Três grupos com cinco camundongos cada, foram inoculados intraperitonealmente 

(i.p.) com uma única dose de 100 µl de suspensão com 1 x 106 UFC/animal de B. ovis ΔabcBA PRB14 ou 

B. ovis ΔabcBA ou B. ovis WT (ATCC 25840) em PBS. Uma semana após a infecção, os camundongos 

foram eutanasiados com uma dose letal de cloridrato de xilazina 2% (0,6 mg/animal) e cloridrato de 

cetamina 1% (27 mg/animal) por via intraperitoneal (i.p.), seguida de deslocamento cervical. O baço e 

fígado foram coletados assepticamente, pesados e homogeneizados em tubos com 2 mL de PBS estéril 
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usando um homogenizador de tecido (Ultra Stirrer; Biotech, Brasil). Diluições seriadas foram realizadas e 

alíquotas de 100 µL de diferentes diluições seriadas foram plaqueadas em duplicata em TSA com 1% de 

hemoglobina ou TSA com 1% de hemoglobina-canamicina (100 µg/mL, Gibco, Invitrogen, Brasil) ou 

TSA com 1% de hemoglobina-cloranfenicol (20 µg/mL, Sigma, EUA), incubadas a 37ºC e 5% de CO2, e 

avaliadas por 4 a 7 dias. Níveis de infecção foram expressos em média ± desvio padrão de log UFC/órgão 

individual. 

 

Para histopatologia, fragmentos de baço e fígado foram fixados por imersão em formol tamponado a 10% 

por 24 horas, seguidos por desidratação em álcool crescente, diafanização em xilol e incluídas em 

parafina. Os fragmentos foram seccionados em 4 μm de espessura e corados por hematoxilina e eosina 

(HE) para avaliação histopatológica.  

 

Imuno-histoquímica foi realizada como previamente descrita (Xavier et al., 2009) para fragmentos de 

fígado e baço. Resumidamente, cortes histológicos de baço e fígado foram desparafinizados, hidratados e 

incubados em solução de peróxido de hidrogênio a 3% em tampão fosfato (PBS), por 20 minutos, três 

trocas. Posteriormente as três lavagens em PBS, realizou-se o bloqueio das ligações inespecíficas com 

solução de bloqueio (5% p/v de leite em pó desnatado dissolvido em PBS) por 1 hora. As secções de 

tecidos foram transferidas para câmara úmida e incubadas com anticorpo primário (1:1000, coelho 

experimentalmente infectado com B. ovis 1 x 109 UFC) por 1 hora em temperatura ambiente. Então, as 

secções de tecidos foram lavadas três vezes com PBS e incubadas com anticorpo secundário biotinilado 

(coelho e camundongo) por 40 minutos, posteriormente foram lavadas três vezes com PBS e incubadas 

com streptavidina-peroxidase de kit comercial (LSAB2 System-HRP kit; Dako, EUA), por 20 minutos. 

Utilizou-se o cromógeno AEC (3-amino-9-etilcarbazol, Dako, EUA) para revelar a reação e contra 

coloração com hematoxilina de Meyer.  

 

 

2.12 PREPARAÇÃO DE MICROCÁPSULAS CONTENDO B. OVIS ΔabcBA PRB14 E B. OVIS ΔabcBA 

 

Cápsulas de B. ovis ΔabcBA e B. ovis ΔabcBA PRB14 com 1 x 109 UFC/mL foram preparadas por 

metodologia previamente descrita (Arenas-Gamboa et al., 2008) com mínimas modificações. 

Resumidamente, as bactérias foram cultivadas em placas de ágar triptona de soja (TSA) com 1% de 

hemoglobina, suplementadas com antibiótico adequado para cada cepa mutante, por três dias em 37ºC e 

5% de CO2. Foram ressuspendidas as células bacterianas em solução salina estéril (PBS), resultando em 5 

x 1010 UFC/mL e centrifugadas a 4000 g por 10 minutos. O pellet bacteriano foi ressuspendido em 840 

µL de solução de MOPS (10 mM MOPS, 0,85% NaCl [pH 7.4], Sigma-Aldrich, Brasil) e 4,16 mL de 

solução de alginato (1,5% sal de sódio de ácido algínico, Sigma-Aldrich, Brasil, 10 mM MOPS, 0,85% 

NaCl [pH 7.3]). Uma alíquota foi diluída e plaqueada em TSA com 1% de hemoglobina para confirmar o 

inóculo. A suspensão bacteriana foi passada em seringa e gotejada com agulha 0,23 x 4 mm em solução 

de polimerização (cloreto de cálcio 100 mM, MOPS 10 mM, NaCl 0,85%) para formar as cápsulas e em 

seguida, homogeneizadas por 15 minutos em homogeneizador de placas, temperatura ambiente e 

velocidade lenta. Cápsulas formadas foram lavadas duas vezes com solução de MOPS por 5 minutos e em 

seguida, foram adicionadas à solução de poly-L-lisina 0,05% (peso molecular 15.000 a 30.000, Sigma-

Aldrich, Brasil) diluída em solução de polimerização, por 10 minutos. Depois de lavar uma vez com 

solução de MOPS, as cápsulas foram agitadas em solução de alginato (0,03%, MOPS 10 mM, NaCl 

0,85%), por 5 minutos e então retirada a solução de alginato 0,03%, obtendo ao final o volume desejado 

de cápsulas.  

 

Para determinar a viabilidade bacteriana e a quantidade de bactérias por mL de cápsulas de alginato 

(UFC/mL) pós encapsulamento, foi retirado 1 mL de cápsulas de cada cepa mutante antes da adição de 

poly-L-lisina 0,05%, e então foram dissolvidas em 1 mL de solução de despolimerização (citrato de sódio 

50 mM, 0,45% NaCl, 10 mM MOPS [pH 7,2]) sob homogeneização por 10 minutos e plaqueadas em 

meio TSA com 1% de hemoglobina. 
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2.13 VACINAÇÃO 

 

Sessenta camundongos BALB/c, fêmeas de 6 a 8 semanas, foram randomicamente divididos em 12 

grupos de 5 animais cada. Três grupos foram vacinados por via subcutânea (s.c.) com B. ovis ΔabcBA 

PRB14 encapsulada e três grupos com B. ovis ΔabcBA encapsulada, usando a mesma dose para cada 

vacina, 1 x 108 UFC/100 µL/camundongo. Três grupos foram inoculados subcutâneamente com 100 µL 

de PBS (grupo controle não vacinado) e outros três grupos com 1 x 105 UFC/100 µL/camundongo com B. 

abortus cepa S19 (grupo controle positivo) de acordo com o protocolo da OIE (OIE, 2008). 

 

2.14 EXPERIMENTO DE PROTEÇÃO EM BALB/c 

 

Quatro semanas após a imunização, camundongos de cada grupo foram desafiados por via intraperitoneal 

(i.p.) com cepas virulentas de B. abortus 2308, B. ovis ATCC 25840, B. suis 1330, com 105 UFC por 

animal. Duas semanas após o desafio, os camundongos foram eutanasiados com cloridrato de xilazina 2% 

(0,1 mg/kg) e cloridrato de cetamina 1% (35 mg/kg) por via intraperitoneal, seguida de deslocamento 

cervical. Em seguida, o baço foi removido assepticamente, pesado em tubo falcon de 50 mL, e 

homogeneizado em 2 mL de solução de PBS estéril utilizando um mixer (Hamilton Beach, EUA). Cada 

amostra foi submetida a diluições seriadas, plaqueadas em ágar TSA com 1% de hemoglobina em 

duplicatas, e incubadas por 5 a 7 dias de crescimento a 37ºC em 5% de CO2 para determinar a carga 

bacteriana de B. abortus 2308, B. ovis ATCC 25840 e B. suis 1330 por grama de baço. No caso dos 

grupos controles imunizados com B. abortus S19, homogenizado de baço foi cultivado em paralelo em 

meio seletivo (0,1% eritritol, inibidor seletivo do crescimento de cepa S19, Sigma, Aldrich, Brasil) e em 

condição não seletiva, para diferenciação de UFC de cepa utilizada na imunização e cepa desafio. Para 

animais de grupos vacinados com B. ovis ΔabcBA e B. ovis ΔabcBA PRB14, as diluições seriadas do baço 

foram cultivadas em paralelo em meio seletivo (TSA com 1% de hemoglobina com 100 µg/mL de 

canamicina ou 20 µg/mL de cloranfenicol, respectivamente) e cultivadas em meio não seletivo, para 

realizar a diferenciação de UFC de cepa utilizada na imunização e cepa desafio. Índice de proteção foi 

obtido por subtração da média log10 UFC do grupo experimental da média log10 UFC do grupo controle 

negativo. 

 

Para histopatologia, fragmentos de baço e fígado foram fixados por imersão em formol tamponado a 10% 

por 24 horas, seguidos por desidratação em álcool crescente, diafanização em xilol e incluídos em 

parafina. Os fragmentos foram seccionados em 4 μm de espessura e corados por hematoxilina e eosina 

(HE) para avaliação histopatológica. Os camundongos que foram vacinados subcutaneamente com B. ovis 

ΔabcBA PRB14 encapsulada ou B. ovis ΔabcBA encapsulada, foram coletados fragmentos de tecido 

subcutâneo do local de vacinação, processados histologicamente como descrito acima e processados para 

imuno-histoquímica como citado no item 3.11. 

 

2.15 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os valores de UFC da avaliação in vitro da infecção e sobrevivência de B. ovis ΔabcBA PRB14 em 

macrófagos murinos, e a intensidade da infecção (eliminação bacteriana e eficácia da vacina) em cada 

tempo estudado foram transformados logaritmicamente, expressos em média e desvio padrão e 

submetidos a análise de variância (ANOVA). Índice de proteção foi calculado subtraindo a média em Log 

do grupo vacinal da média do grupo controle PBS. Médias foram comparadas por teste de Tukey 

(GraphPad Prism 5.0). Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1 PREDIÇÃO DE EPITOPOS 

 

Trinta e duas proteínas foram selecionadas, tiveram as suas sequências obtidas no NCBI e submetidas  a 

predição in silico de epitopos de células T. Essas sequências possibilitaram a seleção de 14 epitopos de 
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células T (Tabela 4.3) para MHC de classe I e II. Os 14 peptídeos selecionados, com forte afinidade a 

MHC, foram originados de 10 proteínas imunogênicas, que incluem Omp16, Omp19, Omp31, Mdh, Had 

superfamily, Predicted acyl-CoA transferase, CP24, Flin, BP26 e urease. A localização de cada epitopo 

com forte afinidade para alelos H-2-Ld, H-2-Kd e H-2-IAd de camundongos foi predita e identificada 

(Tabela 4.3). 

 

Tabela 4.3. Epitopos/peptídeos preditos por análise in silico. 
Nome da proteína Peptídeo predito MHC Alelo Score Afinidade 

BP26 SPDMAILNL MHC I H-2-Ld 37 forte 

CP24 MPINQVANI MHC I H-2-Ld 29 forte 
FliN MPVSSLMKL MHC I H-2-Ld 35 forte 

Mdh FYAPAASAI MHC I H-2-Kd 7 forte 

Mdh MYVGVPTVI MHC I H-2-Kd 20 forte 

Mdh IPLPDLVKM MHC I H-2-Ld 21 forte 

Omp16 SPIAIALFM MHC I H-2-Ld 5 forte 

Omp19 LPPASAPDL MHC I H-2-Ld 19 forte 
Omp19 FPNAPSTDM MHC I H-2-Ld 22 forte 

Omp31 MFATSAMAADVVVSE MHC II H-2-IAd 45.4 forte 

Predita acyl-CoA 
transferase 

QFAGGLSYI MHC I H-2-Kd 28 forte 

Predita acyl-CoA 

transferase 

YSVIAIQSALIMRAR MHC II H-2-IAd 46.0 forte 

Superfamília HAD RPIASLHAL MHC I H-2-Ld 13 forte 

Urease TFLRAIQTADAMKKA MHC II H-2-IAd 46.4 forte 

 

 
3.2 CONSTRUÇÃO DA PROTEÍNA QUIMÉRICA RECOMBINANTE PRB14 

 

Os epitopos identificados na Tabela 4.3 foram utilizados na construção da proteína quimérica 

recombinante. Finalmente, 28 epitopos foram utilizados para a construção. Para conectar os epitopos 

utilizamos uma sequência linker de GGG, além disso, fusionamos ao C-terminal uma sequência de seis 

histidinas em tandem. O design final da proteína está mostrado abaixo na Figura 4.4. 

 
MFYAPAASAIGGGRPIASLHALGGGLPPASAPDLGGGMYVGVPTVIGGGIPLPDLVKMGGGFPNAPSTDMG

GGQFAGGLSYIGGGMPINQVANIGGGMPVSSLMKLGGGSPDMAILNLGGGMFATSAMAADVVVSEGGGYS

VIAIQSALIMRARGGGTFLRAIQTADAMKKAGGGSPIAIALFMGGGSPIAIALFMGGGFYAPAASAIGGGRPI

ASLHALGGGLPPASAPDLGGGMYVGVPTVIGGGIPLPDLVKMGGGFPNAPSTDMGGGQFAGGLSYIGGGM

PINQVANIGGGMPVSSLMKLGGGSPDMAILNLGGGMFATSAMAADVVVSEGGGYSVIAIQSALIMRARGGG

TFLRAIQTADAMKKAGGGHHHHHH 

Figura 4.4. Design final da proteína quimérica recombinate PRB14 de Brucella com 28 epitopos 

(vermelho), sequencia linker de GGG (preto) e seis histidinas no C-terminal (verde). 

 

 

3.3 MUTAGÊNESE 

 

A amostra mutante B. ovis ΔabcBA PRB14 gerada neste estudo foi confirmada pela análise de PCR. O 

gene de B. ovis BOVAO503 presente em uma ilha genômica específica dessa espécie foi conservado 

nessa cepa mutante (228 bp). A cepa B. ovis WT (ATCC 25840) foi utilizada como controle positivo para 

todas as PCR (Figura 4.5A). 
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Figura 4.5. (A) Confirmação da cepa ΔabcBA PRB14 pertencente a espécie Brucella ovis pela PCR. 

Amplificação de fragmento de 228 pb do fragmento do gene de B. ovis BOVAO503 presente em uma ilha 

genômica específica dessa espécie. Amostra 1: B. ovis WT (controle positivo); Amostra 2: B. ovis 

ΔabcBA PRB14; Amostra 3: controle negativo. (B) Confirmação da mutagênese de Brucella ovis ΔabcBA 

PRB14 pela PCR. Amplificação de fragmento de 857 pb na amostra mutante resultante do gene sintético 

de PRB14. Amostra 1: B. ovis WT; Amostra 2: B. ovis ΔabcBA PRB14; Amostra 3: controle negativo. 

(C) Confirmação de mutagênese de Brucella ovis ΔabcBA PRB14 por PCR para sequenciamento. 

Amplificação de fragmento de 1511 pb presente na amostra virulenta de referência B. ovis WT (ATCC 

25840). Na cepa mutante B. ovis ΔabcBA PRB14 a inserção do gene sintético resultou na amplificação de 

um produto maior (1749 pb). Amostra 1: B. ovis WT (ATCC 25840); Amostra 2: B. ovis ΔabcBA PRB14; 

Amostra 3: controle negativo. 

 

O plasmídeo pPRB14 foi eletroporado com MicroPulser Eletroporador (Laboratórios Bio-Rad, Canadá) 

em B. ovis ΔabcBA gerando a deleção dos genes abcA e abcB e inserção do gene sintético PRB14. 

Colônias sensíveis a ampilicina e canamicina e resistentes a cloranfenicol foram selecionadas e analisadas 

por PCR para confirmar a mutação. A cepa mutante B. ovis ΔabcBA PRB14 diferencia 

bacteriologicamente de B. ovis WT e B. ovis ΔabcBA, por adquirir resistência ao antibiótico cloranfenicol 

utilizado na construção. A deleção dos genes abcBA e a inserção do gene sintético teve êxito (Figura 

4.5B) gerando a amplificação de um fragmento maior (857 pb) que a amostra virulenta de B. ovis (ATCC 

25840) (331 pb).  

 

A cepa mutante foi confirmada por sequenciamento por eletroforese capilar. Os nucleotídeos da 

sequência flanqueada a inserção do gene sintético foram comparados com o banco de dados do genoma 

de B. ovis disponíveis no NCBI (BLAST). O sequenciamento demonstrou que o gene PRB14 foi inserido 

corretamente. 

 

 

3.4 A CEPA MUTANTE B. OVIS ΔabcBA PRB14 É CAPAZ DE EXPRESSAR A PROTEÍNA 

RECOMBINANTE QUIMÉRICA 

 

A B 

C 
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Para analisar a presença de proteína quimérica, extratos de células bacterianas foram lisados e submetidos 

a SDS-PAGE e Western blot utilizando o anticorpo anti-histidina que se ligará a cauda de histidina 

presente na cepa bacteriana mutante. O SDS-PAGE não foi capaz de detectar uma quantidade suficiente 

da proteína no extrato proteíco (dados não mostrados), entretanto, o Western blot detectou a proteína 

PRB14 que migra como uma molécula de 36,45 kDa (Figura 4.6). 

 

 
Figura 4.6. Western blot de diferentes cepas de Brucella ovis. Lisado de células de B. ovis ΔabcBA 

PRB14 foi submetida a eletroforese e transferida, e a cauda de histidina foi detectada com o uso de 

anticorpo anti-his.  

  

 

3.5 B. OVIS ΔabcBA PRB14 É ATENUADA EM MACRÓFAGOS 

  

Brucella é capaz de infectar e multiplicar em células fagocíticas profissionais. A infecção ocorre em duas 

fases, de invasão e replicação. Nos tempos de 0 a 8 horas pós infecção ocorre a fase de invasão, período 

em que a Brucella não replica no interior das células, entretanto, após esse período, na fase de replicação, 

Brucella alcança o reticulo endoplasmático rugoso e inicia a multiplicação (Pizarro-Cerdá et al., 1998).  

 

O número de bactérias viáveis em macrófago murino foi contado nos tempos de 0, 4, 24 e 48 horas pós 

infecção. Como mostra a Figura 4.7, 0 e 4 horas pós-infecção o mesmo número de bactérias intracelulares 

foi recuperado de macrófagos infectados com B. ovis WT, B. ovis ΔabcBA PRB14 e B. ovis ΔabcBA. Esse 

resultado indica que a presença da proteína quimérica em B. ovis ΔabcBA PRB14 não altera a invasão 

celular. Depois de 4 horas, B. ovis ΔabcBA PRB14 e B. ovis ΔabcBA tem perfis similares de atenuação e 

tem menores taxas de replicação celular do que a cepa selvagem. Em 48 horas pós-infecção, existem 3,5 

logs de diferença de número de bactérias que sobrevivem dentro de macrófagos das cepas mutantes 

comparadas a cepa selvagem (p<0,01 e p<0,001). Esses resultados demonstram que ΔabcBA PRB14 tem 

limitada capacidade de replicar no interior de macrófagos. 

 

 
Figura 4.7. Replicação intracelular de diferentes cepas de Brucella ovis. Macrófagos RAW 264.7 em 

placas de 96 poços foram infectados com 5 x 107 UFC/mL de B. ovis ΔabcBA ou B. ovis ΔabcBA PRB14 

ou B. ovis WT. O tempo 0 representa o número de UFC intracelular uma hora após incubação com 

gentamicina. Números de UFC foram determinados nos tempos de 0, 4, 24 e 48 horas pós infecção. 

Diferença significativa entre a amostra de referência e as cepas mutantes está indicada por asteriscos 
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(**p<0,01; ***p<0,001). Dados são de um experimento individual que é representativo de dois 

experimentos independentes. 

 

3.6 A CEPA MUTANTE B. OVIS ΔabcBA PRB14 É ATENUADA EM CAMUNDONGOS BALB/c 

 

A recuperação de B. ovis ΔabcBA PRB14, B. ovis ΔabcBA e B. ovis WT (ATCC 25840) de baço e fígado 

de camundongos foi estudada como descrito em materiais e métodos. Uma semana após a infecção, a 

persistência da cepa mutante B. ovis ΔabcBA PRB14 e B. ovis ΔabcBA no baço de camundongos 

inoculados com 106 UFC por camundongo foi reduzida 3,5 logs (p<0,01) comparada a cepa selvagem WT 

(Figura 4.8A). A recuperação das cepas mutantes no fígado de camundongos foi aproximadamente 3,5 

logs menor que a cepa selvagem WT (Figura 4.8B). 

 

 
Figura 4.8. Persistência de Brucella ovis ΔabcBA, B. ovis ΔabcBA PRB14 e B. ovis WT em baço e fígado 

de camundongos infectados com diferentes cepas de Brucella ovis sete dias após a infecção. 

Camundongos foram inoculados intraperitonealmente (i.p.) com 106 UFC/camundongo de B. ovis 

ΔabcBA, B. ovis ΔabcBA PRB14 e B. ovis WT e eutanasiados 7 dias pós infecção. (A) Baço. (B) Fígado. 

 

Os resultados indicam que a persistência de B. ovis ΔabcBA PRB14 em baço e fígado de camundongos é 

reduzida, confirmando sua atenuação in vivo, semelhante a amostra mutante B. ovis ΔabcBA. 

 

Baço e fígado de camundongos BALB/c infectados com ΔabcBA PRB14 não desenvolveram 

esplenomegalia e hepatomegalia comparado a camundongos infectados com cepa B. ovis WT (Figura 

4.9). 

 

 
Figura 4.9. Alterações macroscópicas de baço e fígado de camundongos BALB/c infectados 

intraperitonealmente com Brucella ovis ΔabcBA (A), B. ovis ΔabcBA PRB14 (B) e B. ovis WT (C), 

mostrando esplenomegalia e hepatomegalia em camundongos infectados com cepa selvagem. 

 

Microscopicamente, no fígado de camundongos infectados com B. ovis ΔabcBA PRB14 apresentam 

infiltrado inflamatório multifocal discreto, constituído por neutrófilos, linfócitos e macrófagos, 

caracterizando micogranulomas hepáticos, semelhantes aos observados em camundongos infectados com 

B. ovis ΔabcBA (dados não mostrados). No fígado de camundongos infectados com B. ovis WT havia 

múltiplos microgranulomas, em quantidade moderada (Figura 4.10). 
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Figura 4.10. Fígado de camundongo BALB/c infectado com Brucella ovis ΔabcBA PRB14 (A) e B. ovis 

WT (B) sete dias após a infecção. Microgranuloma focal discreto em fígado de camundongo infectado 

com B. ovis ΔabcBA PRB14 (A) comparado a multifocais microgranulomas em fígado de camundongo 

infectado com B. ovis WT. Coloração de hematoxilina e eosina (HE). Barra: 50 µm. 

 

Microscopicamente, o baço apresentou discreto infiltrado inflamatório histiocitário, com alguns 

neutrófilos na polpa vermelha de camundongos infectados com B. ovis ΔabcBA PRB14 (Figura 4.11A), 

enquanto animais infectados com a cepa virulenta B. ovis WT havia intenso infiltrado inflamatório 

histiocitário e neutrofílico multifocal (Figura 4.11B). O resultado de imuno-histoquímica está de 

concordância com os baixos valores de colonização bacteriana descritos anteriormente na contagem de 

UFC de baço e fígado para a cepa mutante B. ovis ΔabcBA PRB14 (Figura 4.11C). 

 

 
Figura 4.11. Histologia e imuno-histoquímica de baço de camundongos BALB/c infectados com 

Brucella ovis ΔabcBA PRB14 (A e C) e B. ovis WT (B e D). (A). Discreto infiltrado inflamatório 

hsitiocitário, com alguns neutrófilos na polpa vermelha no baço de camundongos infectados com B. ovis 

ΔabcBA PRB14. Barra: 100 µm. (B). Microgranulomas multifocais intensos (seta) na polpa vermelha do 

baço de camundongos infectados com cepa B. ovis WT. Barra: 100 µm. (C). Imunomarcações discretas 

de antígenos de Brucella sp. intracitoplasmáticos em macrófagos. Barra: 20 µm. (D). Imunomarcações 

intensas de antígenos de Brucella sp. intralesionais em macrófagos em microgranulomas. Barra: 20 µm. 
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3.7 PADRÕES DE ALTERAÇÕES MACROSCÓPICAS DE CAMUNDONGOS BALB/c 

IMUNIZADOS COM DIFERENTES CEPAS DE BRUCELLA E DESAFIADOS COM B. ABORTUS, B. 

OVIS E B. SUIS 

 

Os camundongos não imunizados (PBS), ou imunizados com B. ovis ΔabcBA PRB14 encapsulada (B) ou 

B. ovis ΔabcBA encapsulada e desafiados com B. abortus apresentaram esplenomegalia (Figura 4.12). Os 

camundongos BALB/c imunizados com B. ovis ΔabcBA PRB14 encapsulada e desafiados com B. ovis, 

não apresentaram esplenomegalia (Figura 4.13B), já os camundongos imunizados com essa mesma cepa e 

desafiados com B. suis apresentaram intensa esplenomegalia (Figura 4.14B). Todos os camundongos 

vacinados com B. abortus S19 e desafiados com as diferentes cepas virulentas, não desenvolveram 

alterações macroscópicas (Figura 4.12D, 4.13D e 4.14D). 

 

 
Figura 4.12. Alterações macroscópicas no fígado e baço de camundongos BALB/c não imunizados 

(PBS) (A), imunizados com Brucella ovis ΔabcBA PRB14 encapsulada (B), ou com B. ovis ΔabcAB 

encapsulada (C) ou Brucella abortus S19 (D) e desafiados com B. abortus 2308. Esplenomegalia 

acentuada e hepatomegalia discreta (A, B e C), exceto nos camundongos imunizados com S19 (D). 

 

 
Figura 4.13. Alterações macroscópicas no fígado e baço de camundongos BALB/c não imunizados 

(PBS) (A) ou imunizados com Brucella ovis ΔabcBA PRB14 encapsulada (B) ou B. ovis ΔabcBA 

encapsulada (C) ou Brucella abortus S19 (D) e desafiados com B. ovis WT (ATCC 25840). 

Esplenomegalia e hepatomegalia discreta (B e C) e ausente em camundongos imunizados com S19 (D). 

Esplenomegalia acentuada e hepatomegalia discreta em camundongos do grupo controle PBS (A). 

 

 
Figura 4.14. Alterações macroscópicas representativas de fígado e baço de camundongos BALB/c não 

imunizados (PBS) (A) ou imunizados com Brucella ovis ΔabcBA PRB14 encapsulada (B) ou B. ovis 

ΔabcBA encapsulada (C) ou B. abortus S19 (D) e desafiados com B. suis 1330. Esplenomegalia 

acentuada e hepatomegalia discreta (A, B e C), exceto nos camundongos imunizados com S19 (D). 
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3.8 PADRÕES DE LESÕES HISTOPATOLÓGICAS EM FÍGADO E BAÇO DE CAMUNDONGOS 

BALB/C IMUNIZADOS COM DIFERENTES CEPAS DE BRUCELLA E DESAFIADOS COM B. 

ABORTUS, B. OVIS E B. SUIS 

 

Os exames histopatológicos de baço e fígado foram realizados para investigar os efeitos patológicos de 

cepas de Brucella em camundongos BALB/c. Os camundongos não imunizados (PBS) e desafiados com 

B. abortus, B. ovis e B. suis apresentaram intenso infiltrado de células inflamatórias histiocitárias, com 

numerosos neutrófilos na polpa vermelha do baço. Já a amostra mutante ΔabcBA PRB14 protegeu os 

camundongos contra o desafio com a cepa virulenta B. ovis, fato demonstrado pelo mínimo infiltrado 

inflamatório nos órgãos analisados, enquanto, que a imunização com ΔabcBA PRB14 e desafio com B. 

abortus e B. suis resultaram em infiltrado inflamatório histiocitário e neutrofílico multifocal moderado no 

baço e fígado. O mesmo padrão de lesão histopatológica foi observado nos camundongos BALB/c 

imunizados com ΔabcBA e desafiados com essas cepas de Brucella. Foram encontradas lesões 

histopatológicas mínimas nos tecidos de camundongos vacinados com S19. 

 

3.9 PROTEÇÃO CONFERIDA POR VACINAÇÃO COM B. OVIS ΔabcBA PRB14 EM 

CAMUNDONGOS BALB/c 

 

Experimentos de imunização com camundongos foram realizados com a cepa mutante B. ovis ΔabcBA 

PRB14 para determinar a proteção imunológica conferida contra B. abortus, B. suis e B. ovis. A mutante 

ΔabcBA PRB14 protegeu camundongos após o desafio com a cepa virulenta B. ovis, conferindo redução 

da carga bacteriana no baço desses animais comparada a camundongos BALB/c controle não imunizados, 

entretanto, não conferiu proteção a camundongos desafiados com B. abortus e B. suis. 

 

Tabela 4.4. Proteção contra Brucella abortus, Brucella ovis e Brucella suis em camundongos imunizados 

com as cepas Brucella ovis ΔabcBA PRB14 ou Brucella ovis ΔabcBA ou Brucella abortus S19. 
Vacina Média log10 UFC ± DP em baço Log10 de proteção 

 Desafio B. abortus (105)  

Controle (PBS) 7,11 ± 0,20  

B. ovis ΔabcBA PRB14 7,03 ± 0,18 0,08 

B. ovis ΔabcBA 7,21 ± 0,30 -0,10 
B. abortus S19 5,48 ± 1,93 1,63 

  

Desafio B. ovis (105) 
 

Controle (PBS) 6,17 ± 0,15  

B. ovis ΔabcBA PRB14 5,69 ± 0,68 0,48 
B. ovis ΔabcBA 5,57 ± 0,59 0,6 

B. abortus S19 4,92 ± 0,71 1,25 

  

Desafio B. suis (105) 

 

Controle (PBS) 6,17 ± 0,14  

B. ovis ΔabcBA PRB14 6,0 ± 0,34 0,17 
B. ovis ΔabcBA 6,22 ± 0,04 -0,05 

B. abortus S19 3,79 ± 1,26 2,37 

 

 

3.10 LESÃO MACROSCÓPICA E MICROSCÓPICA DO LOCAL DA VACINAÇÃO 

 

Macroscopicamente a cepa B. ovis ΔabcBA PRB14 encapsulada induziu formação de reação inflamatória 

granulomatosa no tecido subcutâneo no local de imunização. A reação foi observada após alguns dias 

após a imunização e permaneceu até o momento da eutanásia (6 semanas pós vacinação). 

Microscopicamente, havia um infiltrado inflamatório histiocitário e neutrofílico difuso intenso, com 

numerosos macrófagos epitelioides. Esse infiltrado inflamatório se estendia a musculatura estriada 

esquelética, causando degeneração, necrose e perda de fibras (Figura 4.15C). Por imuno-histoquímica, foi 

possível observar decção de antígenos de Brucella intralesionais (Figura 4.15D). 
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Figura 4.15. Histopatológico e imuno-histoquímica do local de vacinação de camundongos BALB/c 

imunizados com a cepa Brucella ovis ΔabcBA PRB14 encapsulada, apresentando granulomas. (A): Pele 

com ulceração extensa associada a infiltrado inflamatório histiocitário e neutrofilico focalmente extenso e 

intenso. Barra: 500 µm (B): Pele, infiltrado inflamatório histiocitário e neutrofílico intenso, com 

numerosos macrófagos espumosos. Barra: 50 µm (C) Degeneração, necrose e perda de fibras musculares 

esqueléticas, substituídas por infiltrado inflamatório histiocitário e neutrofílico intenso, com numerosas 

bactérias intralesionais imunomarcadas (D). Barra: 50 µm. 

 

 

4. DISCUSSÃO 

 

Inicialmente, demonstramos que a cepa mutante B. ovis ΔabcBA PRB14 é capaz de infectar macrófagos 

RAW e camundongos BALB/c, apresentando o fenótipo atenuado semelhante a B. ovis ΔabcBA (Silva et 

al., 2011a). Macrófagos RAW permitem a caracterização de infecção e tráfico intracelular de Brucella 

(Silva et al., 2011a). B. ovis WT, B. ovis ΔabcBA PRB14 e B. ovis ΔabcBA demonstraram similar 

internalização no tempo 0 horas e cinética de infecção no tempo 4 horas pós infecção, resultados similares 

aos encontrados por Silva e colaboradores (2011a), entretanto, no tempo 24 horas, pós-infecção as cepas 

mutantes são atenuadas in vitro, apresentando diminuição da carga bacteriana recuperada em macrófagos 

infectados com B. ovis ΔabcBA PRB14 e B. ovis ΔabcBA comparados com B. ovis WT. Esse resultado foi 

similar ao descrito anteriormente em macrófagos RAW (Silva et al., 2011a), o que suporta que o 

transportador ABC não é necessário para internalização bacteriana, entretanto é necessário para 

sobreviver e multiplicar no nicho replicativo intracelular (Silva et al., 2014). Esses resultados são muito 

relevantes, pois provam o conceito de que B. ovis ΔabcBA pode ser utilizada como vetor vacinal. O uso 

desta cepa como vetor vacinal proporciona diversas vantagens, por ser uma espécie não zoonótica e não 

causa aborto em fêmeas prenhas vacinadas (Poester et al., 2013), pode ser carreadora de antígenos para 

prevenção de infecções por outros agentes, particularmente, patógenos intracelulares de relevância para 

ruminantes domésticos. Além disso, a cepa B. ovis ΔabcBA não tem efeito residual para animais 

domésticos e, por ser uma cepa rugosa, não interfere com os testes sorológicos, o que é vantajoso 

comparado as atuais vacinas de cepas vivas atenuadas (Vemulapalli et al., 2002; Elzer et al., 2002; 

Dorneles et al., 2015) 
 

Avaliamos a resposta protetiva da cepa de B. ovis ΔabcBA atenuada expressando epítopos preditos de 

proteínas imunogênicas conservadas em todas as espécies do gênero. Os dados mostraram que a 

imunização subcutânea com B. ovis ΔabcBA PRB14 encapsulada promoveu resposta protetiva em 

camundongos BALB/c contra infecção com B. ovis, similar a obtida por Silva e colaboradores (2015a), 
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entretanto não demonstrou proteção contra desafio com B. suis e B. abortus. Essa proteção mínima ou até 

ausente pode estar relacionada com a seleção de epitopos funcionais e imunogenicidade (Yang et al., 

2013) ou com a capacidade de expressão da proteína quimérica nesse vetor in vivo. Outro fator relevante 

e desvantajoso está relacionado com a capacidade da célula hospedeira de processar e apresentar 

múltiplos antígenos simultaneamente em vacinas com múltiplos epitopos (Babiuk, 1999; Uppalapati et 

al., 2014).  

 

Como nosso estudo, muitos outros pesquisadores têm realizado esforços na tentativa de desenvolver uma 

vacina que gere resposta protetora, entretanto, muitas pesquisas não mostram índices de proteção 

significativos no camundongo (Zhao et al., 2009; Yang et al., 2013; Carvalho et al., 2016). Contudo, a 

correlação entre resposta protetiva no camundongo e hospedeiro natural não é bem estabelecida, fato 

demonstrado em estudos de proteção vacinal com a cepa mutante de B. ovis utilizada como vetor neste 

estudo (Silva et al., 2015a; Silva et al., 2015b). Experimento com camundongos demonstrou limitada 

proteção contra B. ovis (Silva et al., 2015a), por outro lado, a imunização de ovinos proporcionou 

prevenção na colonização bacteriana dos órgãos, no desenvolvimento de lesões macroscópica e 

microscópicas, na eliminação de B. ovis no sêmen e urina dos animais imunizados (Silva et al., 2015b). 

 

A seleção das proteínas utilizadas na análise de predição de epitopos in silico deste estudo foi baseada em 

estudo prévio com vacinas contra Brucella em camundongos (Carvalho et al., 2016). Neste estudo, 

identificou-se várias proteínas utilizadas como vacinas de subunidades com proteção significativa. Os 

numerosos estudos desenvolvidos com vacinas de subunidades estão relacionados com os avanços no 

sequenciamento completo das espécies de Brucella e identificação de regiões imunodominates (Cassataro 

et al., 2005; Bhattacharjee et al., 2006; Clausse et al., 2013). Além do desenvolvimento de vacinas de 

subunidades, abordagens inovadoras têm surgido, abrangendo vacinas multivalentes de proteínas ou 

quiméricas, que possam conferir uma melhor proteção que a homóloga univalente (Golshani et al., 2015; 

Tadepalli et al., 2016). 

 

Ao delinearmos a proteína quimérica PRB14, criamos uma proteína nova de Brucella entretanto, é 

aconselhável que proteínas quiméricas que envolvam duas ou mais subunidades proteicas formando uma 

única estrutura antigênica, se realize uma análise estrutural aprofundada (Uppalapati et al., 2014). Tal 

abordagem será realizada nos estudos futuros. 

 

 

5. CONCLUSÃO 

 

A cepa B. ovis ΔabcBA apresentou resultados bastante promissores como potencial vetor vacinal, uma vez 

que manteve a atenuação da cepa parental e foi capaz de expressar uma proteína quimérica recombinante. 

A cepa B. ovis ΔabcBA PRB14 induziu proteção contra o desafio com patógeno B. ovis, entretanto, não 

demonstrou proteção contra desafio experimental com B. abortus e B. suis. 
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CAPÍTULO V 

 

Expressão in vitro de proteína quimérica recombinante de Brucella e seu uso na imunização de 

camundongos BALB/c 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

As medidas de prevenção e controle para brucelose são baseadas em vacinas comerciais efetivas e testes 

diagnósticos, porém, a doença ainda não foi erradicada (Escalona et al., 2017). Assim, sabendo que a 

medida mais econômica para a prevenção da infecção animal é a vacinação, tem-se realizado numerosos 

esforços em pesquisas neste campo, em busca de uma vacina mais segura e eficiente (Nicoletti, 1990; 

Schurig et al. 2002; Corbel, 2006; Avila-Calderón et al. 2013). Abordagens inovadoras em vacinologia 

têm sido desenvolvidas a partir de avanços no sequenciamento genômico e proteômico de 

microorganismos e analise por bioinformática, possibilitando o surgimento de vacinologia reversa 

(Rappuoli, 2000). A vacinologia reversa tem como princípio a predição por análise in silico dos principais 

genes, proteínas ou peptídeos capazes de induzir resposta imunológica protetora após imunização 

(Rappuoli e Bagnoli, 2011). Essa ferramenta tem influenciado positivamente o desenvolvimento de novas 

vacinas de subunidades (Oliveira e Splitter, 1996; Bhattacharjee et al., 2006; Strugnell et al., 2011; 

Velikovsky et al., 2003), de DNA (Liljeqvist e Stahl, 1999; Cassataro et al., 2007), de vetores (Tabynov 

et al., 2014) e cepas com superexpressão de antígenos (Vemulapalli et al., 2000; Edmonds et al., 2002). 

Além disso, atualmente tem se investido em vacinas de múltiplos epitopos de DNA (Escalona et al., 

2017) e construção de proteína recombinate multi-epitopo com capacidade de induzir resposta 

imunológica humoral e celular (Yin et al., 2016). 

 

Os numerosos estudos com vacinas de subunidades têm permitido identificar muitas proteínas 

imunoprotetoras no modelo camundongo, particularmente associadas a proteínas de membrana externa 

(Omp), Omp31 (Cassataro et al., 2007); Omp19 (Pasquevich et al., 2011); Omp25 (Goel and Bhatnagar, 

2012); Omp16 (Pasquevich et al., 2009); Omp28 (Kaushik et al., 2010); Mdh (Lowry et al., 2011), CP24 

(Cassataro et al. 2002) e outras.  

 

O objetivo deste trabalho foi identificar por predição in silico epítopos imunogênicos de Brucella spp., 

delinear, expressar e purificar uma proteína quimérica recombinante e avaliar seu papel protetor na 

imunização de camundongos desafiados com cepas virulentas de Brucella sp. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 CEPAS BACTERIANAS, PLASMÍDEO E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 

Cepas bacterianas utilizadas neste estudo incluem Escherichia coli XL-1Blue (Phoneutria, Brasil) e E. 

coli BL21 Star [F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm rne131 (DE3)] (Phoneutria, Brasil).  

 

O plasmídeo utilizado neste estudo foi o pET28a (Genscript, EUA) contendo um gene artifical 

codificador de uma proteína quimérica recombinate de Brucella (PRB14), denominado de pPTQ (proteína 

quimérica recombinate de Brucella PRB14 clonada em pET28a, Genscript, EUA). E. coli cepa XL-1Blue 

foi usada para clonagem do plasmídeo pPRQ e E. coli BL21 (DE3) utilizada para a expressão da proteína 

cresceram rotineiramente á 37ºC em ágar ou caldo Luria-Bertani (triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e 

NaCl 1%) suplementado quando requerido com canamicina (100 µg/mL, Gibco, EUA). As cepas 

bacterianas utilizadas no experimento de proteção em camundongos foram B. abortus 2308 (INTA - 

Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuária, Buenos Aires, Argentina), B. suis 1330 e B. ovis 

(ATCC25840). Cepas de Brucella foram cultivadas em ágar triptona de soja (TSA) a 37ºC em 5% de 

CO2. A cepa B. ovis foi crescida em meio TSA com 1% de hemoglobina. O experimento com B. abortus 
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2308 e B. suis 1330 foi realizado em laboratório de biossegurança nível 3 (Laboratório de Patologia 

Molecular, do Departamento de Clínica e Cirurgia Veterinárias da Escola de Veterinária, UFMG). 

 

 

2.2 PREDIÇÃO DE EPITOPOS DE CÉLULAS T 

 

O estudo de meta-análise permitiu identificar as principais proteínas imunogênicas estudadas em 

camundongos nos últimos anos (Carvalho et al., 2016). Assim, selecionamos 32 proteínas, sendo: 

Omp16, Omp19, Omp25 e Omp31; proteína ribossomal L7/L12; proteína malato desidrogenase (Mdh); 

proteínas da superfamília HAD; proteína CP24, proteína flagelar FliN e FlgJ; BP26, urease, proteína 

chaperona Dnak; chaperona SurA, superóxido dismutase Cu–Zn (Sod); lumazina sintase (BLS), cadeia 

alfa de riboflavina sintase (RS-α), lumazina sintase 2 (LS-2), di-hidrolipoamida succiniltransferase (E2o), 

AdoHcyase, CobB, proteína da família do fator transcriptacional AsnC; fosfomanomutase; proteína 

predita de acil-CoA transferase; proteínas VirB10, VirB9, VirB7; proteína reguladora transcriptacional 

GntR, proteína de superfície celular 31 kDa (BCSP 31) proteína de choque térmico GroEL, císteina 

sintase (cysK), CobB e proteína acessória de uréase (UreD2), que foram utilizadas na predição in silico. A 

predição foi realizada com as sequencias de aminoácidos dessas proteínas obtidas do Centro Nacional de 

Informações Biotecnológicas (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov).  

 

Epitopos para alelos de MHC-I (H-2-Ld e H-2-Kd) e MHC-II (H-2-IAd) de camundongos foram preditos 

usando o programa NetMHC 3.4 server e NetMHCII 2.2 server, respectivamente.  

  

 

2.3 CONSTRUÇÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE QUIMÉRICA 

 

Os peptídeos selecionados com forte afinidade a MHC (Tabela 1) foram alinhados e montados com uma 

sequência linker (GGG) entre dois epitopos. Uma sequência de seis histidinas em tandem foi fusionada ao 

C-terminal para monitorar a expressão da proteína recombinante quimérica. A otimização dos códons do 

gene da proteína quimérica foi analisada por http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/, a 

sequência otimizada para E. coli foi usada para delineamento da PRB14 expressa em E. coli. 

 

 

2.4 CLONAGEM DO GENE CODIFICADOR DE PROTEÍNA QUIMÉRICA RECOMBINANTE 

CONSTRUÍDA NO VETOR pPTQ (pET28a) 

 

Este plasmídeo contém o gene de resistência à canamicina, além de sítios para enzimas de restrição. 

Assim, o gene sintético codificador da proteína quimérica recombinante foi inserido em NcoI e XhoI, 

fusionado a cauda de seis resíduos de histidina C-terminal (Figura 5.1). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/
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Figura 5.1. Plasmídeo de expressão pPTQ usado para expressão de proteína quimérica recombinante 

PRB14. KanR: cassete de resistência à Canamicina. 6xHis: sequência para expressão de seis histidinas. 

 

 

2.5 ELETROTRANFORMAÇÃO DE Escherichia coli BL21 (DE3) 

 

A proteína recombinante quimérica foi expressa em E. coli BL21 (DE3) com cauda de histidina em sua 

porção C-terminal. Na etapa de transformação o pET-28a (+) contendo o inserto foi inserido em células 

competentes E. coli BL21 (DE3) (Phoneutria, Belo Horizonte, Brasil) previamente armazenadas a -80ºC 

por eletroporação usando MicroPulser Electroporation Apparatus (Bio-Rad Laboratories, USA). Para 

isso, 40 µL de E. coli BL21 (DE3) eletrocompetente foram adicionados a 1 µL de plasmídeo. Em seguida 

as amostras foram transferidas para MicroPulser Electroporation Cuvettes (BioRad, EUA) de 0,1 cm, e 

submetidas a um pulso de 2,5 kV utilizando o equipamento MicroPulser™ Electroporation Apparatus 

(BioRad, EUA).  Após a eletroporação, foi adicionado 1 mL de SOC (2% de triptona, 0.5% de extrato de 

levedura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 e 20 mM glicose) e transferido 

para um microtubo, seguido por incubação 37ºC por 1 hora sob agitação em shaker a 200 rpm. Após a 

incubação, a amostra foi plaqueada em meio sólido LB (10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura, 

10 g/L de NaCl, 15 g/L de ágar bacteriológico), contendo100 µg/mL de canamicina (Gibco, EUA), e 

incubada a 37ºC por 24 horas. Colônias crescidas em ágar LB contendo canamicina foram selecionadas e 

congeladas -80ºC para posterior teste de expressão. 

 

 

2.6 CONFIRMAÇÃO POR PCR, SEQUENCIAMENTO E ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS 

CLONADAS NO VETOR PET-28A 

 

As colônias de E. coli BL21 crescidas em ágar LB com canamicina foram submetidas à reação de PCR 

utilizando 1 µL do sobrenadante com DNA, adicionado a 22 µL de mix para PCR comercial (SuperMix; 

Invitrogen, Brasil), 1,0 µL de cada iniciador forward (10 mM, T7 promotor: 5’- 

TAATACGACTCACTATAGGG) e iniciador reverse (10 mM, RV: 5’- GCTAGTTATTGCTCAGCGG). 

Parâmetros utilizados foram: desnaturação a 94ºC por 10 minutos, e 30 ciclos de desnaturação a 94ºC por 

30 segundos, anelamento a 55ºC por 30 segundos e extensão a 72ºC por 1 minuto e 30 segundos, e 

extensão final a 72ºC por 7 minutos. A PCR foi considerada positiva quando o produto tinha 1295 pb.  

 

Um clone foi selecionado para o sequenciamento para confirmação da identidade do gene inserido e 

verificação da correta fase de leitura. O sequenciamento foi realizado pela empresa Mylleus (Belo 

Horizonte, Brasil) em sequenciador automático por eletroforese capilar no equipamento ABI3130, 

utilizando os iniciadores T7 forward e reverse para o vetor pET28a (+) contendo o inserto. As sequências 
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obtidas foram analisadas pelo programa de scanner de sequência (Applied Biosystems) 

(https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=600583&tab=D

etailInfo), BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e 

submetidas à pesquisa de similaridade usando o programa Multalin 

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin) comparando com o banco de dados da construção da proteína 

predita adicionada ao inserto. 

 

 

2.7 EXPRESSÃO DE PROTEÍNA RECOMBINANTE QUIMÉRICA  

 

Antes do ensaio de expressão, a cepa bactéria congelada foi descongelada e semeada em meio ágar LB 

com canamicina (100 µg/mL), e incubada a 37ºC com 5% de CO2 por 24 horas. Para a expressão de 

proteína recombinante quimérica, uma colônia de bactéria isolada crescida em placa ágar de LB com 

canamicina (100 µg/mL) foi inoculada em 50 mL de meio de cultura LB contendo canamicina (100 

µg/mL) e incubada a 37ºC sob agitação de 180 rpm por 16 horas. Após esse período, o inóculo foi diluído 

na proporção de 1:20 em 1000 mL de LB com com canamicina (100 µg/mL) e incubada a 37ºC, 220 rpm, 

e cultivada até a densidade óptica (DO600) atingir 0,6-0,8, avaliada usando SmartSpec spectrophotometer 

(Bio-Rad, Hercules, CA). Após atingir a OD desejada, a expressão foi induzida com 1mM de isopropyl β-

D-1-thiogalactopyranoside (IPTG, Invitrogen, EUA) por 4 horas a 30ºC sob agitação a 220 rpm. Após as 

4 horas de indução, a cultura foi centrifugada a 4000 x g por 30 minutos a 4ºC na centrífuga 5810R 

(Eppendorf, Alemanha) e em seguida armazenada a -80ºC. Alíquotas da cultura antes da adição de IPTG, 

e após o período de indução foram coletadas e congeladas para utilização como controle de expressão, e 

amostras de E. coli BL21 vazia não induzida e E. coli BL21 vazia induzida foram adicionadas como 

controles. 

 

2.8 TESTE DE SOLUBILIDADE 

 

Após a indução, foi coletado 1 mL da cultura para o teste de solubilidade. Foi adicionado Lisozima 

(Sigma, EUA) a 100 μg/mL, posteriormente submetida a 10 ciclos de congelamento em nitrogênio 

líquido e descongelamento em banho-maria à 37ºC e passada 10 vezes em seringa de insulina 

(1 mL/U100, 26G ½”, 0,45x13 mm, BD, Bélgica). A amostra foi centrifugada por 10 minutos à 11.000 x 

g, para a separação da fração solúvel (sobrenadante) e insolúvel (sedimento) e analisadas em eletroforese 

em gel de poliacrilamida – SDS objetivando avaliar em qual fração se encontrava a proteína. 

 

2.9 PURIFICAÇÃO DE PROTEÍNA RECOMBINANTE QUIMÉRICA POR CROMATOGRAFIA DE 

AFINIDADE 

 

A proteína recombinante contendo cauda de His foi purificada usando cromatografia de afinidade em Ni2+ 

conjugado com quelante de Sepharose. Após a indução, observou-se que a proteína recombinante foi 

expressa na forma insolúvel e necessitou de solubilização em 8 M de ureia. O pellet contendo a cultura 

após a etapa de expressão foi ressuspendido em 5 mL de tampão de lise [PBS contendo 30 mM de 

imidazol (Sigma-Aldrich, Brasil), 8 M de ureia, lisozima 100 µg/mL (Sigma-Aldrich, EUA)] para cada 50 

mL de cultura, contendo inibidor de proteases (Sigma, EUA), sendo homogeneizado e deixados em 

repouso por 30 minutos. Em seguida, o extrato foi lisado no sonicador (Sonics Vibra-Cell VC130, ALT, 

EUA), realizando 10 ciclos (40% de potência) de 1 minuto intercalando com banho de gelo por 1 minuto. 

O lisado foi centrifugado a 4.000 x g por 30 minutos a 4ºC e o sobrenadante foi coletado (fração solúvel) 

e filtrado com filtro de seringa 0,45 µm. O lisado filtrado foi então purificado por cromatografia de 

afinidade no sistema AKTAprime (GE Healthcare, USA), utilizando coluna de afinidade His Trap HP (5 

mL, GE Healthcare, UK). A coluna foi previamente lavada com tampão A (PBS contendo 30 mM de 

imidazol) e a eluição foi feita com tampão B (PBS contendo imidazol 500 mM). As frações obtidas em 

toda a extensão do pico de absorbância observada na eluição foram analisadas quanto à integridade e 

pureza da proteína por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-

PAGE). 

 

https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=600583&tab=DetailInfo
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=600583&tab=DetailInfo
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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2.10 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE 

 

As amostras coletadas na expressão e purificação foram submetidas a eletroforese em gel de 

poliacrilamida. O gel de separação a 12% foi preparado utilizando a solução bis-acrilamida (29% de 

acrilamida - Invitrogen, EUA; 1% N,Nmetileno-bis-acrilamida - Invitrogen, EUA), 1,5 M Tris-HCl pH 

8,8 (Invitrogen, EUA), SDS 10% (dodecil sulfato de sódio), persulfato de amônio 10% e TEMED 0,05%  

v/v (Invitrogen, EUA). Em seguida, o gel de concentração a 4% foi preparado de modo semelhante ao de 

separação, porém utilizando o tampão Tris-HCl 1,0 M pH 6,8. As amostras obtidas na expressão, teste de 

solubilidade e purificação foram adicionadas ao tampão de amostra SDS (25% de solução a 0,5 M Tris-

HCl - Invitrogen, EUA, pH 6,8; 20% de glicerol; 4% de betamercaptoetanol; 0,2% de azul de 

bromofenol; 4% de SDS), aquecidas a 100ºC por 5 minutos para desnaturação das proteínas e submetidas 

em seguida ao SDS-PAGE. Foram utilizados 20 μL de marcador de massa molecular para proteína 

(SeeBlueTM Plus2, Invitrogen, EUA). 

 

A eletroforese ocorreu em tampão de corrida Tris-glicina pH 8,0 (Tris 25 mM, Glicina 0,25 mM, SDS 

0,1%) sob à voltagem de 40V por 1 hora em uma tensão constante de 110V para o restante do tempo de 

corrida. Após a corrida o gel foi corado por solução de azul de Coomassie (Coomassie Brilhant Blue G-

250 0,25%, metanol 50% e ácido acético 10%) por 16 horas e em seguida descorado em solução de etanol 

10% e ácido acético 5%, possibilitando a visualização das bandas. 

 

2.11 MÉTODO DE DOSAGEM DE PROTEÍNAS 

 

As concentrações proteicas das amostras purificadas foram dosadas pelo método colorimétrico do ácido 

Bicinconínico (BCA) utilizando o kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific, EUA) seguindo as 

instruções do fabricante. 

 

2.12 WESTERN BLOT DE PROTEÍNA RECOMBINANTE QUIMÉRICA 

 

Foi realizado Western blot para confirmar a expressão da proteína recombinante utilizando anticorpo anti-

his. Alíquotas de lisado bruto de E. coli BL21: vazia não induzida (V-NI); vazia induzida (V-I); contendo 

o plasmídeo pET28a com inserto não induzida (I-NI); contendo o plasmídeo pET28a com inserto 

induzida (I-I) e amostra de proteína recombinante purificada foram submetidas ao SDS-PAGE. Tampão 

de amostra descrito anteriormente foi adicionado às amostras e submetidos à eletroforese em gel de 

poliacrilamida.  

 

Após a separação eletroforética das proteínas em SDS-PAGE, as amostras foram transferidas para 

membranas de polyvinylidene difluoride (PVDF) com microporos de 45 µc (Immobilon®-P, Millipore, 

EUA), a 115 V, 350 mA por 1 hora a 4ºC, utilizando o sistema Mini Trans-Blot (BioRad, EUA), imersas 

em tampão de transferência contendo 48 mM de Tris base, 39 mM de glicina, 20% v/v de álcool metílico. 

A membrana foi incubada por 1 hora, sob agitação em solução TBS-T [50 mM tris, 150 mM NaCl, pH 

7,5 e 0,1% de Tween-20 (Sigma Life Science, EUA)] com 5% de leite em pó desnatado. Após o bloqueio, 

realizou-se três lavagens da membrana com TTBS, por 5 minutos, e em seguida a membrana foi incubada 

com anticorpo primário monoclonal anti-his 1:2000 (Invitrogen, EUA), diluído em solução de TBS-T 

contendo 2% de leite desnatado em pó, por 18 horas a 4ºC, sob agitação. A membrana foi lavada três 

vezes com TTBS e incubada com anticorpo secundário policlonal anti-IgG de camundongo conjugado à 

peroxidase (goat anti-mouse IgG-HRP; Sigma, EUA), na diluição 1:2000, diluído em solução TBS-T com 

5% de leite desnatado em pó, por 1 hora a temperatura ambiente. Novamente a membrana foi lavada três 

vezes com TBS-T e revelada por quimioluminescência com o reagente Luminata Forte (Luminata Forte 

Western HRP substrate, Merck Millipore, EUA) conforme instruções do fabricante. A foto documentação 

foi realizada utilizando o equipamento ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life Science, EUA). 
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2.13 RETIRADA DE SAIS DE PROTEÍNA PURIFICADA 

 

Foi realizada da desanilização para a troca de tampões da proteína purificada. O tampão de eluição da 

proteína contendo 8M de ureia foi substituído por tampão fosfato (PBS 1x). As frações obtidas dessa 

desanilização foram avaliadas por SDS-PAGE objetivando verificar em qual delas está presente a 

proteína PRB14 e em seguida dosadas pelo método colorimétrico do ácido Bicinconínico (BCA). Foi 

observada após desanilização uma perda de até 51% comparada ao rendimento inicial. 

 

 

2.14 CAMUNDONGOS 

 

Camundongos BALB/c fêmeas de seis a oito semanas de idade, originalmente obtidos do Biotério Central 

da UFMG. Os camundongos foram mantidos sob ótimas condições de higiene, umidade, luz (ciclo 

artificial de 12 horas escuro/claro) e controle de temperatura (22 ± 2ºC). Todos os procedimentos 

experimentais nos animais foram aprovados pelo Comitê de Ética da UFMG (protocolo nº 107/2015). 

Experimentos de proteção vacinal foram realizados em laboratório de nível 3 de biossegurança. Os 

animais foram aclimatizados e distribuídos aleatoriamente em gaiolas uma semana antes da vacinação. 

 

2.15 VACINAÇÃO 

 

Para a avaliação da imunogenicidade da proteína quimérica PRB14r, camundongos BALB/c fêmeas de 

seis a oito semanas de idade, originalmente obtidos do Biotério Central da UFMG foram mantidos sob 

ótimas condições de higiene, umidade, luz (ciclo artificial de 12 horas escuro/claro) e controle de 

temperatura (22 ± 2ºC). Todos os procedimentos experimentais nos animais foram aprovados pelo Comitê 

de Ética da UFMG (protocolo nº 107/2015). Experimentos de proteção vacinal foram realizados em 

laboratório de nível 3 de biossegurança. Os animais foram aclimatizados e distribuídos aleatoriamente em 

gaiolas uma semana antes da vacinação. Três grupos com cinco camundongos cada foram imunizados 

subcutâneamente (s.c.) com duas doses de 30 µg de proteína quimérica PRB14r com Adjuvante de Freud 

(Sigma-Aldrich, Brasil). No dia 0 utilizou-se Adjuvante de Freud Completo (CFA) (Sigma-Aldrich, 

Brasil) e no dia 14 utilizou-se Adjuvante de Freud Incompleto (IFA). Camundongos não imunizados 

receberam PBS (controle negativo n=5) e CFA, no dia 0, e PBS e IFA no dia 14. Trinta dias após a última 

imunização, os camundongos foram desafiados com 104 UFC de B. abortus 2308, B. ovis (ATCC 25840) 

e B. suis 1330 em 100 µL de PBS intraperitonealmente (i.p.). Duas semanas após desafio, os 

camundongos foram eutanasiados e baço de cada camundongo foi removido, pesado e homogeneizado 

em PBS. Diluições seriadas diluídas em PBS e plaqueadas 100 µl em duplicata em ágar TSA com ou sem 

1% de hemoglobina, incubadas a 37ºC com 5% de CO2. Contagens de UFC foram realizadas após 3 dias 

de incubação. Níveis de infecção foram expressos em média ± desvio padrão de log UFC/órgão 

individual. 

 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1 PREDIÇÃO DE EPITOPOS 

 

As sequencias obtidas no NCBI das seguintes proteínas, Omp16, Omp19, Omp25, Omp31; proteína 

ribossomal L7/L12; chaperona SurA, superóxido dismutase Cu–Zn (Sod); lumazina sintase (BLS) e 

outras foram submetidas a análise de predição in silico de epitopos de células T. Foram selecionados 14 

epitopos de células T (Tabela 1) para MHC de classe I e II. Esses peptídeos eram de origem de 10 

proteínas imunogênicas, sendo Omp16, Omp19, Omp31, Mdh, Had superfamily, Predicted acyl-CoA 

transferase, CP24, Flin, BP26 e Urease. Epitopos com forte afinidade para os alelos H-2-Ld, H-2-Kd e H-

2-IAd de camundongos foram preditos e identificados na análise in silico (Tabela 5.1). Cabe ressaltar que 

é a mesma construção usada para expressão em B. ovis do capítulo anterior. 
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Tabela 5.1. Epitopos/peptídeos de células T preditos por análise in silico. 
Nome da proteína Peptídeo predito MHC Alelo Score Afinidade 

Omp16 SPIAIALFM MHC I H-2-Ld 5 forte 

Mdh FYAPAASAI MHC I H-2-Kd 7 forte 
Superfamília HAD RPIASLHAL MHC I H-2-Ld 13 forte 

Omp19 LPPASAPDL MHC I H-2-Ld 19 forte 

Mdh MYVGVPTVI MHC I H-2-Kd 20 forte 
Mdh IPLPDLVKM MHC I H-2-Ld 21 forte 

Omp19 FPNAPSTDM MHC I H-2-Ld 22 forte 

Predita acyl-CoA transferase QFAGGLSYI MHC I H-2-Kd 28 forte 
CP24 MPINQVANI MHC I H-2-Ld 29 forte 

FliN MPVSSLMKL MHC I H-2-Ld 35 forte 
BP26 SPDMAILNL MHC I H-2-Ld 37 forte 

Omp31 MFATSAMAADVVVSE MHC II H-2-IAd 45.4 forte 

Predita acyl-CoA transferase YSVIAIQSALIMRAR MHC II H-2-IAd 46.0 forte 
Urease TFLRAIQTADAMKKA MHC II H-2-IAd 46.4 forte 

 

 
3.2 CONSTRUÇÃO DA PROTEÍNA QUIMÉRICA RECOMBINANTE PRB14 

 

Os 14 epítopos de células T preditos (Tabela 5.1) foram utilizados na construção da proteína quimérica 

recombinante (PRB14), foram colocados de forma duplicada na construção, além disso, utilizamos uma 

sequência linker de GGG para conectar os epítopos e fusionamos ao C-terminar uma sequência de seis 

histidinas em tandem. O design final da proteína está mostrado abaixo (Figura 5.2). 

 

 

MFYAPAASAIGGGRPIASLHALGGGLPPASAPDLGGGMYVGVPTVIGGGIPLPDLVKMGGGFPN

APSTDMGGGQFAGGLSYIGGGMPINQVANIGGGMPVSSLMKLGGGSPDMAILNLGGGMFATSA

MAADVVVSEGGGYSVIAIQSALIMRARGGGTFLRAIQTADAMKKAGGGSPIAIALFMGGGSPIAI

ALFMGGGFYAPAASAIGGGRPIASLHALGGGLPPASAPDLGGGMYVGVPTVIGGGIPLPDLVKM

GGGFPNAPSTDMGGGQFAGGLSYIGGGMPINQVANIGGGMPVSSLMKLGGGSPDMAILNLGGG

MFATSAMAADVVVSEGGGYSVIAIQSALIMRARGGGTFLRAIQTADAMKKAGGGHHHHHH 

Figura 5.2. Design final da proteína quimérica recombinate PRB14 com 28 epitopos (vermelho), 

sequencia linker de GGG (preto) e seis histidinas no C-terminal (verde). 

 

 

3.3 CONFIRMAÇÃO DO INSERTO DA SEQUENCIA CODIFICADOR DE PROTEÍNA QUIMÉRICA 

EM pPTQ 

 

A Figura 5.3 demonstra a reação de PCR utilizando os iniciadores T7 e colônias de bactéria E. coli BL21 

Star (DE3) obtidas a partir da transformação com o pET28a contendo o gene de interesse para a expressão 

da proteína recombinante quimérica em E. coli. A inserção do gene sintético gerou a amplificação de um 

fragmento de 1295 pb (Figura 5.3) com esperado. O plasmídeo foi purificado de cultura de E. coli BL21 

utilizando o kit Qiagen (EUA) e submetido ao sequenciamento por eletroforese capilar para confirmar a 

clonagem do gene codificador da proteína quimérica no vetor de expressão pET28a. O sequenciamento 

demonstrou que a inserção estava correta, ou seja, o gene sintético codificador da proteína quimérica 

recombinante foi inserido em NcoI e XhoI e fusionado a cauda de seis resíduos de histidina C-terminal. 
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Figura 5.3. Análise do produto de PCR gerado a partir da reação de PCR utilizando os iniciadores T7 no 

vetor pPTQ (pET28a) em gel de agarose a 1,5%. Na canaleta 1 encontra-se o padrão de peso molecular e 

na canaleta 2 o gene da proteína PRB14 inserido no pET28a. 

 

 

3.4 EXPRESSÃO, PURIFICAÇÃO E WESTERN BLOT DE PROTEÍNA RECOMBINANTE EM 

Escherichia coli BL21 (DE3) 

 

Para testar se a proteína PRB14 tinha antígenos protetores para Brucella, essa proteína foi clonada e 

expressa em E. coli como proteína recombinante quimérica. A expressão da proteína quimérica foi 

induzida por IPTG e testada por gel de poliacrilamida SDS-PAGE corado com Coomassie brilhant blue e 

o resultado demonstrou que a proteína PRB14r não apresenta uma banda expressiva (Figura 5.3). 

Entretanto, a análise por Western blot indicou que a proteína foi expressa e apresentava peso molecular 

esperado 36,45 kDa (Figura 5.5). O sedimento e sobrenadante do lisado bacteriano foi analisado por SDS-

PAGE para testar a forma de expressão (Figura 5.4). Assim, após a indução, observou-se que a proteína 

recombinante foi expressa na forma insolúvel como corpúsculos de inclusão e necessitou de solubilização 

em 8 M de ureia. A fração solubilizada foi purificada por cromatografia de afinidade com pureza 

satisfatória conforme demonstrada na Figura 5.4. 

 

 
Figura 5.4. Expressão, análise de solubilidade e purificação da proteína recombinante quimérica PRB14. 

Proteína quimérica PRB14 foi clonada em plasmídeo de expressão pET28a, transformada em E. coli 

BL21 e induzida com IPTG. Os lisados bacterianos foram analisados por SDS-PAGE 12%, corado com 

Coomassie brilant blue. (1) Padrão de peso molecular; (2) lisado de Escherichia coli BL21 vazia não 

induzida (V-NI) (3) e induzida (V-I); (4) lisado de E. coli contendo o plasmídeo pET28a com inserto não 

induzida (I-NI) e (5) contendo o plasmídeo pET28a com inserto induzida (I-I), coletados 4 horas após 

indução; (6) sedimento bacteriano lisado; (7) sobrenadante de cultura lisado; (8) proteína PRB14r 

purificada. 
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A identificação do purificado PRB14r foi confirmada por Western blot (Figura 5.5), revelando a 

reatividade específica do anticorpo com a proteína purificada produzida em E. coli, confirmando a 

eficiência desse sistema de expressão em procariotos. A quantidade de proteína expressa foi estimada por 

Kit BCA como 179,31 µg/mL. 

 
Figura 5.5. Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-histidina (6X). (1) Padrão de peso 

molecular; (2) lisado de Escherichia coli BL21 vazia não induzida (V-NI) (3) e induzida (V-I); (4) lisado 

de E. coli contendo o plasmídeo pET28a com inserto não induzida (I-NI) e (5) contendo o plasmídeo 

pET28a com inserto induzida (I-I), 4 horas após indução; (6) proteína PRB14r purificada. 

 

 

3.5 PROTEÇÃO DE CAMUNDONGOS APÓS DESAFIO 

 

Para determinar se a imunização subcutânea de camundongos BALB/c com PRB14r foi capaz de conferir 

proteção contra infecção B. abortus, B. suis e B. ovis todos camundongos foram eutanasiados duas 

semanas após desafio. A vacina com a proteína PRB14r não proporcionou proteção contra infecção por B. 

abortus, B. ovis e B. suis em camundongos, não demonstrou diferença significativa de proteção 

comparada aos animais que receberam PBS e adjuvante. 

 

 

4. DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, realizamos a construção de uma proteína quimérica recombinante de Brucella 

contendo epítopos de células T, por meio de ferramentas de bioinformática de predição e produção em 

sistema de expressão de procariotos, objetivando a sua utilização como vacina. Para examinar o potencial 

vacinal de PRB14r, estudo de proteção foi realizado e avaliamos a carga bacteriana em camundongos 

imunizados. Grupos de camundongos imunizados com o antígeno PRB14r com adjuvante não mostraram 

diferença no número de bactérias recuperadas do baço, comparada aos camundongos não vacinados. 

Nesse trabalho nós hipotetizamos que a proteína quimérica produzida poderia ser imunogênica por conter 

epítopos de proteínas que protegem contra brucelose no camundongo. Porém, nossa proteína quimérica 

falhou como uma promissora vacina protetora contra infecção por Brucella, uma vez que não conseguiu 

reduzir a carga bacteriana esplênica nos camundongos imunizados. A razão para isso ainda precisa ser 

investigada, no entanto, tem grande importância a seleção dos imunógenos envolvidos na eficiente e 

significativa resposta imunológica, comparável as vacinas de cepas atenuadas de Brucella em uso (Zhan 

et al., 1993). As vacinas atuais de cepas atenuadas utilizadas no controle de brucelose animal têm sido 

eficientes, entretanto, possuem algumas desvantagens como causar aborto em fêmeas imunizadas e ser 

patogênica para o ser humano (Dorneles et al., 2015). As vacinas de subunidades e com proteínas 

recombinantes ou múltiplos epítopos tem sido estudada como uma alternativa promissora e segura (Zhan 

et al., 1993). Essas vacinas multivalentes ou de proteínas quiméricas podem proporcionar uma melhor 

proteção, comparada a vacina homóloga univalente contra a infecção com cepas virulentas (Golshani et 

al., 2015; Tadepalli et al., 2016), desde que realizada a correta identificação das moléculas fundamentais 

para a eficiente resposta imune desejada. 

 

Sabe-se que a resposta Th1 mediada por epítopos de MHC-II é fundamental na proteção contra infecção 

de Brucella (He, 2012). Entretanto, nesse estudo, apenas três epítopos eram de MHC-II, oriundos das 
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proteínas Omp31, predita acyl-CoA transferese e urease, fato atribuído a ausência de demais epítopos 

preditos com forte ligação ao MHC in silico. Várias proteínas de Brucella têm sido investigadas como 

antígenos com potencial efeito protetivo contra brucelose, entre elas a proteína Omp31 mostrou boa 

resposta humoral e de proteção contra Brucella em camundongos, entretanto alguns peptídeos podem 

estar mais expostos em B. ovis e mais ocultos em B. melitensis (Cassataro et al., 2007). Cassataro e 

colaboradores (2007) em seu estudo com a proteína quimérica rBLSOmp31, obtiveram excelente índice 

de proteção para infecção com B. ovis, níveis similares aos obtidos com a cepa vacinal B. melitensis 

Rev.1, entretanto a proteína quimérica induziu níveis menores de proteção contra infecção de B. 

melitensis. Outro estudo demonstrou índice de proteção de 4,02 log contra B. canis, em camundongos 

BALB/c imunizados com rBLSOmp31e adjuvante incompleto de Freud (IFA) (Clausse et al., 2013).  

 

Nesse estudo, foram utilizados epítopos de diversas proteínas, que incluem Omp16, Omp19, BP26, FliN, 

Mdh e urease. A proteína Omp16 tem sido demonstrada ser altamente conservada entre α-Proteobacteria, 

e sua utilização como vacina de subunidade em camundongos C57BL/6, na ausência de adjuvante, 

demonstrou proteção (1,15 log) na infecção de B. abortus (Pasquevich et al., 2010). A proteína Mdh 

quando utilizada na imunização de camundongos, demonstrou diminuição da colonização bacteriana no 

baço de camundongos (2,75 log) (Lowry et al., 2011). Resultados similares com vacinas de subunidades 

em camundongos tem sido demonstrado para as demais proteínas selecionadas, Omp19 (Tadepalli et al., 

2016), BP26 (Yao et al., 2015), FliN (Li et al., 2012) e urease (Abkar et al., 2018). 

 

No experimento de proteção em camundongos realizado nesse trabalho, algumas variáveis importantes e 

que podem influenciar o índice de proteção foram padronizadas de acordo com o nosso trabalho de meta-

análise realizado no modelo murino (Carvalho et al., 2016). Incluem nessas variáveis o número de 

imunizações e o uso do adjuvante. Assim, ficou estabelecido duas imunizações associada ao uso de 

adjuvante. No entanto, mesmo seguindo os resultados da meta-análise, não foi possível ter um índice de 

proteção significativo com a nossa vacina, isso sugere que diferentes fatores podem estar envolvidos, 

como a quantidade de proteína, número e tipo de antígenos (Hop et al., 2018). Além disso, a combinação 

de múltiplos antígenos pode desencadear um fenômeno de interferência imunológica associada com a 

competição entre antígenos expressos nessas vacinas (Hunt et al., 2001). 

 

Para a clonagem e expressão em E. coli da PRB14r foi utilizado o sistema pET (Novagen, 2011), assim, 

nosso plasmídeo construído pPTQ foi transferido para E. coli BL21 (DE3) contendo T7 RNA polimerase, 

e a expressão induzida por IPTG foi eficiente com rendimento moderado de produção proteica, se 

tratando de proteína quimérica recombinante.  

 

 

5. CONCLUSÃO 

 

Devido às características imunogênicas reportadas para as proteínas utilizadas na predição in silico, 

delineamos uma proteína quimérica recombinante, com o objetivo principal de avaliação de sua eficiência 

na indução de resposta protetiva na infecção de Brucella em camundongos BALB/c. Entretanto, esta 

proteína não se mostrou protetiva contra a infecção por B. abortus, B. ovis e B. suis em camundongos. 

Cabe ressaltar que a mesma proteína quimérica recombinante foi testada anteriormente no vetor B. ovis 

ΔabcBA e não demonstrou proteção. 
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Anexo III 

 

Tabela 1. Lista de referências utilizadas na meta-análise em hospedeiros naturais, relacionadas com 

a categoria de vacina 
Categoria de vacina Imunogeno Hospedeiro Espécie desafio Referência 

Inativada irradiação RB51 Bisão B. abortus Olsen et al., 2015 

Inativada B. abortus 

KB 17/100 

Bovino B. abortus Shumilov et al., 2010 

Atenuada B. abortus 

S19 

Bisão  B. abortus Davis et al., 1991 

Atenuada B. abortus 

RB51 

Bisão B. abortus Olsen et al., 2009 

Atenuada B. abortus 

RB51 

Bisão B. abortus Olsen e Johnson, 2012 

Atenuada B. abortus 

SRB51 

Bisão B. abortus Olsen et al., 2003 

Atenuada B. abortus 

S19 

Bovino B. abortus Samartino et al., 2000 

Atenuada B. abortus 

RB51 

Alce B. abortus Cook et al., 2002 

Atenuada B. abortus 

RB51 

Alce B. abortus Kreeger et al., 2002 

Atenuada B. abortus 

RB51 

Ovino B. melitensis  el Idrissi et al., 2001 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

Ovino B. melitensis  Ebrahimi et al., 2012 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

Caprino B. melitensis  Kahl-McDonagh et al., 2006 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

Caprino B. melitensis  Edmonds et al., 2002 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

Caprino B. melitensis  Tabynov et al., 2016b 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

caprino B. melitensis  Díaz-Aparicio et al., 2004 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

caprino B. melitensis  Phillips et al., 1997 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

caprino B. melitensis  Elzer et al., 1998 

Atenuada B. abortus Bovino B. abortus Shumilov et al., 2010 
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75/79-AB 

Atenuada B. abortus 

RB51 

Bovino B. abortus Olsen et al., 1999 

Atenuada B. abortus 

RB51 

Bovino B. abortus Olsen, 2000 

subunidade rBoIL 2 Bovino B. abortus Wyckoff III et al., 2005 

Atenuada B. abortus 

S19 

Bovino B. abortus Tabynov et al., 2016a 

Atenuada B. abortus 

S19 

Bovino B. abortus Shumilov et al., 2010 

Atenuada B. abortus 

S19 

Bovino B. melitensis  Tabynov et al., 2015 

Atenuada B. abortus 

S19 

Bovino B. abortus Wyckoff III et al., 2005 

Atenuada B. abortus 

S19 

Bovino B. abortus Fiorentino et al., 2008 

Atenuada B. abortus 

S19 

Bovino B. abortus Confer et al., 1985 

Atenuada B. abortus 

RB51 

Ovino B. ovis Jiménes de Bagués et al., 1995 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

Ovino B. ovis Blasco et al., 1993 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

Ovino B. ovis Martins et al., 2010 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

Ovino B. ovis Muñoz et al., 2006 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

Ovino B. ovis Garcia-Carrillo, 1981 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

Ovino B. ovis Blasco e Marin, 1987 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

Ovino B. melitensis  Jacques et al., 2007 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

Ovino B. ovis Grilló et al., 2009 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

Ovino B. melitensis  Barrio et al., 2009 

Atenuada B. melitensis 

Rev1 

Ovino B. melitensis  Tabynov et al., 2016b 
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Vetor B. abortus 

RB51 

+sodC,wboA 

Bisão B. abortus Olsen et al., 2009 

Vetor Flu-BA Caprino B. melitensis  Tabynov et al., 2016b 

Vetor Flu-BA Bovino B. melitensis  Tabynov et al., 2015 

Vetor Flu-BA Bovino B. abortus Tabynov et al., 2016b 

Vetor Flu-L7/L12-

Omp16 

Bovino B. abortus Tabynov et al., 2014 

Vetor Flu-L7/L12-

Omp16-

MontanideGe

l01 

Bovino B. abortus Tabynov et al., 2014 

Vetor Omp16 e 

L7/L12 (vírus 

H1N1 e 

H5N1) 

Bovino B. abortus Tabynov et al., 2016c 

Vetor Flu-BA Bovino B. melitensis  Tabynov et al., 2016c 

Mutante sRB51 + 

SODc, WboA 

Alce B. abortus Nol et al., 2016 

Mutante B. melitensis 

htrA 

Caprino B. melitensis  Phillips et al., 1997 

Mutante B. melitensis 

Δasp24 

Caprino B. melitensis  Kahl-McDonagh et al., 2006 

Mutante B. melitensis 

Δomp25 

Caprino B. melitensis  Edmonds et al., 2002 

Mutante B. melitensis 

ΔvirB2 

Caprino B. melitensis  Kahl-McDonagh et al., 2006 

Mutante VTRM1 - B. 

melitensis 

Caprino B. melitensis  Elzer et al., 1998 

Mutante B. abortus 

INTA2 (I2) 

Bovino B. abortus Fiorentino et al., 2008 

Mutante B. abortus 

M1-luc 

Bovino B. abortus Fiorentino et al., 2008 

Mutante B. ovis 

ΔabcBA 

Ovino B. ovis Silva et al., 2015 

Mutante B. melitensis 

16M Rwa 

Ovino B. melitensis  Barrio et al., 2009 

Mutante B. melitensis 

H38 Rper 

Ovino B. melitensis  Barrio et al., 2009 
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Mutante B. melitensis 

H38 RwbkF 

Ovino B. melitensis  Barrio et al., 2009 

Mutante B. melitensis 

Rev 1 Δbp26 

(CGV26) 

Ovino B. melitensis  Jacques et al., 2007 

Mutante B. melitensis 

Rev 1 

Δbp26/omp31

(CGV2631) 

Ovino B. melitensis  Jacques et al., 2007 

Mutante B. melitensis 

Rev1 Δbp26 

Ovino B. ovis Grilló et al., 2009 

Mutante B. melitensis 

Rev1 

Δbp26/Δomp

31 

Ovino B. ovis Grilló et al., 2009 

Subunidade rBoIL 2 Bovino B. abortus Wyckoff III et al., 2005 

Subunidade SPEBA Bovino B. abortus Wyckoff III et al., 2005 

Subunidade SPEBA + 

rBoIL 2 

Bovino B. abortus Wyckoff III et al., 2005 

Subunidade 45/20 

bacterin 

Ovino B. ovis Blasco et al., 1993 

Subunidade Blebs Ovino B. ovis Blasco et al., 1993 

Subunidade HS Ovino B. ovis Blasco et al., 1993 

Subunidade HS - PEC Ovino B. ovis Martins et al., 2010 

Subunidade HS-PCP Ovino B. ovis Blasco et al., 1993 

Subunidade HS-PEC Ovino B. ovis Muñoz et al., 2006 

Subunidade Man-NP-HS Ovino B. ovis Martins et al., 2010 

Subunidade NP - HS Ovino B. ovis Martins et al., 2010 

Subunidade PG-OM Ovino B. ovis Blasco et al., 1993 

Subunidade rBLSOmp31 Ovino B. ovis Estein et al. 2009 
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