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RESUMO

Brucelose ¢ uma doenga reprodutiva de bovinos, economicamente importante, caracterizada por
aborto no terco final de gestacdo. A resisténcia natural contra patdogenos intracelulares, como
Brucella abortus, tem sido associada ao gene Nrampl em camundongos, bovinos ¢ no homem.
O gene Nrampl codifica uma proteina transportadora de cations divalentes expressa na
membrana de fagolisossomos de macrofagos. Em camundongos, o Nrampl tem um papel
importante na imunidade inata, pois favorece o controle do crecimento bacteriano pelos
macrofagos na fase inicial da infecgdo e ainda influencia na imunidade adquirida. A resisténcia
natural a brucelose nos bovinos estd associada ao polimorfismo da regido nao-traduzida da
extremidade 3° (3’UTR) do gene Nrampl, visualizado pela single strand conformational
analysis (SSCA). Este estudo comparou a freqiiéncia dos polimorfismos da 3’UTR do gene
Nrampl bovino entre racas zebuinas (Gir, Guzera e Nelore) e a raca Holandesa. Também foi
estudada a associagdo entre polimorfismo da 3°’UTR e resisténcia natural a infecgdo
experimental e natural por Brucella abortus. Foram observadas diferengas marcantes na
freqiiéncia dos alelos do Nrampl entre racas zebuinas e a raga Holandesa (p<0,001). Nao houve
associacdo entre o alelo resistente do gene Nrampl e o fendtipo resistente a brucelose nem na
infeccdo experimental e nem a campo. Estes resultados indicam que o polimorfismo da 3’UTR
do Nrampl ndo pode ser utilizado como uma marcador de resisténcia natural contra brucelose
bovina.
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ABSTRACT

Brucellosis is an economically important reproductive disease of cattle caracterized by abortion
during the last trimester of gestation. The natural resistance against intracellular pathogens, like
Brucella abortus, has been associated to the Nrampl gene in mice, humam, and cattle. The
Nrampl gene encodes a divalent cation tranporter that is located in tha phagolysosome
membrane in macrophages. The Nrampl in mice plays an important role in innate immunity,
favouring the control of bacterial growth by macrophages during the early phase of infection. In
addition, Nrampl influences the adaptive immunity. In cattle, natural resistance against
brucellosis is associated with polymorphisms at the 3’untranslated region (3’UTR) Nrampl
gene, which are detectable by single strand conformational analysis (SSCA). This study
compared the frequency of the Nrampl 3°’UTR polymorphisms between Brazilian Zebu breeds
(Gir, Guzera, and Nelore) and Holsteins. It was also studied the association between Nrampl
3’UTR polymorphisms and natural resistance against brucellosis in experimental and natural
infections by Brucella abortus. A marked difference in the frequency of alleles was detected
between the zebu and Holstein cattle (p<0.001). No association was found between the Nrampl
resistant allele and the resistant fenotype neither in experimental nor in naturally-occuring
brucellosis. These results imply that Nrampl 3’UTR polymorphisms cannot be used as maker of
natural resistence against bovine brucelosis.
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Introducéo

O controle de doengas infecciosas, como a
brucelose bovina, ¢ uma preocupacdo em
todo o mundo, tanto pelo risco de satde
publica devido ao seu potencial zoonético
quanto  pelos  prejuizos  econdmicos
acarretados ao sistema de produgdo. Apesar
de ser controlada em alguns paises do
hemisfério norte (Godfroid e Kasbohrer,
2002), a brucelose bovina continua sendo
uma zoonose importante de distribui¢do
mundial. No Brasil, existe variagdo muito
significativa da sua prevaléncia em
diferentes regides do pais, mas a prevaléncia
geral ¢ de aproximadamente 5% (Poester et
al., 2002), em uma populacdo bovina
estimada em 195 milhoes de cabegas (IBGE,
2003). O impacto econdomico da brucelose
bovina no Brasil resulta em perdas anuais de
32 milhdes de dolares, conforme estimativas
da década de setenta (Poester et al., 2002).

A brucelose bovina ¢ causada pela Brucella
abortus e se caracterizada clinicamente
principalmente pela ocorréncia de aborto no
terco final de gestacdo (Enright et al., 1984).
Como conseqiiéncia, observa-se queda na
producdo de leite e reducdo da fertilidade
(Gorham et al., 1986; Meador et al., 1989),
resultando em grandes perdas econdmicas ao
produtor, além dos custos com o controle e
prevengao da doenga (Nicoletti, 1980). No
homem, a brucelose manifesta-se por sinais
sist€émicos  inespecificos como  febre,
anorexia, emagrecimento e pode causar
artrite, meningite, endocardites ¢ acometer
diversos outros oOrgaos, podendo ser fatal
(revisado por Sauret e Vilissova, 2002 e
Santos et al.,, 2005). A ocorréncia de
brucelose humana por B. abortus esta
diretamente relacionada com o contato com
animais portadores, seja na linha de abate ou
pelo contato com restos placentarios e feto
abortado no campo. Nos paises onde a
doenca nos animais domésticos foi
controlada ou mesmo erradicada, houve
diminuigdo acentuada do numero de casos
humanos (Gil e Samartino, 2000). Por esta

razao, a incidéncia da brucelose no homem ¢é
influenciada diretamente pela incidéncia da
doenca nos animais domésticos (Nicoletti,
1980) e sua erradicagdo depende do controle
da brucelose nos animais (Ko e Splitter,
2003).

A resposta do bovino a brucelose envolve a
imunidade inata e a adquirida. A resposta
imune efetiva a infec¢do por B. abortus nos
bovinos ¢ a imunidade celular adquirida
(Splitter et al., 1996; Oliveira et al., 2002).
Porém, a imunidade inata ¢é responsavel
tanto pela diminui¢do do niimero inicial de
bactérias quanto pelo melhor
desenvolvimento da imunidade adquirida
(Ko e Splitter, 2003). Outro aspecto
importante na imunidade inata nos bovinos ¢
a resisténcia natural contra a brucelose,
caracterizada pela capacidade de um animal
resistir a doenga sem exposicdo prévia ao
agente ou imunizagdo. A resisténcia natural
estd relacionada com vérios fatores sendo o
carater  hereditario um  componente
importante (Adams e Templeton, 1998).
Através da selecdo genética, sabe-se que
dois ou mais genes estdo envolvidos no
controle da resisténcia natural a brucelose e
que a freqii€éncia de um genoétipo resistente
pode ser aumentada por cruzamentos
dirigidos (Adams e Templeton, 1995;
Adams e Templeton, 1998).

Rotineiramente empregam-se varios
métodos no controle de doengas infecciosas
como o uso de antimicrobianos, pesticidas,
vacinac¢do, isolamento e sacrificio. Contudo,
a falha nos programas de controle e
erradicagdo de doengas pelos métodos
tradicionais, faz com que novas estratégias,
como a selecdo genética através de
cruzamentos dirigidos de animais
naturalmente resistentes, tenham valor
durante a implementagdo de programas de
erradicagdo. O cruzamento dirigido pode
ndo prevenir completamente a manifestagao
da doenga, mas pode diminuir a morbidade
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reduzindo as perdas econdmicas e seu
potencial de transmissdo. Desta forma, a
combinacdo de programas de vacinagdo e
selecdo para resisténcia genética contra
brucelose pode promover melhor protegdo
do que o programa de vacinagdo
isoladamente (Templeton et al., 1988).

Na tentativa de explorar melhor a resisténcia
genética a doenga como um método de
controle, tem-se buscado identificar genes
especificos que contribuam para resisténcia
natural e conseqiientemente identificar
marcadores  genéticos ligados a esta
caracteristica. Varios genes ligados a
resisténcia natural tém sido identificados,
particularmente em camundongos
(Templeton et al., 1988, Womack, 1988).

A resisténcia a B. abortus observada em
diferentes linhagens de camundongos ¢
geneticamente determinada pelo controle do
crescimento do organismo pelo macrofago
(Ho e Chers, 1982). O gene Nrampl
(Natural resistance-associated macrophage
protein 1), inicialmente identificado como
Bcg/Ity/Lsh, controla a resisténcia natural a
infecg¢@o por alguns patéogenos intracelulares
como Mycobacterium bovis, Salmonella
enterica  sorotipo  Typhimurium e
Leishmania donovani em camundongos, por
favorecer a atividade bactericida dos
macrofagos contra estes agentes na fase
aguda da infeccdo (Vidal et al., 1993). A
resisténcia a infeccdo nos  animais
domésticos, associada ao gene Nrampl, tem
sido determinada em relacdo a brucelose
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bovina e a salmonelose aviaria (Caron et al.,
2004).

A resisténcia natural de bovinos ndo
vacinados ¢ uma caracteristica hereditaria
associada a um polimorfismo na regido nao-
traduzida da extremidade 3° (3’UTR) do
gene Nrampl bovino, que pode ser
evidenciado pela técnica de SSCA (sigle-
stranded conformational analysis) (Feng et
al., 1996, Adams e Templeton, 1998). A
identificagdo para futura propagagdao de
genotipos resistentes a infeccdo por B.
abortus pode se tornar uma ferramenta
valiosa no controle da brucelose em bovinos.
Aparentemente, o gene Nrampl tem um
papel fundamental na resisténcia genética a
brucelose, contudo estas informagdes sdo
baseadas  primariamente em  estudos
laboratoriais (Barthel et al.,, 2001) ou
estudos de infeccdo experimental com
numero reduzido de animais (Adams e
Templeton, 1998). Portanto, ndo ha estudos
sobre a influéncia do polimorfismo na regido
3’UTR do Nrampl bovino sobre a
resisténcia natural a brucelose em condicoes
de campo e nem a determinacdo da
freqiiéncia destes alelos nas principais ragas
do rebanho nacional.

Desta forma, este trabalho tem objetivo de
verificar a influéncia do polimorfismo do
gene Nrampl sobre a resisténcia natural a
brucelose experimental e em condi¢des de
infeccdo natural a campo e verificar a
freqiiéncia  destes  polimorfismos nas
principais ragas zebuinas nacionais e na raga
Holandesa.



Capitulo 1

Bibliografia Consultada

Brucelose Bovina

A brucelose bovina é causada pela Brucella
abortus, com nove biovariedades ja
identificadas, sendo o bidtipo 1 o mais
freqiientemente isolado nos casos de
brucelose bovina (Nicoletti, 1980). O
diagnéstico clinico da brucelose ¢ baseado
na manifestacdo de aborto no terg¢o final de
gestacdo, nascimento de bezerros fracos e
infertilidade de machos e de fémeas (Enright
et al.,, 1984; Fitcht, 2003; Poester et al.,
2005). Os métodos laboratoriais de
diagnostico sdo necessarios para
identificacdo de animais infectados em um
rebanho e, embora o diagnostico definitivo
de brucelose bovina seja feito através do
isolamento microbiologico, os métodos
sorologicos sdo mundialmente utilizados
para  identificar rebanhos infectados
(Nielsen, 2002; Poester et al., 2005). O
estabelecimento e desenvolvimento da
infecgdo e consequentemente a manifestagao
clinica da doenca, dependem da idade e do
estado reprodutivo do animal, resisténcia
natural, do estado imunolégico, via de
infeccdo, dose infectante e viruléncia da
cepa infectante (Nicoletti, 1980; Adams,
2002).

Em vacas ndo vacinadas ocorre aborto apos
o quinto més de gestacdo e geralmente nas
gestacdes subseqiientes o bezerro nasce a
termo embora a vaca possa ainda apresentar
aborto. Uma pequena porcentagem de
novilhas infectadas ao nascimento e
negativas sorologicamente pode abortar ou
ter bezerro infectado na primeira gestacao.
Estas novilhas sdo consideradas animais
com infeccdo latente e sdo importantes na
manutengdo da doenga no rebanho
(Wilesmith, 1978). Além do aborto,
observa-se queda na produgdo de leite,
aumento na contagem de células somaticas

no leite e reducdo da fertilidade por aumento
no intervalo entre partos em vacas que
apresentam aborto ou metrite pds-parto
(Gorham et al., 1986; Meador e Deyoe,
1989).

Em touros, B. abortus é uma causa
importante de orquite (Lambert et al., 1963;
Trichard et al.,, 1982), que pode estar
associada a vesiculite seminal e epididimite
(Rankin, 1965; McCaughey e Purcell, 1973).
Os touros nas primeiras semanas de infecgdo
podem apresentar febre, anorexia e
depressdo, mas geralmente esses sinais sdo
inaparentes  (Campero et  al.,1990).
Freqiientemente, as orquites sdo unilaterais
(Trichard et al., 1982), mas mesmo nesses
casos, o touro pode se tornar estéril devido a
degeneracdo do testiculo contralateral
(Lambert et al., 1963; Campero et al., 1990)
e a infertilidade pode ser temporaria ou
permanente dependendo da intensidade da
lesdo.

Em regides onde a doenca ¢ enzodtica,
higromas nas articulagdes e outros sitios sdo
observados em vacas com mais de cinco
anos de idade, associados ao historico de
aborto, artrite ¢ longo intervalo entre partos
(Musa et al., 1990). B. abortus pode ser
freqiientemente isolada dos tecidos com
sinovite ndo supurada nos bovinos e artrite
imunomediada progressiva e erosiva tem
sido observada em bovinos jovens de
rebanhos livres vacinados com cepas B19
(Bracewell e Corbel, 1980; Wyn-Jones et
al.,1980).

A transmissdo da brucelose bovina ocorre
principalmente pela ingestdo da bactéria, e
menos freqlientemente através da penetragdo
pela conjuntiva, pele e mucosas. As
principais fontes de infeccdo sdo fetos
abortados, placentas, anexos fetais e
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secregOes uterinas contaminadas (Samartino
e Enright, 1993; Ko e Splitter, 2003). O leite
¢ fonte importante de infec¢@o para bezerros,
além da transmissdo transplacentaria (Ficht,
2003). Touros geralmente ndo transmitem a
infec¢ao pela monta natural, porém o uso de
sémen contaminado na  inseminagdo
artificial pode infectar as vacas inseminadas.
O cuidado com avaliagdo do sémen ¢
importante, pois mesmo touros
sorologicamente negativos podem eliminar a
bactéria no plasma seminal (Rankin, 1965).

Apdés sua entrada no  organismo,
preferencialmente por via oral, a B. abortus
¢ fagocitada por células M, macrofagos e
neutrofilos da  submucosa intestinal
(Ackermann et al., 1988), se aloja em
linfonodos regionais onde se multiplica no
interior de fagocitos, invade os vasos
linfaticos e a bacteremia subseqiiente
permite a dissemina¢dao da infecgdo para
varios outros tecidos, especialmente o ttero
gestante, a glandula mamaria e oOrgdos
reprodutivos masculinos (revisado por Ko e
Splitter, 2003). No utero gestante de
ruminantes, a B. abortus tem tropismo pelas
células trofoblasticas e a sua multiplicacdo
causa necrose da célula, conseqiientemente
placentite necrotica associada a um
abundante infiltrado neutrofilico, separagio
da placenta fetal da materna, morte fetal e
aborto (Anderson et al., 1986a). O aborto ¢
resultante da interrupgdo da circulagdo fetal
causando quadro de hipdxia devido a
extensa lesdo da placenta ou por endotoxinas
da Brucella. Os fetos geralmente morrem 24
horas antes de sua expulsdo. (Enright et al.,
1984; Lopez et al., 1984). Nos fetos
abortados, nem sempre sdo observadas
lesdes nos tecidos em que se isola Brucella
abortus (Meador et al., 1988). A infeccdo
persiste em aproximadamente 80% das
vacas infectadas e fica confinada a glandula
mamaria e linfonodos supramamadrios por
toda vida do animal (Manthei e Carter,
1950; Nicoletti, 1980; Corner et al., 1987).
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A B. abortus multiplica-se no interior das
células do epitélio trofoblastico bovino,
preferencialmente no final da gestacdo.
Células trofoblasticas do inicio da gestacao
praticamente ndo permitem o crescimento
intracelular da bactéria. Estes dados
correlacionam bem com a manifestagdo
clinica de aborto no terco final da gestagdo
(Samartino et al., 1994; Samartino e Enright,
1996). A afinidade de B. abortus pelo
trofoblasto de ruminantes nesta fase
gestacional parece estar relacionada a
presenca de elevadas concentragdes de
eritritol ¢ hormdnios esterdides na placenta
(Samartino e Enright, 1993; Enright e
Samartino, 1994). A B. abortus é um dos
poucos organismos que tem a capacidade de
utilizar o eritritol como fonte de carbono e
energia (Samartino e Enright, 1993). A
entrada da B. abortus na placenta de
ruminantes ocorre através das células
eritrofagocitarias do trofoblasto, localizadas
na base das vilosidades coridnicas nos
cotilédones (Murai e Yamauchi, 1986,
Santos et al., 1996), com posterior extensao
para o trofoblastos intercotiledonarios
(Anderson et al., 1986a). Apos a penetragdo,
as bactérias iniciam o processo de replicagdo
no interior de cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso (Anderson et al.,
1986b; Meador e  Deyoe, 1989).
Posteriormente, as células sofrem necrose
levando a ulceracdo da membrana coério-
alantdidea e liberagdo de grande numero de
bactérias que, entdo, infectam os tecidos
fetais (Anderson et al., 1986a/b).

Nas vacas infectadas, os linfonodos estdo
aumentados de volume, hiperplasicos e
hemorragicos,  principalmente  aqueles
localizados proximo ao ponto de entrada do
agente (Jubb et al, 1993). As lesdes
macroscopicas da placenta sdo
caracteristicas, mas ndo patognomonicas. As
lesdes na placenta ndo sdo uniformes sendo
que alguns placentomos estdo aparentemente
normais enquanto outros estdo necroticos ou
hemorragicos. Os placentomos afetados tém
aspecto  fridvel, coloragdo  amarelo-



acinzentada e recobertos por exsudato
amarronzado de odor fétido. Ha
consideravel variacdo na severidade das
lesoes placentarias. Se a lesdo é severa,
ocorre aborto ou nascimento de prematuros
e se € menos severa, o bezerro pode nascer a
termo  (Jubb et al, 1993). Lesoes
macroscopicas nao s3o detectaveis na
glandula mamaria, mas os linfonodos
supramamarios freqlientemente estao
aumentados de volume (Meador et al.,1989).

Os fetos abortados geralmente estdo
autolisados, edematosos, contendo liquido
tingido de sangue no tecido subcutaneo e nas
cavidades corporais. Em alguns casos os
orgdos abdominais estdo recobertos por
fibrina. O conteudo estomacal pode estar
turvo, amarelado ou amarronzado com
flocos de fibrina (Hong et al., 1991; Enright
et al., 1984). A pleuropneumonia ¢ a lesdo
fetal mais comum em casos de aborto por
brucelose, mas nem todos os fetos abortados
tém esta lesdo (Lopez et al., 1984). Os
pulmdes podem estar aparentemente
normais ou quando alterados, estdo
aumentados de volume, com areas focais a
difusas de coloracdo acizentadas e firmes a
palpacdo, septos interlobulares espessos e
edematosos e a pleura hemorragica e
recoberta por fibrina. Os linfonodos, mais
freqiientemente  os  iliacos  internos,
bronquiais e pré-hepatico, estdo aumentados,
edematosos com espessamento da regido
cortical e hiperplasia dos nddulos linfoides
(Enright et al., 1984; Gorham et al., 1986).
As adrenais também  podem  estar
aumentadas de volume. O timo pode estar
diminuido de tamanho, menos firme que o
normal e os septos conjuntivos edematosos e
com hemorragias petequiais (Enright et al.,
1984).

Histologicamente, as vacas apresentam
hiperplasia  dos  foliculos  linfoides,
linfadenite multifocal caracterizada por
focos de neutrdfilos e areas de hemorragia ¢
posteriormente  processo  granulomatoso
multifocal. Essas alteracbes sdo mais

freqlientes nos linfonodos mandibulares,
parotideos,  supramamarios ¢ iliacos
internos. No bago observa-se hiperplasia
linfoide e infiltrado multifocal de
polimorfonucleares (Payne, 1959; Meador et
al., 1988, Meador et al, 1989). No utero,
logo apds o aborto, ha endometrite difusa
caracterizada por infiltrado inflamatorio
composto por linfocitos, plasmocitos e
neutrofilos no intersticio e também no lume
das glandulas endometriais distendidas. O
epitélio endometrial pode estar ulcerado e
recoberto por fibrina e restos celulares. A
superficie caruncular estd necrética com
intenso infiltrado neutrofilico na lamina
propria. Exsudato contendo neutrofilos,
eritrocitos e bactérias intra e extracelulares
esta presente no lume uterino e nas
vilosidades carunculares. Na placenta, as
células trofoblasticas estdo distendidas com
inimeros  cocobacilos Gram negativo
associados a edema, necrose, acimulo de
fibrina, infiltrado inflamatério de
macrofagos e neutrofilos, sendo que em
alguns casos observa-se também vasculite
(Payne, 1959; Meador et al, 1988; Meador et
al, 1989 Meador e Deyoe, 1989). Quatro a
seis semanas apds o aborto, observa-se
infiltrado  mononuclear com  poucos
neutréfilos, multifocal a difuso, moderado,
periglandular e perivascular (Meador et al.,
1988). A glandula mamaria geralmente
apresenta mastite intersticial multifocal ou
difusa discreta, com infiltragdo
principalmente de macrofagos e com alguns
lumes glandulares repletos de neutréfilos.
Posteriormente, ha somente um actmulo
discreto de linfocitos e poucos macrofagos
no parénquima (Payne, 1959; Meador et al.,
1988; Meador et al., 1989).

Pneumonia fetal e placentite necrética sdo as
lesdes mais freqiientemente observadas na
brucelose (Hong et al., 1991). Nos pulmdes
observa-se broncopneumonia ou pneumonia
intersticial com quantidade varidvel de
fibrina e predominio de infiltrado
inflamatorio histiocitario e infiltragdo focal
ou multifocal de neutréfilos. Os septos

19



apresentam-se edematosos e, as vezes,
observa-se arterite necrdtica nos vasos
pulmonares (Enright et al., 1984; Meador et
al., 1988; Jubb et al., 1993). Os linfonodos
apresentam  hiperplasia dos  foliculos
linféides e acumulo de plasmocitos,
macrofagos e focos de neutrofilos e
eosinofilos nos seios medulares, podendo,
em alguns casos, apresentar areas focais com
acumulo de células gigantes e macréfagos
epitelidides. No bago observa-se hiperplasia
linfoide e no timo deplecdo linfoide
acompanhado de edema e hemorragia focal
(Enright et al., 1984). Infiltrado inflamatorio
mononuclear multifocal, focos de necrose e
granulomas com células gigantes estdo
presentes no figado, bago e rim (Hong et al.,
1991, Enright et al.,, 1984; Meador et al.,
1988). Meningite histiocitaria multifocal ou
difusa associada ou ndo a presenca da
bactéria e vasculite, ja foi descrita em alguns
fetos abortados. O quadro de meningite pode
estar associado com inflamagdo sistémica,
pericardites, peritonites e artrites
fibrinopurulentas (Hong et al., 1991).

Patogénese da Brucella abortus

B. abortus ¢ uma bactéria Gram negativo,
intracelular facultativa e sua patogenicidade
esta associada com os mecanismos que
permitem sua invasdo, sobrevivéncia e
multiplicacdo intracelular nas células do
hospedeiro (revisado por Gorvel e Moreno,
2002). Durante a infeccdo, a bactéria tem a
capacidade de sobreviver a agdo bactericida
dos neutrofilos e de se multiplicar dentro de
macréfagos e de fagdceitos ndo profissionais
como o trofoblasto. A bactéria internalizada
por fagdcitos, pode tanto ser destruida no
interior de fagolisossomos como sobreviver
nestes compartimentos ou multiplicar em
sitios intracelulares de replicagdo. Quando
B. abortus esta opsonizada, ela se torna mais
susceptivel a acdo bactericida dos
macrofagos (Gorvel e Moreno, 2002). Em
fagocitos ndo profissionais, a bactéria uma
vez dentro da célula inibe a fun¢do do
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lisossomo com fagossomo e replica no
reticulo endoplasmatico rugoso (Detilleux et
al., 1990a/b; Pizarro-Cerda, et al., 1998).

A infecgdo por B. abortus inibe a fusdo entre
o fagossomo e o lisossomo, tanto em células
fagociticas quanto em células ndo-
fagociticas. Um sistema de secrecdo tipo 1V,
semelhante ao encontrado em patégenos de
plantas como o Agrobacterium tumefaciens,
esta envolvido com a regulacdo do transito
das formas virulentas de B. abortus entre os
autofagossomos e as cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso, sendo considerado
como importante fator de viruléncia
(revisado por Boschiroli et al., 2002 ¢ Ko ¢
Splitter, 2003). As formas lisas de B.
abortus sdo mais eficientes no processo de
invasdo e resistentes a degradacdo por
fagocitos que as formas rugosas, indicando
que o lipopolissacarideo (LPS) da Brucella,
apesar de sua baixa atividade biolédgica, ¢
um fator de viruléncia com papel importante
na sobrevivéncia das bactérias no interior
das células do hospedeiro (revisado por
Gorvel e Moreno, 2002 ¢ Ko e Splitter,
2003). Desta forma, a B. abortus é capaz de
se multiplicar intensamente dentro da célula
sem prejudicar as fungdes celulares basicas
ou sem causar danos as células. Esta
sobrevivéncia intracelular ¢ responsavel pelo
estabelecimento da infec¢do cronica (Ko e
Splitter, 2003).

A resposta do bovino a brucelose envolve a
imunidade inata e a adquirida. A resposta
imune efetiva a infec¢dao por B. abortus nos
bovinos ¢ a imunidade celular caracterizada
pela ativagdo antigeno-especifica  dos
linfocitos T auxiliar ou CD4" e linfocitos T
citotoxicos ou CD8". A bactéria ¢ fagocitada
pelos macrofagos que secretam interleucina
12 (IL-12), citocina responsavel pela
diferenciacdo dos linfocitos T auxiliar
subtipo 1 (Thl) que produzem INFy
(Interferon-y), que por sua vez ativam a
fungd@o bactericida dos macrofagos (Splitter
et al, 1996; Oliveira et al.,, 2002). Os
linfécitos T citotoxicos sdo importantes por



destruirem os macrofagos infectados através
de mecanismos citotdxicos e por secretarem
INFy (Oliveira et al., 2002, Wyckoff III,
2002). A ativagdo dos linfécitos B e a
produgdo de anticorpos especificos tém
como principal fungdo protetora a
opsonizagdo, mecanismo que facilita a
fagocitose (Ko e Splitter, 2003). Embora as
células T CD4" desempenhem papel
importante na imunidade contra B. abortus,
essas células ndo sdo essenciais na protecao
contra a infeccdo. A resposta imune
protetora depende da ativagdo de linfocitos
T CDS8" (Oliveira et al., 1998). Além da IL-
12 e do INFy, outras citocinas podem ter
papel importante na resposta a brucelose
como o fator de necrose tumoral-o. (TNF-a)
e a Interleucina 1 (IL-1) que ajudam no
controle da taxa de replicacao intracelular da
Brucella (Ko e Splitter, 2003) e interleucina-
10 (IL-10) que limita a resposta inflamatoria
e esta associada com a persisténcia da
infeccdo em camundongos (Golding et al.,
2001).

A imunidade inata ¢ responsavel pela
diminuicdo do nimero inicial de bactérias ¢
pelo melhor desenvolvimento da imunidade
adquirida (revisado por Golding et al., 2001
e Ko e Splitter, 2003). As células natural
killer (NK) aparentemente tém importancia
nos  estadgios iniciais da  infeccdo
promovendo destruicdo direta de células
infectadas e secrecdo de INFy (Golding et
al., 2001). Um aspecto importante da
imunidade inata a brucelose € que, em
bovinos, a resisténcia natural a B. abortus é
hereditaria e a freqiiéncia de gendtipos
resistentes pode ser bastante aumentada pela
selecdo genética feita por meio de
acasalamentos  dirigidos  (Adams e
Templeton, 1995). A resisténcia genética a
brucelose ¢ consistente com a existéncia de
dois ou mais genes controlando os fendtipos
resistentes. E aparentemente, um gene
conhecido como  Nrampl  (Natural
resistance associated macrophage protein 1)
tem papel fundamental na resisténcia

genética a brucelose (Feng et al., 1996;
Adams e Templeton, 1998).

Resisténcia Natural e o gene Nrampl

Resisténcia natural a doenca se refere a
capacidade do animal a resistir a doenca
quando exposto ao agente infeccioso sem ter
tido uma exposi¢do prévia ou imunizagao
(Templeton et al., 1988). Muitos genes que
controlam o processo de resisténcia natural
estdo sendo identificados em estudos
realizados principalmente em camundongos
e muitos desses genes funcionais nesta
espécie, podem ser também funcionais no
homem ¢ nos animais domésticos (Adams e
Templeton, 1998).

Diversos  estudos em  camundongos
identificaram genes no cromossomo 1 que
controlam a resisténcia natural a patégenos
intracelulares como Mycobacterium bovis -
bacilo de Bilié-Calmette-Guérin (Gros et al.,
1981), Salmonella  enterica  sorotipo
Typhimurium (Lissner et al., 1983) e
Leishmania donovani (Bradley et al., 1979),
que foram nomeados como locus Bcg, Ity e
Lsh, respectivamente. Posteriormente, foi
demonstrado que tais locus correspondiam
na realidade a um tnico gene, o Nrampl,
que controla a resisténcia natural a infecc¢ao
por patogenos intracelulares em
camundongos, por favorecer a atividade
bactericida dos macrofagos contra estes
agentes na fase aguda da infeccdo (Vidal et
al.,, 1993, Vidal et al.,1995). A diferenca
entre o alelo do gene Nrampl que confere
susceptibilidade a patdgenos intracelulares
em camundongos do alelo resistente ¢ uma
mutacdo recessiva pontual caracterizada pela
substituicdo da glicina por acido aspartico na
posicdo 169 localizada no quarto dominio
transmembranico da proteina, tornando-a
sensivel a degradacdo e ndo integragdo com
a membrana (Malo et al., 1994; Vidal et al.,
1996). Embora o alelo resistente Nramp®'®
em camundongo esteja associado com
controle de patégenos intracelulares como
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espécies de Mycobacterium, L. donovani, S.
Typhimurium, ele ndo controla a infecgdo
por M. tuberculosis (revisado por North e
Medina, 1998) e Brucella melitensis
(Guilloteau et al., 2003).

O Nrampl, atualmente renomeado como
Slcllal (Solute carrier family 11 member
1), ¢ um gene presente no cromossomo 1 dos
camundongos que codifica uma proteina de
90-100 Kda, expressa em macrofagos, com
12 dominios transmembranicos, al¢as extra
citoplasmaticas glicolisadas e varios sitios
de fosforilagdo (Vidal et al., 1993, Barton et
al., 1994). No macréfago, a proteina
Nrampl ¢ expressa na membrana de
lisossomos e endossomos tardios e, apos a
fagocitose, ¢ recrutado para a membrana do
fagolisossomo (Gruenheid et al., 1997). A
sua expressao € maior em macrofagos de

camundongos  resistentes  (Nramp®'®)
comparada com macrofagos de
D169

camundongos susceptiveis (Nramp~) e ¢
induzida por INFy, LPS, TNF-a e IL-1
(Searle et al., 1998; Wyllie et al 2002).

A expressdo da proteina Nrampl esta
associada com  vdarias  caracteristicas
fagocitarias que favorecem a eliminagdo de
patégeno intracelular como inibigdo do
crescimento  bacteriano, facilitacdo da
opsonizagdo, formag¢do de granuloma,
processamento e apresentacdo de antigeno,
expressdo MHC 11, fusdo do fagolisossomo,
producdo de intermedidrios reativos ao
oxigénio, producdo e liberacdo de oOxido
nitrico (NO), favorecimento da expressao de
iNOS, TNF-o, da quimiocina KC e
interleucina-13  (IL-1B) (revisados por
Adams e Templeton, 1998; Blackwell e
Searle, 1999).

A proteina Nrampl ¢ um transportador de
cations divalentes como ferro (Fe’") e
manganés (Mn”"), dependente do pH. A
Nrampl transporta os cations do lume do
fagolisossomo para o citoplasma e desta
forma previne a aquisicdo de ferro pelos
patdgenos intracelulares como a Brucella sp.
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(Gomes e Appelberg, 1998; Atkinson ¢
Barton, 1999; Jabado et al., 2000; Forbes e
Gros, 2003). Por outro lado, outros
experimentos sugerem que o movimento dos
cations ocorre na direcdo oposta resultando
no aumento da concentracdo de ferro dentro
do fagolisossomo, que pode favorecer a
eliminagdo do patdégeno por geracdo de
intermedidrios de oxigénio através da reagdo
de Fenton (Kuhn et al., 1999; Zwilling et al.,
1999; Goswami et al., 2001). Além disso,
Nrampl estd envolvida em efeitos
pleiotropicos (revisado por Blackwell e
Searle, 1999), favorecendo a estabilizagdo
do RNA mensageiro de citocinas e
modulando o recrutamento de neutréfilos
para o sitio de infecgdo (Wyllie et al., 2002).
Em resumo, Nrampl tem papel critico na
imunidade inata favorecendo a eliminacgdo
do patégeno por macroéfagos e ainda
influencia a imunidade adaptativa.

O Nrampl pertence a uma familia de
proteinas extremamente conservada na
evolugcdo, com homologia entre mamiferos,
insetos e bactérias sugerindo um importante
papel em todos os organismos Vivos
(revisado por Skamene et al., 1998). E, tanto
em mamiferos quanto em bactérias, o
Nramp! (ou seus heter6logos) tem a mesma
funcdo, ou seja, € um transportador de
cations divalentes. Os cations divalentes sdo
importantes  para  sobrevivéncia  das
bactérias, pois participam da replicacdo do
DNA, de enzimas bacterianas que
neutralizam a acdo antimicrobiana do
fagolisossomo e também pode regular a
expressdo de diferentes fatores de viruléncia
nos patdgenos. Estes dados sugerem que
bactérias e cé€lulas do hospedeiro podem
competir pelos nutrientes, ambos utilizando
0S mesmos mecanismos ¢ a interagdo
resultante entre parasito ¢ hospedeiro ¢
determinante para o estabelecimento da
infeccdo (revisado por Gruenheid e Gros,
2000, Forbes e Gros, 2001).

Um segundo membro da familia, o gene
Nramp2, codifica uma proteina com 78% de



homologia com o Nrampl, mas a Nramp2 ¢
expressa em todos os tipos celulares
(Skamene et al., 1998) e tem sua expressao
regulada pelo ferro. O Nramp2 ¢é o principal
sistema de transporte de ferro independente
de transferrina nas células intestinais e
também atua como um sistema de aquisi¢ao
intracelular de ferro, transportando o ferro e
outros cations divalentes dos endossomos
acidificados para o citoplasma de célula
(Gruenheid e Gros, 2000). Uma mutagdo
pontual no gene Nramp2 (Glyl185Arg) em
camundongos e ratos causa anemia
microcitica intensa associada a incapacidade
de captar ferro no intestino e tecidos
periféricos (Forbes e Gros 2001).

Baseado nos achados em camundongos, um
gene homologo ao Nrampl murino foi
identificado no homem (Cellier et al., 1994).
O gene Nrampl do camundongo tem uma
similaridade grande com a seqiiéncia de
nucleotideos do Nrampl humano. No
homem, o Nrampl ¢ expresso em
macrofagos, mas também em neutréfilos do
sangue, pulmdo e baco e ndo ocorre o
mesmo tipo de mutagdo pontual decisiva
para o fenodtipo de susceptibilidade como
observado no  camundongo.  Varios
polimorfismos estdo sendo identificados no
Nrampl humano tanto na seqiiéncia
reguladora da regido promotora quanto na
regido ndo traduzida da extremidade 3’
(Skamene et al., 1998). Estes polimorfismos
estio  associados a4  resisténcia e
susceptibilidade a doengas infecciosas e
doengas autoimunes (revisado por Blackwell
et al., 2003), tendo sido melhor estudados
em associacdo com resisténcia contra
tuberculose (Belamy et al., 1998 Greenwood
et al.; 2000, Zang et al., 2005), bem como na
susceptibilidade a artrite reumatdide (Shaw
et al.,, 1996; Yen et al., 2005), doenga de
Crohn (Hofmeiter et al, 1997), sarcdide
(Dubaniewicz et al., 2005) e diabetes
(Takahashi et al, 2004). Os polimorfismos
do Nrampl aparentemente ndo estdo
associados a resisténcia contra a brucelose
no homem (Bravo et al., 2005).

Nos animais domésticos, homoélogos do
Nrampl foram identificados e sequenciados
em bovinos (Feng et al., 1996), aves (Hu et
al.,, 1996), suinos (Tuggle et al., 1997),
ovinos (Bussmann et al 1998), caes (Altet et
al., 2002) e eqiiinos (Matiasovic et al.,
2002), mas associagdo com resisténcia
natural contra patégenos intracelulares foi
documentada somente na brucelose bovina e
na salmonelose aviaria (Hu et al., 1997,
Adams e Templenton, 1998; Caron et al.,
2004).

Resisténcia Natural a brucelose

bovina e gene Nrampl

A resisténcia natural contra a infec¢do por
Brucella sp. ¢ geneticamente determinada
em varias espécies como camundongo,
coelhos e suinos (Adams e Templeton,
1995). Em suinos, o cruzamento de suinos
considerados resistentes por nao
desenvolverem anticorpos apds infeccao por
Brucella suis, resulta em uma progénie 76%
resistente a brucelose (Cameron et al.,
1942). Contudo, o mecanismo envolvido na
resisténcia natural bem como o0s genes
envolvidos no controle da resisténcia ainda
ndo foram identificados. Em diferentes
linhagens de camundongos foi demonstrado
que a resisténcia natural a infec¢do por B.
abortus ¢ geneticamente determinada por
mais de um gene (Ho e Cheers, 1982).
Porém esta diferenca ndo estd associada a
capacidade dos macrofagos em controlar da
replicagdo intracelular da  bactéria
(Sathiyaseelan et al.; 2000) e outros fatores
tem sido associados a este fendtipo (revisado
por Baldwin e Parent 2002).

A resisténcia natural a infec¢do por B.
abortus em bovinos foi primeiramente
observada em um estudo de selegdo e
cruzamento de vacas e touros resistentes e
susceptiveis. Os animais foram considerados
resistentes na auséncia da manifestagdo
clinica de aborto e auséncia de isolamento
de B. abortus (Adams e Templeton,1995;
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Adams e Templeton, 1998). Estudos feitos
nos Estados Unidos indicaram que a
freqiiéncia de fendtipos naturalmente
resistentes na populagdo bovina em geral ¢
de 20%, sendo que o acasalamento de touros
e vacas resistentes resultou em aumento
desta freqiiéncia para 58,6%. Analises
genéticas dos resultados destes
acasalamentos foram consistentes com a
existéncia de dois ou mais genes
controlando os fenotipos resistentes (Adams
e Templeton, 1995). Em resumo, a
resisténcia natural a B. abortus em bovinos ¢é
hereditaria e a freqiiéncia de genotipos
resistentes pode ser bastante aumentada pela
selegdo genética feita por meio de
acasalamentos dirigidos.

Os macrofagos de bovinos fenotipicamente
resistentes possuem a capacidade de
controlar a replicag@o intracelular in vitro da
B. abortus (Harmon et al., 1989; Price et al.,
1990; Campbell e Adams 1992; Qureshi et
al., 1996) e também de Salmonella enterica
sorotipo Dublin e de Mycobacterium bovis,
mas ndo de S. Typhimurium (Qureshi et al.,
1996). Esta resisténcia dos macrofagos in
vitro tem correlacio de 83% com a
resisténcia in vivo (Adams et al.,, 1996).
Além disso, macrofagos de vacas resistentes
ao fagocitar bactéria opsonizada apresentam
uma maior producdo de intermediarios
reativos do oxigénio, mecanismo pelo qual o
macroéfago mata bactérias intracelulares
(Harmom et al., 1989), e expressdo
diferenciada de RNAm de diversos genes
potencialmente envolvidos no controle do
crescimento bacteriano intracelular, incluido
genes de citocinas e Nrampl (Adams e
Templeton, 1995). Além disso, bovinos
fenotipicamente  resistentes  apresentam
produgdo de IgG,, baixa e de curta duracdo
em resposta ao LPS da B. abortus, além de
uma producdo diferenciada dos alotipos Al
e A2 quando comparada com bovinos
susceptiveis. Contudo, ndo estd claramente
demonstrada a importancia de anticorpos na
resisténcia natural a brucelose (Adams e
Templeton, 1998). Desta forma, a diferenca
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na fun¢do macrofagica aparentemente € o
fator responsavel pela resisténcia natural a
brucelose em bovinos.

O gene bovino homodlogo ao Nrampl
murino, chamado de Nrampl bovino, foi
clonado e seu ¢cDNA foi seqiienciado. O
Nrampl bovino codifica uma proteina de 60
KDa expressa predominantemente em
macroéfagos e células reticuloendoteliais. A
proteina apresenta uma homologia de 86,9%
com o Nrampl do camundongo e 88,6%
com Nrampl humano (Feng et al., 1996).
Um estudo experimental, com 22 vacas nao
vacinadas divididas em resistentes e
susceptiveis a  brucelose, demonstrou
associagdo altamente significativa entre
polimorfismos da regido ndo traduzida da
extremidade 3° (3°’UTR) do Nrampl bovino
com resisténcia natural a brucelose, tendo
sido os polimorfismos identificados pela
técnica de  SSCA  (single  strand
conformational  analysis) (Adams e
Templeton,1998). Estes polimorfismos estdo
associados a variagdo no numero de
repeticoes do dinucleotideos GT no
microsatélite (GT)n na por¢do 3’ terminal,
além da ocorréncia de substituicdo do
nucleotideo T por G na extremidade 5’
(Adams e Templeton, 1998; Horin et al.,
1999). O polimorfismo de um gene indica
que existe mais de um alelo deste gene na
populagdo e alelos com diferentes niimeros
de pares GT estdo relacionados a resisténcia
ou a susceptibilidade dos bovinos aos
patogenos intracelulares, particularmente B.
abortus (Horin et al., 1999).

O Nrampl bovino controla a replicacdo de
B. abortus, mas ndo de S. Dublin, em
linhagens de macrofagos RAW264.7 de
camundongos susceptiveis. O polimorfismo
da 3’'UTR do Nrampl esta associado com
nivel de expressio na célula e com a
susceptibilidade a B. abortus (Barthel et al.,
2001). O polimorfismo nesta regido ndo
codificadora da proteina pode ter influéncia
sobre a transcricdo ou sobre a estabilidade
da molécula de RNAm que codifica a



proteina Nrampl, sendo que o alelo
resistente GT13 estd associado a maior
expressao, quando comparado com o alelo
susceptivel GT16 (Barthel et al., 2001;
Caron et al., 2004).

A resisténcia natural contra a tuberculose
bovina também possui um caracter genético
sendo que racas zebuinas parecem ser mais
resistentes que ragas taurinas (revisado por
Adams e Templeton, 1998). Apesar do
Nrampl ser o principal gene candidato para
o controle da resisténcia natural a patégenos
intracelulares, n3o ha associagdo com
resisténcia contra M. bovis (Barthel et al,
2000). E a expressdo elevada de Nrampl em
mondcitos do sangue e macréfagos presentes
em granulomas foi observada em animais

infectados por M. bovis, indicando que a
expressdo mais elevada do Nrampl ndo
controla a infec¢do por M. bovis (Estrada-
Chavez et al., 2001).

Outras diferencas na seqiiéncia do Nrampl
bovino foram identificadas entre ragas
bovinas e bubalinas (Ables et al., 2002) e,
recentemente, o gene foi seqiienciado quase
por completo e um novo polimorfismo,
localizado em uma regido codificadora da
proteina, foi identificado através do SSCA
(Coussens et al., 2004). Contudo, a
importancia desses novos polimorfismos na
influéncia do Nrampl na resisténcia natural
contra a brucelose e outros patogenos
intracelulares ndo € conhecida.
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Capitulo 2

Freqiiéncia dos alelos da 3’'UTR do gene Nrampl em diferentes racas bovinas”

Introducéo

O estudo da resisténcia natural contra
doengas em diferentes ragas bovinas tem
crescido ao longo dos anos. O seu objetivo ¢é
identificar racas mais resistentes a doengas
endémicas em determinadas regides do
mundo de forma a contribuir para o controle
e erradicacdo de dessas doencas através da
selecdo genética.

Diversos estudos indicam que as ragas
zebuinas (Bos taurus indicus) sdo mais
resistentes a babesiose (Parker et al., 1985;
Bock et al., 1999), a carrapatos (Rechav e
Kostrzewski, 1991; Wambura et al, 1998) ¢
a nematodos (Pefna et al, 2000), quando
comparadas as racas taurinas (Bos taurus
taurus). Na Africa, existe um Bos taurus, o
Gambian N’Dama, comprovadamente mais
resistente a tripanossomiase que as demais
racas bovinas (Naessens et al., 2002). Esta
resisténcia natural se deve a resposta
imunoldgica mais eficiente do hospedeiro
contra um patégeno especifico e pode estar
associada a um ou mais genes (Spooner et
al., 1975; Barger, 1989).

Embora varios fatores do hospedeiro estejam
associados com a imunidade inata contra
Brucella abortus (revisado por Baldwin e
Parent, 2002), resisténcia natural a brucelose
em bovinos esta associada ao polimorfismo
da 3’UTR (regido ndo-traduzida da
extremidade 3”) do gene Nrampl (Natural
resistance-associated macrophage protein
1) bovino. Estes polimorfismos podem ser
facilmente detectados pela técnica de SSCA
(Single Strand Conformational Analysis)

(Feng et al., 1996; Adams e Templeton,
1998) e estdo associados a variagdo no
nimero de dinucleotideos GT (GT)n, além
da ocorréncia de substituicdo de um
nucleotideo T por G (Horin et al., 1999).
Estudo experimental indica que um
determinado alelo esta associado com uma
menor replicagdo intracelular da B. abortus
em macrofagos (Barthel et al., 2001).

Ables et al. (2002) detectaram diferengas na
seqiiéncia do gene Nrampl em diferentes
ragcas bovinas e bubalinas, mas nenhuma
destas diferengas foi ainda associada a
resisténcia natural a brucelose bovina. O
objetivo deste estudo foi comparar a
freqiiéncia dos alelos do gene Nrampl,
associados com resisténcia e
susceptibilidade a infec¢ao por B. abortus
entre ragas bovinas zebuinas e taurinas.

Material e métodos

Foram estudados ao todo 248 bovinos
registrados, de ambos o0s sexos, com
genealogia conhecida e pai e mae distintos.
Dentre os bovinos estudados, 81 eram Bos
taurus taurus representados pela raca
Holandesa e 167 animais Bos taurus indicus
representados pelas ragas: Nelore (n=95),
Guzera (n=37) e Gir (n=35).

As amostras de sangue total, coletadas em
anticoagulante EDTA dissédico, foram
obtidas de laboratérios de genética ou
diretamente de propriedades particulares. As
amostras originaram dos Estados de Minas
Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de

" Artigo publicado: PAIXAO, T. A., FERREIRA, C., BORGES, A. M., OLIVEIRA, D. A.
A., LAGE, A. P., SANTOS, R. L. Frequency of bovine Nramp1 (Slc11al) alleles in
Holstein and Zebu breeds. Veterinary Immunology and Immunopathology, v.109, p.37-

42, 2006.

26



Janeiro, Santa Catarina, Goias, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul e Tocantins. A extragao
de DNA foi realizada utilizando-se o
protocolo de tiocinato de guanidina como
previamente descrito (Pitcher et al., 1989). A
papa de leucocitos foi misturada a 100ul de
tampao TE pH 8,0 e as células lisadas com
500ul de reagente de GES por 10 minutos.
As proteinas foram entdo precipitadas com
acetato de amonio a 7M por 10 minutos em
gelo e o DNA separado no sobrenadante
com 500pl de cloroférmio 2-pentanol por 10
minutos a 14.000rpm. O DNA foi
precipitado do sobrenadante com 405ul de
Isopropanol por 5 minutos a 14.000rpm, o
pellet foi lavado com etanol a 70% e diluido
em 50ul de agua.

A genotipagem foi realizada pela técnica de
SSCA que tem sido extensivamente utilizada
para identificacdo de insercdes e exclusdes.
SSCA ¢ uma técnica baseada na eletroforese
de DNA desnaturado ou em fita simples,
com o intuito de identificar pequenas
diferengas no tamanho dos fragmentos de
DNA amplificado (Orita et al.,, 1989).
Iniciadores especificos para a amplificagdo
da 3’UTR do gene Nrampl bovino (5’-
AAGGCAGCAAGACAGACAGG-3’ ¢ 5°-
ATGGAACTCACGTTGGCTG-3’) foram
utilizados para a SSCA como previamente
descrito (Barthel et al.,, 2000). A PCR
(reagdo em cadeia da polimerase) foi feita
com 50ng do DNA gendmico em 15uL de
mistura contendo 10 mM de Tris-HCl pH
8,3, S0mM KCl, 1,5mM MgCl,, 200uM de
dNTPs, 5SuM de primers e 0,3 unidades de
Taqg DNA polimerase (Phoneutria, Belo
Horizonte, Brasil).

Os parametros da PCR foram: um passo
inicial de desnaturacao de 5 minutos a 94°C
seguido de 40 ciclos de desnaturagdo (1
minuto a 94°C), anelamento (40 segundos a
60°C), extensdao (1 minuto a 72°C) e um
passo final de extensao de 7 minutos a 72°C.
O produto da PCR sera mantido a
temperatura de 4°C. Os  produtos

amplificados pela PCR foram desnaturados
por 3 minutos a 94°C e resolvidos por
eletroforese em gel de acrilamida a 6% a
250 volts por 90 minutos. Apos eletroforese,
o gel de acrilamida foi fixado em solugdo
com 10% alcool etilico e 0,5% de acido
acético, corado com solucdo de nitrato de
prata a 5% e revelado com solugdo de
hidroxido de sodio a 3% com 0,5% de
formol. Amostra de DNA de bovino
fenotipicamente e genotipicamente resistente
previamente genotipada em um laboratorio
de referéncia (Dr Garry Adams, Texas A&M
University, College Station, TX, USA) foi
processada e utilizada como controle para a
especificidade da reacao.

A freqiiéncia dos diferentes alelos da 3’UTR
do gene Nrampl bovino foi comparada entre
as quatro racas através do teste exato de
Fisher utilizando o programa GraphPad
InSart software versdo 3.05 (GraphPad
InSart software, Inc., San Diego, CA, USA).

Resultados e discussao

Os alelos do gene Nrampl bovino apresenta
uma variacdo no numero de repeticoes GT
na regido 3’UTR e esta variagdo tem sido
associada a resisténcia ou susceptibilidade a
B. abortus. Quatro produtos de PCR
diferentes foram amplificados e
identificados pela SSCA: uma banda com
175pb, uma banda com 177pb e bandas
duplas contendo 175pb e 177pb ou 175pb e
179pb. De acordo com estudos previamente
publicados (Adams e Templeton, 1998;
Barthel et al., 2000; Barthel et al., 2001),
DNA de bovinos considerados
genotipicamente resistentes a brucelose
originam um produto que ¢ visualizado no
gel de poliacrilamida como uma banda com
175pb (homozigoto GT13) correspondendo
a 3’'UTR com 13 pares de GT (alelo GT13).
J& o DNA de animal -considerado
genotipicamente susceptivel ¢ revelado
como uma banda com 177pb (homozigoto
GT14) ou como bandas duplas contendo
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175pb e 177pb ou 175pb e 179 pb
(heterozigotos GT13/GT14 ou GT13/GT15,
respectivamente) como demonstrado na
figura 1. Estudos prévios demonstram que o
alelo GT13 esta associado com resisténcia
natural enquanto os outros alelos

179pb g . '
177 pb e
175pb — g

GT14 GT13/GT14

GT13

identificados  estdo  associados  com
susceptibilidade a brucelose. Portanto, o
unico genoétipo que tem sido associado a
resisténcia € o homozigoto GT13 (Barthel et
al., 2000; Barthel et al., 2001).

GT13/GT15

Homozigotos

Heterozigotos

Figura 1. Resultado representativo do SSCA para identificagdao dos alelos do gene
Nrampl. As setas indicam produtos do tamanho 175, 177 e 179 pares de base
correspondendo a GT13, GT14 e GT15, respectivamente.

Ao avaliar todos os animais, 53,6%
(133/248)  apresentaram o  gendtipo
homozigoto GT13. Houve diferenca
significativa da freqliéncia dos genotipos
entre as racas zebuinas (B. taurus indicus) e
a raca Holandesa (B. taurus taurus). A raca
Holandesa apresentou uma homogeneidade
do genétipo com 100% dos animais
estudados apresentando genotipo
homozigoto GTI13, diferindo das ragas
zebuinas (Fig. 2). Ja a raga Nelore foi a que
apresentou maior heterogeneidade, com
quatro combinagdes diferentes dos alelos,
representadas por homozigoto GTI13,
homozigoto GT14, heterozigotos GT13/14 e
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GT13/15. O gendtipo mais freqiiente
observado nas racas Nelore e Gir foi o
heterozigoto GT13/14 enquanto o gendtipo
homozigoto GT14 predominou na raga
Guzera (Fig. 3). Ao comparar as ragas
zebuinas entre si, s6 foi observada diferenca
na freqiiéncia dos genotipos GT13 e GT14
entre as racas Nelore e Guzera (Fig. 3). E
digno de nota que apesar de outras
combinagdes como GT14/GT15 tdo bem
como uma possivel combinagdo homozigota
GT15 ndo terem sido identificada neste
estudo, ndo ¢ possivel afirmar que estas
combinagdes ndo ocorram nas ragas
estudadas.



Total ( n=248)

Racas zebuinas
(n=167)

Raca holandesa
(n=81)

53,6

17,8

-:L'6

31,2

26,3

_2‘4

100,0

0%

20%

40% 60% 80% 100%

OHomo GT13 [OHomo GT14 @GT13/GT14 MGT13/GT15

Figura 2. Distribuicdo da freqiiéncia dos genotipos do gene Nrampl em animais da raca
Holandesa e de ragas zebuinas. Foi observada diferenca estatisticamente significativa entre as
racas (P=0,001). Legenda: Homo GT13 = homozigoto GT13, Homo GT14 = homozigoto GT14,
GT13/GT14 = heterozigoto GT13/GT14, GT13/GT15 = heterozigoto GT13/GT15.

GIR (n=35) 34,330 20,0%d
GUZERA (n:37) 18’9a 43'3Cd -
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
0 Homo GT13 OO0 Homo GT14 B GT13/GT14 B GT13/GT15

Figura 3. Distribui¢do da freqiiéncia dos genotipos do gene Nrampl nas ragas Gir, Guzera,
Nelore. Letras diferentes em um mesmo gendtipo diferem estatisticamente entre si (P<0,05).
Legenda: Homo GT13 = homozigoto GT13, Homo GT14 = homozigoto GT14

GT13/GT14 = heterozigoto GT13/GT14, GT13/GT15 = heterozigoto GT13/GT15.
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Uma razdo provavel para a alta freqiiéncia
do alelo resistente na raca Holandesa deve-
se ao fato de que esta raca vem sendo
submetida a cruzamento seletivo por longo
periodo, tendo sido selecionada por centenas
de anos para caracteristicas de produgdo. O
gado Holandés sofreu pressdo de selecdo
para caracteristicas raciais na sua regido de
origem e mais recentemente, desde o século
XVII, esta raca tem sido selecionada para
producdo leiteira particularmente  nos
Estados Unidos (Becker, 1973, Santiago,
1987). O rebanho Holandés do Brasil tem
origem principalmente de animais oriundos
dos Estados Unidos ¢ do Canada (Costa et
al., 2000). Esta pressdo de selecdo pode ter
selecionado indiretamente para o alelo
GT13. Por outro lado, a evolugdo da raca
Nelore no Brasil é bem mais recente. Além
disso, esta raga originou-se de uma raca
zebu indiana chamada Ongole misturada a
outras  ragas indianas. Na  India,
historicamente quase todos os cruzamentos
ndo sdo direcionados para sele¢do (Santiago,
1972, Santiago, 1987). O periodo mais curto
de selecdo e a heterogeneidade da raca que
originou o gado Zebu brasileiro podem
explicar a grande variagdo observada nos
animais zebuinos quando comparados com
animais da raga Holandesa.

Contudo, apesar do gado holandés
apresentar uma freqiiéncia muito maior do
genoétipo resistente ndo se pode afirmar que
esta raga ¢ mais resistente que as ragas
zebuinas estudadas. Isto porque a associagao
do gendtipo com a resisténcia natural a
brucelose é baseada em estudos in Vvivo
(Adams e Templeton, 1998) e in vitro
(Barthel et al., 2001) e ndo em estudos a
campo. Alguns trabalhos descrevem a
prevaléncia da brucelose bovina em diversas
regides do mundo e seus principais fatores
de risco. Muitos pesquisadores encontraram
maior prevaléncia da brucelose em gado de
leite (Christie, 1969; Moreno, 2002),
enquanto outros indicam maior prevaléncia
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em gado de corte (Jiwa et al, 1996;
Samartino, 2002) e, ainda, outros
pesquisadores ndo observaram nenhuma
predisposicdo pelo tipo de criacdo (Luna-
Martinez ¢ Meija Teran, 2002). No Brasil,
onde a prevaléncia da brucelose bovina é em
torno de 5%, nunca foi reconhecida
nenhuma predisposicao racial para a doenga
(revisado por Poester et al., 2002).

Aparentemente, a diferenca na prevaléncia
da doenga ¢ mais influenciada pelo tipo de
criagdo do que propriamente pela raga. Isto
porque, animais criados em sistemas
intensivos tende a ter maior risco (Kellar et
al., 1976; Salmam e Meyer, 1984; Omer et
al., 2000). Para comparar a prevaléncia da
brucelose entre ragas zebuinas e européias, o
estudo deve ser realizado sob as mesmas
condi¢des de criagdo, o que ¢ inviavel. Por
esta razdo, ndo ha estudos comparando a
prevaléncia de brucelose entre diferentes
racas bovinas. Estes resultados também
podem sustentar a hipotese de que ragas
zebuinas podem ter fatores de resisténcia
adicionais que resultaram na baixa pressdo
de selecdo para o alelo GT13, mas podem
existir outras explicagdes, como revisado
por Baldwin e Parent (2002).

Concluséo

Existe diferenga significativa na freqiiéncia
dos polimorfismos da 3’UTR do gene
Nrampl bovino entre as racas zebuinas e
Holandesa. Estudos adicionais devem ser
realizados para verificar a influéncia dos
polimorfismos da 3°'UTR do Nramp1l bovino
em infecgOes experimentais e naturais por
Brucella abortus, que poderiam dar
sustentacdo a emprego desses polimorfismos
como marcadores de resisténcia contra
brucelose bovina. O conhecimento sobre a
freqiiéncia do genotipo em diversas ragas
bovinas pode ser muito util no futuro para
desenvolver estratégias de cruzamentos para
a selecio de Dbovinos  resistentes.



Capitulo 3

Correlagéo entre o polimorfismo da 3’UTR do gene Nrampl bovino e a ocorréncia
de aborto, alteracdes histopatoldgicas do feto e da vaca durante infeccéo
experimental por Brucella abortus

Introducéo

Diferencas na resposta individual de bovinos
a infecgdo pela B. abortus tém sido
relacionadas a fatores hereditarios, em
especial ao gene Nrampl (Natural
resistance-associated macrophage protein
1), cuja funcdo esta associada a capacidade
dos macréfagos eliminarem patdgenos
intracelulares (Adams e Templeton, 1998).
A resisténcia natural de bovinos a brucelose
¢ uma caracteristica hereditaria associada a
um polimorfismo na 3’UTR (regido ndo-
traduzida da extremidade 3’) do gene
Nrampl bovino, que pode ser evidenciado
pela técnica de SSCA (single strand
conformational analysis) (Feng et al., 1996;
Adams e Templeton, 1998).

Conforme demonstrado no Capitulo 2,
existem diferengas marcantes entre a raca
Holandesa e as ragas zebuinas nacionais na
freqiiéncia dos alelos do Nrampl, mas a
influéncia dessa diferenca na resisténcia
dessas ragas contra brucelose nido ¢
conhecida. A influéncia do polimorfismo de
gene Nrampl sob a ocorréncia de aborto foi
demonstrada apenas em um estudo
experimental (Adams e Templeton, 1998) e
ndo ha estudos verificando esta influéncia
sob a severidade das lesdes histopatologicas
decorrentes da infec¢do por B. abortus. O
objetivo deste estudo ¢é correlacionar a
ocorréncia de aborto e lesoes
histopatoldgicas no feto e na vaca com o
polimorfismos da 3> UTR do gene Nrampl
bovino em infeccdo experimental por B.
abortus.

Material e Métodos

Foram selecionadas 42 vacas mestigas
holandés-zebu, nuliparas com idade entre 20
e 30 meses, que foram mantidas na area
experimental do Laboratério de Apoio
Animal - Pedro Leopoldo - MG
(LARA/MG); sendo divididas em trés
grupos: (i) Grupo 1: 17 animais vacinados
quando jovem com vacina comercial B19;
(i) Grupo 2: 12 animais vacinados antes da
gestacdo com vacina RB51 (Professional
Biological Company, EUA) e (iii) Grupo 3:
13 animais ndo vacinados (NV).

A avaliag@o sorologica foi feita pelo teste do
antigeno acidificado tamponado (AAT),
segundo Alton et al. (1988). Antes da
inclusdo dos animais no experimento foram
realizadas  duas  provas  soroldgicas
intervaladas de 30 dias. Nenhum animal
apresentou sorologia positiva nos soros
colhidos antes do desafio. Durante a fase de
adaptacdo de quatro meses, 0s animais
foram vermifugados com ivermectina
(Coopermec, Schering-Plough  Coopers,
Cotia, Brasil) e vacinados contra raiva
(Raivacel, Vallée, Sdo Paulo, Brasil), contra
IBR, BVD, PI-3, BRSV e Leptospira
interrogans sorovariedades canicola,
icterohaemorragiae, grippotyphosa, hardjo,
pomona e wollfi (CattleMaster 4 + LS5,
Pfizer, Guarulhos, Brasil) e contra
Clostridium chauvoei, C. novyi, C. septicum,
C. sordelli, C. perfringens, tipos C e D,
(Fortress 7, Pfizer, Guarulhos, Brasil). Os
animais foram alimentados durante a fase
experimental com silagem de milho, carogo
de algoddo, polpa citrica ¢ sal mineral a
vontade.
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Os animais foram submetidos a protocolo de
sincronizagdo do cio para a obtengdo do
maior numero possivel de animais gestantes,
no menor periodo de tempo possivel. O
protocolo hormonal utilizado consistiu na
aplicacdo de um implante de progesterona
intravaginal (CIDR, Pfizer, Guarulhos,
Brasil), com retirada do implante nove dias
depois associada a aplicagdo de um analogo
da prostagladina F2a (0,5mg de cloprostenol
sodico — Ciosin, Schering-Plough Coopers,
Cotia, Brasil). Nos animais classificados
como aciclicos no momento da retirada do
implante, além da PGF2a., foi aplicada uma
dose de  hormonio  liberador  de
gondadotrofina  (GnRH —  Conceptal,
Intervet, Sdo Paulo, Brasil). Exames
ginecoldgicos dos animais foram realizados,
periodicamente, por palpagdo retal ou por
ultrassonografia. A detecgdo do cio foi feita
através da observagdo visual de sinais
externos de cio e wuso de vacas
androgenizadas com bucal marcador. Os
animais foram observados 24 h/dia por um
periodo de quatro dias. As inseminacdes
artificiais foram realizadas no ato da
detecgdo do cio e repetidas 12 horas apos a
primeira. O diagndstico de gestagdo foi
realizado pelo exame de ultrassonografia 35
dias apods a inseminagdo. O sémen utilizado
na inseminagdo foi do touro Banal, da raca
Nelore Mocho (Accelerated Genetics,
EUA).

ApoOs a sincronizacdo do cio e inseminagao
artificial, as vacas foram inoculadas, entre
seis ¢ sete meses de gestacdo, com 50ul de
uma suspensdo contendo 3,0 x 10* UFC/ml
de B. abortus, amostra 2308 (gentilmente
cedida pelo Dr. L. E. Samartino, Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria —
INTA — Balcarce, Argentina) em cada saco
conjuntival. As vacas foram monitoradas até
o0 abortamento ou pari¢cdo. Ap6s o aborto ou
parto, as vacas € os bezerros vivos foram
sedados com Xilazina (Coopazine, Schering-
Plough Coopers, Cotia, Brasil), eutanasiados
por eletrocussao e, até 48 horas apds o parto
ou aborto, necropsiados. Fragmentos dos
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linfonodos pré-escapular, supramamario,
bronquial e iliaco interno, bago, figado,
glandula mamadria, caruncula e endométrio
foram coletados das vacas. Dos fetos
abortados e dos bezerros nascidos vivos,
foram coletados fragmentos de pulmao,
linfonodo bronquial, figado, bago e outros
orgaos quando havia alteracdes
macroscopicas. Estes fragmentos foram
fixados por imersdo em formol tamponado a
10% e processados para avaliacdo
histopatologica. Amostras de todos estes
orgdos foram congelados a —80°C para
posterior extracdo de DNA. Além dos
orgdos, leite, swab vaginal da wvaca,
contetido estomacal e swab retal do feto
foram  coletados assepticamente e
conservados a -20°C para isolamento
bacteriano.

Os fragmentos dos orgdos coletados em
formol tamponado a 10% foram fixados por
24 horas e processados pelo método
rotineiro de inclusdo em parafina, cortados a
4um de espessura € corados pela
hematoxilina e eosina para avaliacdo
histopatolégica (Luna, 1968). Alguns 6rgaos
foram selecionados para identificagdo de B.
abortus na lesdo pela técnica de
imunoistoquimica. Utilizou-se anticorpo
policlonal de coelho anti-B. abortus na
diluigdo 1:1000 (Santos et al, 1998), o kit
universal streptoavidina-biotina peroxidase
(LSAB, Dako, EUA) e o cromogeno
diaminobenzidina (DAB, Dako, EUA).

A extragdo de DNA foi feita a partir de
fragmentos macerados de figado pelo
método do tiocianato de guanidina (Pitcher
et al., 1989) e a genotipagem foi realizada
por SSCA conforme metodologia
previamente descrita (Horin et al., 1999;
Barthel et al., 2000). A PCR foi feita
conforme descrito no Capitulo 2. Amostra
de DNA de bovino fenotipicamente e
genotipicamente  resistente  previamente
genotipada em um laboratério de referéncia
(Dr. Garry Adams, Texas A&M University,
College Station, TX) foi processada e



utilizada  como  controle para a
especificidade da reacgdo.

Fragmentos de o6rgdos colhidos para
isolamento ~ foram  descongelados e

macerados. O isolamento bacteriano foi feito
em placas contendo agar triptose adicionado
de 5% de soro fetal bovino estéril e
suplemento de antibidticos (meio de Farrell -
Brucella Selective Supplement, Oxoid,
Inglaterra). As placas foram incubadas em
estufa com 5% de CO, por um periodo de
até quatro dias. As colonias semelhantes as
de Brucella sp. de todas as placas foram
caracterizadas ~ bioquimicamente  (Mac
Faddin, 1980; Alton, 1988).

A associacdo entre a ocorréncia de aborto e
o polimorfismo da 3’UTR do Nrampl foi
verificada através do teste exato de Fischer.
As alteragdes  histopatologicas  foram
analisadas de diversas formas a fim de
detectar possivel associacdo entre lesdes
histopatolégicas e o polimorfismo da 3’UTR
do gene Nrampl bovino. A avaliagdo do
escore médio das lesdes foi feita pelo

Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney. A
associa¢do entre a severidade das lesdes e o
polimorfismo da 3’UTR do Nrampl foi
verificada através teste exato de Fischer.
Todas as analises estatisticas foram feitas
utilizando-se o programa Graphpad Instat
Software versdo 3.05 (Graphpad Software
Inc., San Diego, CA, USA).

Resultados e discussao

A distribuicdo dos genotipos resistente e
susceptivel estd sumarizada na Tab. 1. A
avaliagdo de correlagio entre fenotipo,
representado neste estudo por ocorréncia de
aborto ou intensidade de lesGes, levou em
consideragdo o genétipo materno. Embora
os fetos e bezerros também tenham sido
genotipados, permitindo a identificagdo do
gendtipo do touro utilizado na inseminagéo
artificial. Todos os bezerros eram
homozigoto  GT14 ou  heterozigoto
GT13/GT14 indicando que o gendtipo do
touro era homozigoto GT14.

Tabela 1: Distribui¢do dos genotipos das vacas nos grupos experimentais.

B19! RB51? NV? Total
SSCA" 07 05 07 19
SSCA® 10 07 06 23

Nao houve diferenga significativa (p >0,05). Teste exato de Fischer

SSCA" = genotipo resistente (homozigoto GT13).

SSCA’® = genotipo susceptivel (homozigoto GT14 e heterozigoto GT13/GT14).
! animais vacinados quando jovem com vacina comercial B19.

% animais vacinados antes da gestagdo com vacina RB51.

3 animais nfo vacinados.

Dentre as 42 vacas estudadas, 12 (28,6%)
abortaram, seis pariram bezerros prematuros
fracos (14,3%) e 24 tiveram parto normal
(57,1%). O ntimero de vacas que abortaram,
que pariram bezerros prematuros fracos, e de

vacas que pariram normalmente, por grupo
experimental, ¢ apresentado na Tab. 2. Foi
isolada B. abortus em 27 (64,3%) das vacas,
tendo sido isolada em todas as vacas que
abortaram ou que pariram bezerros fracos.
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Tabela 2: Numero de vacas que

abortaram e que pariram por grupo

experimental.
Grupo experimental Aborto Bezerros fracos' Bezerros saudaveis
Grupo B19? 03 03 11
Grupo RB51° 04 00 08
NV 05 03 05

! Bezerros prematuros (nascimento 15 dias antes da data prevista) que nasceram fracos.
? animais vacinados quando jovem com vacina comercial B19.
? animais vacinados antes da gestagdo com vacina RB51.

* animais nfo vacinados.

Nao houve associagdo entre a ocorréncia de
aborto e nascimento de bezerros fracos com
o polimorfismo dos alelos do gene Nrampl
como demonstrado na Tab. 3. Isto significa
que o aborto no ter¢o final da gestacdo e
nascimento de bezerros fracos, principais
manifestagdes clinicas da brucelose bovina
(Ficth, 2003), ndo estdo associadas com o
genotipo susceptivel do Nrampl bovino.
Desconsiderando-se o grupo, ou seja,

agrupando-se todas as vacas com base
somente no gendtipo sem considerar o
histérico vacinal, as vacas com genétipo
SSCA" (n=19) tiveram 8 abortos ou
nascimento de bezerros prematuros fracos
(42,1%), enquanto as vacas SSCA® (n=23)
tiveram 10 abortos ou nascimento de
bezerros prematuros fracos (43,5%), nao
havendo diferenga significativa entre estas
freqiiéncias (P>0,05).

Tabela 3: Freqiiéncia de aborto e nascimento de bezerros fracos segundo o fendtipo em vacas

gestantes experimentalmente infectadas com B. abortus.

B192

SSCA’ SSCA®

SSCA'

RB51° Controle*

SSCA® SSCA’ SSCA®

Aborto!

02 (28,6%) 04 (40,0%) 01 (16,7%) 03 (42,9%) 05 (71,42%) 03 (50,0%)

Bezeros saudaveis 05 (71,4%) 06 (60,0%) 05 (83,3%) 04 (57,1%) 02 (28,6%) 03 (50,0%)

Nao houve diferenca significativa P>0,05 Teste exato de Fisher.

SSCA' = gendtipo resistente (homozigoto GT13).

SSCA’® = genotipo susceptivel (homozigoto GT14 e heterozigoto GT13/GT14).
'Inclui aborto e nascimento de bezerros prematuros fracos

% animais vacinados quando jovem com vacina comercial B19.

* animais vacinados antes da gestagio com vacina RB51.

4 animais nfo vacinados
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A necropsia, as alteragdes macroscopicas
mais significativas das vacas foram
observadas nos tuteros, que se encontravam
distendidos e sem alteragdes no perimétrio.
Na luz uterina havia quantidade variavel de
exsudato amarelo-amarronzado, floculento,
com material necrotico e odor fétido (Fig. 4
e 5). As lesdes macroscopicas da placenta
ndo eram uniformes, sendo que alguns
placentomos estavam aparentemente
normais, enquanto outros estavam
hemorragicos e/ou com aspecto necrotico
(Fig. 6 e 7). Em alguns casos a por¢do fetal
da placenta ainda estava presente e os
cotilédones afetados estavam friaveis, de
coloragdo amarelada e recobertos por
exsudato amarronzado. Os linfonodos
superficiais e internos e, as vezes, o baco
apresentava aumento de volume com
intenstidade variavel. Lesdes macroscopicas
ndo foram observadas na glandula mamaéria
e no figado, bem como em outros 6rgaos. Os
animais que abortaram apresentavam
placentite necrotica intensa, mas a
inflamagdo estava presente em varios
animais que tiveram partos normais, embora
nesses casos 0 processo inflamatorio era de
menor intensidade.

Os fetos abortados estavam autolisados (Fig.
8), contendo quantidade variavel de liquido
avermelhado no tecido subcutdneo e nas
cavidades corporais. Dentre os fetos e
bezerros fracos avaliados
macroscopicamente, 12,5% (2/16)
apresentaram alteragdes macroscopicas nos
pulmdes caracterizadas por 4reas focais a
difusas de coloracdo avermelhada a
acinzentada e firmes a palpagdo e pleura
recoberta por fibrina (Fig. 9 ¢ 10). Em 25%
dos animais (4/16) também foi observado
exsudato fibrinoso no saco pericardio (Fig.
11). Freqiientemente, isto ¢ em 37,5% dos
animais (6/16), o unico achado foi pleurite
fibrinosa, sem alteragdes macroscopicas
significativas no parénquima pulmonar e,
em outros casos, pericardite fibrinosa foi o
unico achado macroscopico no feto

abortado. Em 37,5% dos animais (6/16) os
orgdos abdominais, principalmente figado e
bago estavam recobertos por pequena
quantidade de  fibrina, caracterizada
macroscopicamente como material
filamentoso amarelado. A pneumonia é a
lesdao fetal mais freqiientemente descrita em
casos de aborto por brucelose (Adams,
2002), mas nem todos os fetos abortados
tém pneumonia (Lopez et al., 1984). Ja
peritonite e  pericardite, que neste
experimento foram mais freqlientes que
pneumonia, sdo pouco descritas.

Histologicamente, nas vacas, a lesdo mais
importante foi a placentite necrotica, que
ocorreu em 95% dos casos (40/42) e foi
caracterizada por necrose superficial a
profunda da carGncula, associada a
hemorragia e infiltrado neutrofilico, grumos
bacterianos e restos de tecido fetal no lume
uterino e nas criptas carunculares (Fig. 12).
No pedinculo caruncular havia infiltrado
inflamatdério perivascular constituido de
neutrofilos, linfocitos, plasmocitos e
histiocitos e, as vezes, granuloma com
centro necrotico. Observou-se também
endometrite multifocal a difusa em 95% das
vacas (38/40), que foi caracterizada por
ulceracdo  multifocal do  endométrio
superficial, com acumulo de restos celulares
sobre a area ulcerada, edema, infiltrado

inflamatorio composto  por linfocitos,
plasmocitos e neutrofilos,
predominantemente periglandular e

perivascular e infiltragdo de neutréfilos no
lume de glandulas endometriais (Fig 14).
Em alguns casos observou-se vasculite no
endométrio (Fig. 15) e no pedunculo
caruncular. Em 50% (21/42) das vacas, na
glandula mamadria havia infiltrado linfo-
histiocitario  intersticial ~ multifocal e
neutrofilos dentro do lume glandular (Fig
13) e, raramente, observou-se mastite
neutrofilica difusa. Os linfonodos pré-
escapulares, bronquial, iliaco interno e
supramamario apresentaram grau variavel de
infiltracdo neutrofilica e histiocitica nos
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seios medulares e para-corticais e
hiperplasia linféide (Fig 16). O bago
também apresentou hiperplasia linfoide e
infiltrado neutrofilico perifolicular. O figado
de poucos animais apresentou infiltrado
linfo-histio-plasmocitario = moderado na
regido portal e pequena quantidade de
neutrofilos distribuidos difusamente ou em
focos nos sinusoides.

Os fetos apresentavam atelectasia total,
enquanto em varios bezerros foi observada
atelectasia parcial. A pericardite e pleurite
fibrinosas foram caracterizadas
microscopicamente por intenso exsudado
fibrinoso associado a linfécitos, plasmdcitos
e neutrofilos e congestdo no pericardio e na
pleura visceral (Fig.17). Nos pulmdes havia
infiltrado  neutrofilico  multifocal nos
broquiolos e alvéolos ou pneumonia
interticial multifocal associados (Fig. 18 e
19), correspondendo a 61,5% (24/39) dos
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bezerros/fetos. Em alguns casos, havia
vasculite e¢ trombose. Foram observadas
peri-esplenite em 25% (10/40) e peri-
hepatite em 22,5% (9/40) dos fetos ou
bezerros. Estas lesdes foram caracterizadas
histologicamente pelo acimulo de linfécitos,
neutréfilos e eritrocitos recobrindo a capsula
do bago e do figado, compativel com o
achado macroscopico de peritonite. Em 55%
dos casos (22/40) havia hepatite neutrofilica
ou com infiltrado inflamatoério misto,
multifocal a difusa. O bago e o linfonodo
bronquial apresentaram hiperplasia linfoéide
e infiltrado neutrofilico multifocal. Esplenite
foi observada em 71% (27/38) e linfadenite
em 56% (22/39) dos fetos ou bezerros. Em
cortes histologicos de alguns orgdos
selecionados com base nas alteragdes
microscopicas, foi confirmada a presenca da
B. abortus nas lesdes pela da técnica de
imunoistoquimica, tanto nas vacas quanto
nos  fetos ou  bezerros  (Fig.20).



Figura 4: Vaca. Utero repleto com grande quantidade de exsudato amarelo-amarronzando e
superficies carunculares necroticas.

Figura 5: Vaca. Utero contendo exsudato amarronzado com material necrotico floculento
amarelado no lume e recobrindo a superficie caruncular.

Figura 6: Vaca. Corte sagital da caruncula. Hemorragia intensa e difusa na carincula.

Figura 7: Vaca. Corte sagital da cartncula. Superficie caruncular recoberta por material
necrotico e com anexos fetais ainda aderidos.
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Figura 8: Piquete do experimento. Feto abortado em tergo final de gestacdo em avangado estado
de autolise.

Figura 9: Feto. Pleurite fibrinosa. Pleura parietal e visceral hemorragicas e recobertas por
material fibrinoso.

Figura 10: Feto. Pleurite fibrinosa. Pleura visceral recoberta por fibrina epequena quantidade de
liquido avermelhado na cavidade toraxica.

Figura 11: Feto: Pleurite e pericardite fibrinosa. Saco pericardio repleto de fibrina e focos de

hemorragia do epicardio. Pleura parietal com hiperemica e hemorragica e a capa de fibrina que
recobria a pleura visceral foi retirada.
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Figura 12: Vaca. Cartincula. Placentite necrdtica intensa. Criptas carunculares com material
necrotico, hemorragia multifocal, infiltrado inflamatdrio intenso e grande quantidade de grumos
bacterianos de Brucella abortus marcados em marrom por imunoistoquimica anti-B. abortus
(detalhe). HE, Barra = 167um

Figura 13: Vaca. Glandula mamaria. Mastite mista intensa multifocal. Intenso infiltrado de
linfocitos, macrofagos e neutrofilos no intersticio e acimulo de neutréfilos no lume de alguns
ductos. Algumas células inflamatorias contém bactérias intracitoplasmaticas marcadas em
marrom pela imunoistoquimica anti B. abortus (detalhe). HE. Barra = 50um

Figura 14: Vaca. Endométrio. Endometrite intensa. Extensa area de erosdo do epitélio
endometrial com acimulo de grande quantidade de exsudato com restos celulares e grumos
bacterianos. Infiltrado inflamatério difuso e intenso na submucosa. HE. Barra = 250pum

Figura 15: Vaca. Endométrio. Vasculite. Degeneracao fibrindide da parede da arteriola
associada a infiltrado inflamatorio intenso mural e perivacular. HE. Barra = 100pm

Figura 16: Vaca. Linfonodo supramamario. Linfadenite supurada moderada multifocal

associada a reticulocitose. Seios medulares repletos de macréfagos volumosos e com multiplos
focos de neutrofilos. HE. Barra = 33,5um
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Figura 17: Feto. Pulmao. Pleurite supurada intensa. Espessamento e hiperemia da pleura
associados a infiltrado neutrofilico intenso e difuso. HE. Barra = 100pum

Figura 18: Bezerro. Pulmao. Pneumonia intersticial multifocal. Espessamento acentuado da
parede alveolar com grande quantidade de neutréfilos HE. Barra = 33,5um

Figura 19: Bezerro. Pulméo. Broncopneumonia. Bronquiolo repleto de fibrina. Hiperemia e
focos discretos de células inflamatdrias no parémquima pulmonar. He. Barra = 80pum

Figura 20: Feto. Pulmado. Atelectasia total. Inimeras bactérias Brucella abortus intracelulares e
extracelulares em marrom. Imunoistoquimica anti-B. abortus. Barra = 25um
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Apos a descrigdo e caracterizagdo das lesdes
histopatoldgicas dos tecidos das vacas e dos
bezerros, estas foram classificadas quando
sua intensidade/severidade de inflamacgdo e
de reatividade dos foliculos linfoides, no
caso dos orgdos linfoides, em ausente
(escore = 0), discreta (escore = 1), moderada
(escore = 2) e intensa (escore = 3). Os
escores médios de cada orgdo e de cada
animal avaliado foram comparados com os
genoétipos  resistentes e susceptiveis do
Nrampl.

Nao houve associagdo entre a severidade das
lesdes histopatologicas e o polimorfismo da
3’UTR do gene Nrampl, exceto no caso da

intensidade do processo inflamatorio no
linfonodo supramamario das vacas do grupo
NV, no qual as vacas com gen6tipo SSCA"
tiveram maior intensidade de inflamagao,
como demonstrado nas Tab. 4 e 5.
Aparentemente, embora significativa, a
diferenca restrita a um linfonodo em um
grupo experimental possivelmente seja
conseqiiéncia de variagdo aleatoria, inclusive
pelo fato de que linfadenite supramamaria
ndo ¢ uma lesdo representativa da doenga.
Por outro lado, a inflamagdo da placenta,
que ¢ a lesdo mais importante na brucelose,
ndo teve intensidade significativamente
diferente entre os grupos (Tab. 4).
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Tabela 4: Escores médios das lesdes histopatologicas nas vacas dos grupos B19, RB51 e NV, subdivididas segundo o genotipo.

Caruncula Endométrio  Mama Figado Bago LSM LPE LBR LI
Grupo I I I I I R’ I R I R I R I R
B19 SSCA' 2,43 2,00 0,43 0,86 0,71 1,28 0,43 1,43 043 1,86 0,29 1,00 0,29 0,86
SSCA® 1,70 1,70 0,80 0,40 0,70 1,50 0,50 1,00 060 1,60 030 0,70 0,50 0,70
RB51 SSCA 1.4 1,2 0,4 0,8 1,4 1,8 0,40 1,40 040 240 0,25 1,25 0,40 1,00
SSCA® 2,29 1,67 0,57 0,14 0,57 1,57 0,71 0,86 0,71 1,71 0,57 1,00 0,57 0,71
NV SSCA' 1,86 1,71 0,71 0,29 1,29 2,29 1,43% 143 043 2,00 0,57 1,14 0,57 0,14
SSCA® 1,83 2,20 1,00 0,83 1,00 1,50 0,17* 083 050 1,67 050 083 050 1,00

* Diferenca estatisticamente significativa entre as médias (P=0,026) pelo teste de Kruskal-Wallis.

Médias dos escores: 0 = ausente, 1 = discreto, 2 = moderado, 3 = intenso.

SSCA" = genotipo resistente (homozigoto GT13).

SSCA® = gendtipo susceptivel (homozigoto GT14 e heterozigoto GT13/GT14).

! Inflamagio.

“Reatividade dos foliculos linfoides

LSM=linfonodo supramamario, LPE=linfonodo pré-escapular, LBR=linfonodo bronquial, LII=linfonodo iliaco interno.
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Tabela 5: Escores médios das lesdes histopatologicas nos fetos das vacas dos

grupos B19, RB51 e NV, subdivididos segundo o genotipo da vaca.

Pulméo Figado Bago LBR
Grupo I I I R*? I R
BI19 SSCA' 1,17 0,28 1,33 0,67 043 043
SSCA® 0,70 0,80 1,20 0,50 1,10 0,20
RB51 SSCA' 0,80 0,80 1,20 1,00 1,50 0,25
SSCA® 0,17 0,57 1,17 0,67 040 0,00
NV SSCA' 1,33 1,00 1,33 0,83 1,20 0,40
SSCA® 1,00 0,50 1,27 0,82 0,82 0,36

Nao houve diferenga significativa entre os grupos P>0,05 teste Kruskal-Wallis
Médias dos escores: 0 = ausente, 1 = discreto, 2 = moderado, 3 = intenso.
SSCA" = genotipo resistente (homozigoto GT13)

SSCA® = gendtipo susceptivel (homozigoto GT14 e heterozigoto GT13/GT14)
! Inflamagio.

*Reatividade dos foliculos linfoides

LBR=linfonodo bronquial

A intensidade das lesdes histopatologicas e NV (Tab. 6 e 7), indicando que a
ndo apresentou diferencas significativas vacinagdo ndo teve influéncia sobre o escore
entre os grupos experimentais — B19, RB51 médio das lesdes histopatoldgicas.
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Tabela 6: Escores médios das lesdes histopatologicas nas vacas dos grupos experimentais.

Carun Endo Mama Figado  Bago LSM LPE LBR LI
Grupo I I I I I R I R I R I R 1 R
BI19 2,00 1,82 0,65 059 0,71 1,41 047 1,18 0,53 1,71 0,29 0,82 0,41 0,76

RBS51 1,92 1,45 0,50 042 092 1,67 0,58 1,08 0,58 2,00 0,45 1,09 0,50 0,83

Controle 1,85 1,92 0,85 054 1,15 1,92 0,85 1,15 0,46 1,84 0,54 1,00 0,54 0,54

Nao houve diferenga significativa entre os grupos P>0,05 teste Kruskal-Wallis

Médias dos escores: 0 = ausente, 1 = discreto, 2 = moderado, 3 = intenso.

! Inflamacio.

“Reatividade dos foliculos linfoides

Carun=cartincula, Endo=endométrio, LSM=linfonodo supramamario, LPE=linfonodo pré-escapular,
LBR=linfonodo bronquial, LII=linfonodo iliaco interno

Tabela 7: Escores médios das lesdes histopatologicas dos orgios dos fetos dos

grupos experimentais.

Pulmao Figado Baco LBR
Grupo I' I I R’ I R
BI19 0,87 0,59 1,25 0,56 0,82 0,29
RB51 0,45 0,67 1,18 0,82 0,89 0,11
NV 1,09 0,73 1,36 091 1,10 0,60

Nao houve diferenga significativa entre os grupos P>0,05 teste Kruskal-Wallis
M¢édias dos escores: 0 = ausente, 1 = discreto, 2 = moderado, 3 = intenso.

" Inflamacio.

’Reatividade dos foliculos linfoides

LBR=linfonodo bronquial

Considerando-se a auséncia de influencia da somente com base no gendtipo. Neste caso,
vacinacdo sobre a intensidade das lesdes, também ndo houve diferenca significativa
uma segunda avaliagdo da intensidade das como demonstrado nas Tab. § e 9.

lesdes foi realizada dividindo os 42 animais
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Tabela 8: Escores médios das lesdes histopatologicas nas vacas dos grupos com genotipo

resistente e susceptivel a brucelose.

Carun Endo Mama Figado Baco LSM LPE LBR LII

Genotipo 1! I I I I R 1 R I R 1 R 1

R

SSCA' 195 168 053 063 1,10 1,79 0,79 142 042 2,05 039 1,11 042 0,63

SSCA® 191 1,81 0,78 043 0,74 1,52 048 091 0,61 1,65 043 0,83 0,52 0,78

Nao houve diferenca significativa entre os grupos P>0,05 teste Mann-Whitney

Médias dos escores: 0 = ausente, 1 = discreto, 2 = moderado, 3 = intenso.

SSCA" = genotipo resistente (homozigoto GT13).

SSCA® = gendtipo susceptivel (homozigoto GT14 e heterozigoto GT13/GT14).

! Inflamacio.

*Reatividade dos foliculos linfoides

Carun=cartincula, Endo=endométrio, LSM=linfonodo supramamario, LPE=linfonodo pré-escapular,
LBR=linfonodo bronquial, LII=linfonodo iliaco interno

Tabela 9: Escores médios das lesdes histopatologicas nos fetos segundo o

genotipo das vacas.

Pulméo Figado Baco LBR
Gendtipo I I I R? I R
SSCA' 0,94 0,47 1,31 0,87 0,87 0,50
SSCA® 0,73 0,78 1,23 0,64 095 0,20

Nao houve diferenga significativa entre os grupos P>0,05 teste Mann-Whitney
Médias dos escores: 0 = ausente, 1 = discreto, 2 = moderado, 3 = intenso.
SSCA" = gendtipo resistente (homozigoto GT13)

SSCA’® = genotipo susceptivel (homozigoto GT14 e heterozigoto GT13/GT14)
" Inflamacio.

*Reatividade dos foliculos linfoides

LBR=linfonodo bronquial

A influéncia dos polimorfismos do Nrampl de freqii€éncia. Nao houve associacdo entre a
sobre a severidade das lesdes causadas pela auséncia de lesdo histopatologicas nas vacas
infec¢do por B. abortus também foi avaliada (Tab. 10) ou nos bezerros (Tab. 11) e o
qualitativamente por analise de distribui¢cdo genotipo resistente.

49



Tabela 10: Freqiiéncia de auséncia de lesdes histopatologicas em diferentes 6rgdos das vacas com gendtipo resistente e susceptivel a

brucelose.
Carun  Endo Mama  Figado Bago LSM LPE LBR LII
Gendtipo  I' I I I I R’ I R I R I R I R
SSCA' 01 02 11 08 05 01 09 04 12 01 11 03 11 11
(5,3%) (10,5%) (57,9%) (42,1%) (26,3%) (5,3%) (47,4%) (3L1,1%) (63,7%) (5,3%) (61,2%) (16,7%) (57,9%) (57,9%)
SSCA® 01 0 10 14 09 01 13 08 11 02 14 07 12 08

(43%)  (0%) (43,5%) (60.9%) (39,1%) (43%) (56,5%) (34,8%) (47.8%) (8,7%) (60.9%) (30,4%) (52.2%) (34.8%)

Nio ha diferenga estatisticamente significativa entre os grupos SSCA’e SSCA® (P>0,05) - Teste exato de Fisher.
SSCA" = genotipo resistente (homozigoto GT13), n=19, exceto na coluna LBR (n=18).

SSCA® = gendtipo susceptivel (homozigoto GT14 e heterozigoto GT13/GT14), n=23, exceto na coluna Endo (n=21).

! Inflamag3o.

“Reatividade dos foliculos linfoides

Carun=caruncula, Endo=endométrio,

LSM=linfonodo supramamario, LPE=linfonodo pré-escapular, LBR=linfonodo bronquial, LII=linfonodo iliaco interno
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Tabela 11: Freqiiéncia de auséncia de lesdes histopatologicas em diferentes orgaos

dos fetos conforme o gendtipo das vacas.

Pulmaéo Figado Bago LBR
Gendtipo ' I R? I R
SSCA' 05(31,2%) 09 (52,9%) 05 (31,2%) 06 (37,5%) 08 (50%) 10 (62,5%)

SSCA® 10 (4,5%)

09 (39,1%) 06 (27,3%) 11 (50%)

07 (35%) 17 (85%)

Nio ha diferenga estatisticamente significativa entre os grupos SSCA'e SSCA® (P>0,05)

- Teste exato de Fisher.

SSCA" = gendtipo resistente (homozigoto GT13), n=16, exceto na coluna Figado (n=17).
SSCA® = gandtipo susceptivel (homozigoto GT14 e heterozigoto GT13/GT14), n=22,
exceto nas colunas Figado (n=23) e LBR (n=20).

! Inflamacio.
“Reatividade dos foliculos linfoides
LBR=linfonodo bronquial

Também foi avaliada a freqiiéncia da
ocorréncia de aborto e lesoes
histopatoldgicas,  associadas com o
isolamento bacteriano entre as vacas com
diferentes genotipos. Nesse caso o fendtipo
susceptivel foi definido como ocorréncia de
aborto, lesdes e isolamento de B. abortus. A
resisténcia e susceptibilidade a um patoégeno
podem ser classificadas de acordo com a
severidade da doenga induzida no animal ou
de acordo com isolamento do agente nas
lesdes ou ambos. A associacdo dos dois
critérios cria trés classes de animais: (i)
infectado ¢ doente, (ii) infectado e sadio e
(ii1) nao infectado e sadio (Templeton et al,
1988). Os animais infectados (isolamento
bacteriano em algum tecido da vaca) e

doentes (aborto ou nascimento de bezerro
fraco e¢ inflamagdo moderada a intensa da
placenta) foram considerados animais
naturalmente susceptiveis € animais nao
infectados (auséncia de isolamento) e sadios
(parto normal e sem lesdes histopatologicas
significativas) foram considerados animais
fenotipicamente resistentes. Os animais que
ndo apresentavam estes critérios associados,
ndo se enquadraram em nenhum dos dois
grupos e foram excluidos desta analise.
Mesmo com a associagdo destes critérios
para definicdo do fenétipo resistente, nao
houve associacdo entre o fenotipo e o
gendtipo  resistente (SSCA" ), como
demonstrado na Tab. 12.
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Tabela 12: Associagdo dos fenotipos resistente™ e susceptivel com os alelos do

gene Nrampl.

SSCA'

SSCA®

Fenétipo resistente (n=08)

Fendtipo susceptivel (n=14)

05 (62,5%)

07 (50%)

03 (37,5%)

07 (50%)

Nao ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos P>0,05

*Q fendtipo resistente foi caracterizado pela associagdo de auséncia de aborto e de lesdes e ndo
isolamento de B. abortus dos tecidos. O fendtipo susceptivel foi caracterizado pela ocorréncia de
aborto e de lesdes com isolamento de B. abortus.

SSCA' = gendtipo resistente (homozigoto GT13)

SSCA’® = genotipo susceptivel (homozigoto GT14 e heterozigoto GT13/GT14)

No presente estudo foram utilizadas varias
formas para verificagdo da associagdo entre
caracteristicas de resisténcia a brucelose € o
gendtipo  resistente, ndo tendo sido
identificada nenhuma correlagdo entre o
gendtipo  supostamente  resistente e
caracteristicas fenotipicas de resisténcia.
Estes dados contrastam com resultados
previamente publicados que demonstram a
influéncia dos polimorfismos da 3’UTR do
gene Nrampl bovino sobre a resisténcia
natural contra brucelose, porém as
informagdes previamente publicadas sdo
baseadas em um estudo de infeccdo
experimental com numero reduzido de
animais (Adams e Templeton, 1998) e em
um estudo laboratorial utilizando
macrofagos de camundongos transfectados
com alelos do gene Nramp1l bovino (Barthel
et al., 2001). Este estudo in vitro demonstra
que a tranfec¢do do alelo resistente GT13
para linhagem celular de macréfago
RAW264.7 resulta na diminui¢do da
sobrevivéncia intracelular da B abortus.
Contudo, nao ¢é considerada a influéncia do
Nrampl da RAW264.7 sob a resisténcia
(Barthel et al.,2001).

Embora varios estudos em bovinos
demonstrem que os macrofagos de vacas
naturalmente resistentes in vitro possuem
maior efeito inibitorio sobre a multiplicagdo
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intracelular da B. abortus em comparagio
com macrofagos de vacas naturalmente
susceptiveis (Harmon et al., 1989; Price et
al., 1990; Qureshi et al., 1996), a resisténcia
nesses casos foi baseada em caracteristicas
fenotipicas e ndo em polimorfismos do
Nrampl. E necessiria a avaliagio da
influéncia do polimorfismo da 3’UTR do
Nrampl bovino sob controle da replicagdo
da B. abortus em macrdéfagos bovinos para
determinar se essa capacidade de controlar a
replicagdo bacteriana esta sob a influencia
do polimorfismo da 3’UTR do gene
Nrampl.

Por outro lado, estudo realizado por
Guilloteau et al. (2003) demonstra que a
diferenca no controle da infeccdo B.
melitensis nas diferentes linhagens de
camundongos ndo estd associado com o
polimorfismo e expressdo do gene Nrampl
nesta espécie. Na infec¢do por B. abortus,
macrofagos de  camundongos  t€m
capacidade de controlar a multiplicacdo na
fase inicial da infeccdo, mas de forma
indistinta entre as linhagens resistentes e
susceptiveis (Sathiyaseelan et al., 2000).
Além disso, tanto a linhagem resistente a
infec¢ao por B abortus (C57BL10) quanto a
linhagem susceptivel (BALB/c) apresentam
o gendtipo susceptivel do gene Nrampl. A
resisténcia em camundongos a B. abortus



esta associada a diferenca na expressdo de
citocinas responsaveis pela ativagdo de
macrofagos, como o IFNy (revisado por

Baldwin e Parent, 2002).
Concluséo

Nao houve associacao entre 0s
polimorfismos da 3’UTR do gene Nrampl

bovino e a ocorréncia de aborto e lesdes
histopatologicas  devido a  infecgdo
experimental por B. abortus em vaca
gestantes. Estudo adicional deve ser
realizado para verificar influéncia dos
polimorfismos da 3’UTR do Nrampl bovino
em infecg¢des naturais por B. abortus, para
certificar que estes polimorfismos ndo sdo
uteis como marcadores de resisténcia contra
brucelose bovina.
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Capitulo 4

Correlacéo entre a ocorréncia de infeccdo natural por Brucella abortus e os
polimorfismos da 3’UTR do gene Nrampl

Introducéo

Em bovinos, a resisténcia natural a B.
abortus tem influéncia hereditaria e a
freqiiéncia de gendtipos resistentes pode ser
aumentada por selecdo genética (Adams e
Templeton, 1995). O polimorfismo na
3’UTR (regido ndo-traduzida da
extremidade 3”) do gene Nrampl (Natural
resistance-associated macrophage protein
1) bovino (Feng et al, 1996), evidenciado
pela técnica de SSCA (Single Strand
Conformational Analysis), esta associado
com a resisténcia natural de animais ndo
vacinados a brucelose (Adams e Templeton,
1998). Este polimorfismo estd associado a
variagdo no numero de dinucleotideos GT
(GTn), além da ocorréncia de substitui¢do
do nucleotideo T por G (Horin et al., 1999).
A identificacdo de marcadores genéticos,
usualmente polimorfismos de microsatélites,
ligados ao alelo resistente do Nrampl
bovino pode ser uma ferramenta importante
na identificagdo de animais resistentes em
um rebanho para futura selecdo genética
(Templeton e adams, 1988; Skamene et al.,
1998).

Embora exista diferenga na freqiiéncia do
polimorfismo do Nrampl entre as ragas
Holandesa ¢ Zebu sendo a freqiiéncia do
genoétipo resistente, homozigoto GT13, com
a freqiiéncia de 100% na raga Holandesa
(Capitulo 2), ndo ha indicios de que esta raca
seja mais resistente a brucelose que as ragas
zebuinas. A influéncia do gene Nrampl
bovino na resisténcia natural a brucelose ¢
baseada em um estudo de infecgdo
experimental (Adams e Templeton, 1998) e
em um estudo in vitro (Barthel et al., 2001).
No estudo experimental descrito no Capitulo
3, ndo foi detectado associagdo entre o
polimorfismo na 3’UTR do gene Nrampl
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bovino com a ocorréncia de aborto e
severidade das lesdes histopatologicas
devido a infecg¢@o por B. abortus. Contudo,
ndo ha estudos sobre a influéncia dos
polimorfismos na 3’UTR do gene Nrampl
bovino sobre a resisténcia natural a
brucelose em rebanhos naturalmente
infectados. Portanto, o objetivo deste estudo
foi verificar a influéncia do polimorfismo na
3’UTR do Nrampl sobre a resisténcia
natural a brucelose bovina em condi¢oes de
infecgdo natural a campo.

Material e Métodos

Foi identificada uma propriedade de gado de
leite, mestico, sem informagdo sobre
vacinacao contra brucelose, com historico de
elevada taxa de aborto e grande ntimero de
animais sorologicamente positivos para B.
abortus. Do rebanho desta propriedade,
foram selecionadas 100 vacas lactantes.
Dentre elas, foram identificadas nove vacas
em periodo poés-parto ou pds-aborto (com no
maximo até 30 dias pods-parto ou pos-
aborto), que foram submetidas a coleta de
swab vaginal para isolamento de Brucella
sp. Das 100 vacas foram coletadas amostras
de sangue total da veia coccigea, com
anticoagulante EDTA  dissédico, para
extragdo de DNA, além de amostras de
sangue sem anticoagulante para exames
sorologicos.

O isolamento e a identificagdo de Brucella
sp. foram realizados segundo Alton et al.
(1988). O teste do Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT) e o teste do 2-
Mercaptoetanol (2-ME) foram os testes
soroldgicos realizados para a identificagdo
de animais infectados no rebanho, sendo o
AAT, o teste de triagem e o 2-ME, o teste



confirmatério de acordo com o preconizado
pelo Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
Animal - PNCEBT (Brasil, 2004). Ambos os
testes sdo baseados na aglutinacdo de
anticorpos do soro com antigeno de Brucella
sendo o AAT um teste com sensibilidade
alta e o 2-ME um teste de sensibilidade e
especificidade elevadas (Nielsen, 2002). A
extracdo de DNA do sangue total foi feita
pelo método do tiocianato de guanidina
(Pitcher et al., 1989) e a genotipagem foi
realizada por SSCA conforme metodologia
previamente descrita (Horin et al.,, 1999;
Barthel et al., 2000) — ver material e
métodos do Capitulo 2.

Para a genotipagem, foi utilizada uma
amostra de 50ng de DNA de cada animal e
iniciadores especificos para a amplificagdo
da 3’ UTR pela rea¢do de PCR com base na
metodologia previamente publicada (Barthel
et al., 2000). A PCR foi feita conforme
descrito no Capitulo 2. Amostra de DNA de
bovino fenotipicamente e genotipicamente
resistente previamente genotipada em um
laboratorio de referéncia (Dr. Garry Adams,
Texas A&M University, College Station,

TX) foi processada e utilizada como
controle para a especificidade da reacao.

A analise estatistica foi feita pelo teste exato
de Fischer usando o Graphpad Instat
Software versdao 3.05 (Graphpad Software
Inc., San Diego, Califoérnia, USA).

Resultados e discussao

Foi isolada Brucella sp. de dois dos nove
swabs vaginais. Os dois animais positivos no
isolamento foram uma vaca com 14 dias
pos-parto e outra com cinco dias pds-aborto.
A identificagdo do isolado do swabs
vaginais como B. abortus foi feito através de
testes bioquimicos (Mc Faddin, 1980; Alton
et al, 1988), sendo os resultados
sumarizados na Tab. 13. O isolamento
bacteriano, associado ao alto percentual de
animais soropositivos, ¢ suficiente para
caracterizar a B. abortus como uma causa de
aborto neste rebanho, pois este ¢ o método
de referéncia para diagnodstico definitivo de
brucelose (Nicoletti, 1980; Poester et al.,
2005).

Tabela 13: Tipificacdo das amostras isoladas dos swabs vaginais.

Amostras GRAM ACR CAT OXI URE NIT CO, H,S TIO FUC CIT MOT IND
B.abortus negativo  -! +2 + + + V2V VvV V - . .
Vaca 24 negativo - + + + + sim + - + - - -
Vaca 174  negativo - + + + + sim + - + - - -

GRAM=coloragdo pelo gram, ACR=teste da acriflavina, CAT=teste da catalase, OXI=teste da oxidase,
URE=teste da urease ap6s 30 minutos, NIT=prova da redugdo do Nitrato, CO,=Exigéncia de CO, para
crescimento, H,S=Produgdo de H,S, TIO=crescimento na presen¢a de tionina, FUC=crescimento na
presenca de fucsina, CIT=teste do citrato, MOT= prova de motilidade, IND= teste do Indol.

'negativo, *positivo, *variavel com o biovar.
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Na sorologia, dos 100 animais, 64 (64%)
tiveram resultado positivo nos dois testes
sorologicos (AAT e 2 —ME) ¢ o restante dos
animais (36%) foi negativo no AAT. De
acordo com PNCEBT (Brasil, 2004), uma
vaca adulta ¢ considerada infectada por
Brucella sp. quando for positiva no AAT e
apresentar titulo a partir da diluigdo 1:25
completo no 2-ME. Apesar de ndo ter
conhecimento do histérico de vacinagdo
desse rebanho, a prova 2-ME exclui animais
com titulos vacinais devido ao periodo
preconizado de vacina¢do contra brucelose
com vacina B19, restrito as fémeas com trés
a oito meses de idade (Brasil, 2004). A
vacinagdo das fémeas ¢é realizada nesta idade
para que ocorra a reducdo do nivel de
anticorpos vacinais antes da maturidade
sexual e evitar deteccdo nas provas
sorologicas (Poester et al., 2005). Por esta
razdo, os 64 animais sorologicamente
positivos foram considerados infectados por
Brucella sp., pois o titulo mais baixo
observado no 2-ME foi na dilui¢do 1:50
incompleto e 58% (37/64) dos animais
obtiveram titulagdo maxima utilizada
(diluicdo 1:200). Baseando-se no historico
de aborto, isolamento de B. abortus e
elevada percentagem de animais
sorologicamente positivos, sendo a maioria
com titulo maximo da prova do 2-ME, ficou
caracterizado que o rebanho encontrava-se
infectado por B. abortus e que a brucelose
era uma causa muito importante de aborto
no rebanho estudado.

Um ponto importante que deve ser
considerado na avaliagdo da resisténcia
natural a doenca ¢ garantir que 0s animais
foram expostos igualmente ao agente
(Templeton et al., 1988). Obviamente, isto
sO ¢ possivel em infecgdes experimentais
conforme a avaliag¢do descrita no Capitulo 3.
O objetivo neste estudo ¢é avaliar a
resisténcia natural contra brucelose a campo
onde ndo € possivel garantir a exposi¢ao de
todos os animais ao agente de forma
homogénea. Por outro lado, o isolamento de
B. abortus e sorologia positiva em 64% dos
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animais implicam em grau de desafio
elevado neste rebanho e como o sistema de
criagdo é semi-intensivo, sem separagao dos
animais em grupos, onde maioria dos
animais tem contato direto com animais
infectados, é muito provavel que todos os
animais do rebanho tenham tido contato com
o agente. Isto porque as principais fontes de
infec¢do para vacas sdo secre¢des uterinas,
fetos abortados e restos placentarios
infectados devido ao habito de se lamberem
e comerem os restos placentarios (Nicoletti,
1980; Silva et al., 2005).

O critério utilizado para caracterizar a
susceptibilidade ou resisténcia natural das
vacas a brucelose bovina, neste estudo, foi o
diagnodstico sorologico. De acordo com
resultados sorolégicos, os 100 animais
foram divididos em dois grupos: vacas
naturalmente resistentes (sorologia negativa)
e vacas naturalmente susceptiveis (sorologia
positiva). Em estudos realizados por
Harmom et al. (1989) e Price et al. (1990), o
fenotipo de uma vaca resistente a brucelose
¢ caracterizado pela sorologia negativa ou
baixa e transiente, ndo ocorréncia de aborto
¢ isolamento negativo para B. abortus no
swab vaginal, leite ou restos placentarios. Ja
as vacas com fendtipo susceptivel abortam,
apresentam sorologia positiva para brucelose
e o isolamento de B. abortus é positivo no
leite, no swab vaginal ou restos placentarios.

A ocorréncia de aborto ¢ o isolamento de B.
abortus ndo foram utilizados como critérios
de classificagdo, pois a maioria dos animais
ndo estava em periodo pos-parto ou pos-
aborto que permitissem o isolamento do
agente e, além disso, o rebanho estudado ndo
possuia escrituragdo zootécnica adequada, o
que impediu acesso confiavel ao histdrico
prévio de aborto. A eliminagdo da bactéria
logo apods o parto ou aborto em secregdes
uterinas ¢ elevada nos 15 primeiros dias
diminuindo rapidamente quando fluidos e
membranas fetais ndo estdo mais presentes
(Nicoletti, 1980). Além disso, este foi um
estudo da ocorréncia da brucelose bovina



feito a campo onde nem todos animais
infectados abortam, pois a manifestacdo do
aborto nesta doenga depende da idade, do
estado reprodutivo, do estado imunologico
dentre outros fatores (Adams, 2002).
Aproximadamente 70% dos  animais
infectados abortam na primeira parigdo
podendo voltar a ocorrer aborto nas
gestacdes subseqiientes, porém com uma
freqiiéncia muito mais baixa (Nicoletti,
1980).

Em rela¢do ao polimorfismo da 3’UTR do
gene Nrampl, os animais genotipicamente
resistentes (SSCA') foram identificados
como homozigotos 175pb no gel de
poliacrilamida corado pela prata,
correspondendo ao alelo resistente GT13. E
0s animais genotipicamente susceptiveis

177pb
175pb

(SSCA®)  foram identificados  como
heterozigotos (177pb e 175pb ou 179pb e
175pb) ou homozigotos 177pb
correspondendo aos alelos susceptiveis
GT14 e GT15 (Adams e Templeton, 1998;
Barthel et al., 2001) (Fig. 21). Dos 100
animais genotipados, 85 (85%) foram
SSCA" e apenas 15 (15%) foram SSCA®. A
freqliéncia elevada do gendtipo resistente
deve-se ao fato de que os animais estudados
eram de um rebanho de gado mestico com
grau de sangue predominantemente variando
de 1/2 até 7/8 da raca Holandesa. Como
demonstrado no Capitulo 2, a raca
Holandesa apresentou homogeneicidade do
genotipo homozigoto GT13 e por esta razao,
cruzamentos com animais da raga Holandesa
favorece a freqiiéncia do gendtipo resistente,
homozigoto GT13, na progénie.

Heterozigotos
susceptiveis

Homozigoto
susceptivel

Homozigoto
resistente

Figura 21. Resultado representativo do SSCA para identificagdo dos alelos do gene
Nrampl. As setas indicam produtos do tamanho 175 e 177 pares de base
correspondendo a GT13, GT14 respectivamente.

Nao foi observada, neste rebanho, a
associagdo entre a freqiiéncia de fendtipo
resistente e a freqiiéncia do genotipo
resistente (Tab. 14). Além disso, os dois
animais positivos no isolamento bacteriano
foram sorologicamente positivos com titulo
na diluicdo 1:200, porém apresentaram
genoétipo resistente  (homozigoto GT13).
Outra forma utilizada para verificar a
associa¢do entre a resisténcia natural a
brucelose e o genodtipo resistente foi

correlacionar a freqiiéncia do genotipo
resistente  (SSCA") com os titulos
sorologicos obtidos na prova do 2-ME.
Considerando-se a hipdtese de que os
animais sorologicamente negativos seriam
0s mais resistentes e os com maior titulo
sorolégico mais susceptiveis, ndo houve
diferenca significativa na ocorréncia de
genotipo resistente entre os dois grupos (Fig
22).
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Tabela 14. Correlagdo entre freqiiéncia de sorologia negativa ou positiva com a

freqiiéncia dos diferentes alelos do gene Nramp1.

SSCA'’ SSCA®
Sorologia negativa (n=36) 31 (86%) 05 (14%)
Sorologia positiva (n=64) 54 (84%) 10 (16%)

Nao foram observadas diferencas significativas nos genétipos dos grupos
fenotipicamente resistentes ou susceptiveis (P>0,05).

SSCA'" = genotipo resistente
SSCA’® = gendtipo susceptivel

100 -
95
90 -
85 -
80 -
75
70
65 -

Frequiéncia do SSCA" %

60 -
55

50

negativo 50i

n=16

n=37

50/ 100i 100 / 200i > 200

Titulo soroldgico no 2-ME

Figura 22. Correlagdo entre a freqiiéncia do gendtipo resistente (SSCA') com os
diferentes titulos soroldgicos observados no 2-ME. Nao houve diferenga significativa

entre os grupos (P>0,05).

O conjunto de dados obtidos nesse estudo
ndo evidenciaram qualquer associagdo entre
os polimorfismos da 3’'UTR do Nrampl e
resisténcia a infecgdo natural por B. abortus
em condigdes de campo. Estes resultados
corroboram os dados apresentados no
Capitulo 3 e contrastam com dados
previamente publicados que demonstram a
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associacdo entre polimorfismos da regido
3’UTR do gene Nrampl bovino e a
resisténcia natural a brucelose. Contudo, tais
informacdes sdo baseadas primariamente em
um estudo de infec¢do experimental com
nimero reduzido de animais (Adams e
Templeton, 1998) e em um estudo
laboratorial utilizando macréfagos de



camundongos transfectados com alelos do
gene Nrampl bovino (Barthel et al., 2001).
Por outro lado, Barthel et al. (2000) nao
detectaram associag@o entre o polimorfismo
do gene Nrampl e infec¢@o natural a campo
por Mycobacterium bovis, outro patdégeno
intracelular no qual a resisténcia natural dos
camundongos estd também associada ao
gene Nrampl (Vidal et al., 1993). Qureshi e
colaboradores (1996) demonstraram que o
fenotipo  resistente a brucelose esta
associado a capacidade dos macrdéfagos em
limitar o crescimento de B. abortus e
também de M. bovis. Portanto, seria
esperada correlagdo entre o gendtipo € o
fenotipo resistente tanto no caso da
brucelose quanto na tuberculose em
condi¢des de infeccdo natural. Estudos
recentes também ndo detectaram associagdo
entre o polimorfismo do gene Nrampl e
susceptibilidade ou resisténcia a brucelose
no camundongo (Guilloteau, et al., 2003) e
no homem (Bravo et al., 2005).

A auséncia de associagdo entre 0s
polimorfismos da 3’UTR do gene Nrampl e
a resisténcia natural a brucelose bovina,
tanto em  vacas  experimentalmente
infectadas (Capitulo 3) quanto em vacas
naturalmente infectadas em condi¢des de

campo, sugere que a caracterizagdo do
genoétipo resistente com base nos alelos
avaliados neste estudo, ndo serve para
identificar animais naturalmente resistentes
a brucelose bovina. Portanto, a avaliagdo dos
polimorfismos da 3’UTR do gene Nrampl,
isoladamente, n3o ¢ suficiente para
caracterizar a resisténcia genética a
brucelose, ou seja, tal procedimento nao
teria utilidade pratica como um marcador de
resisténcia.  Estes resultados também
indicam que provavelmente outros genes
estdo envolvidos na resisténcia natural a
brucelose bovina (Adams et al., 1995;
Adams et al., 1996).

Concluséao

Com base nestes dados, o alelo do gene
Nrampl previamente apontado como
associado a resisténcia ndo apresentou
correlagdio com o fenodtipo de animais
naturalmente resistentes a brucelose bovina
em condi¢des a campo e, portanto, ndo pode
ser utilizado como marcador genético de
resisténcia a brucelose em condi¢des de
campo.
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Anexo 1. Ocorréncia de parto ou aborto nos grupos experimentais do

Capitulo 3

Animal Grupo Gestacéao Diferenca A/P*  Aborto/Parto
2 B19 267 -12 P

3 B19 270 -11 P FRACO**
5 B19 282 1 P

13 B19 290 12 P

17 B19 283 5 P

34 B19 300 21 P

46 B19 255 -24 P FRACO
58 B19 291 11 P

62 B19 265 -14 P

63 B19 251 -29 A

68 B19 279 0 P

73 B19 228 -52 A
104 B19 267 -12 P
105 B19 285 7 P
109 B19 282 4 P
117 B19 252 -27 P FRACO
118 B19 235 -44 A

10 RB51 277 -3 P

14 RB51 296 18 P

16 RB51 235 -44 A

24 RB51 250 -28 A

31 RB51 290 12 P

55 RB51 240 -39 A

74 RB51 252 -27 A

75 RB51 294 13 P

86 RB51 274 -5 P

92 RB51 281 2 P

97 RB51 277 -4 P
101 RB51 288 10 P

18 NV 312 32 P

38 NV 256 -23 A

56 NV 252 -27 P FRACO
78 NV 254 -25 P FRACO
82 NV 264 -15 P FRACO
83 NV 269 -10 P

84 NV 252 -27 A

85 NV 297 19 P

87 NV 262 -17 A

90 NV 238 -42 A

94 NV 270 -9 P

98 NV 276 -3 P
108 NV 251 -29 A

* Diferenga entre a data esperada para parto ¢ a data do parto ou aborto.
** P FRACO: nascimento de bezerro prematuro e fraco.
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Anexo 2. Genotipagem e sorologia das vacas

utilizadas no Capitulo 4

Animal Amostra DNA n° identificacéo PCR Sorologia
1 210 422 175 positivo
2 212 85 175 negativo
3 213 221-9 175 negativo
4 214 055v 175 positivo
3 215 063a 175 positivo
6 216 049v heterozigoto positivo
7 217 053v 175 positivo
8 218 051v 175 positivo
9 219 81v 175 positivo
10 220 192v 175 positivo
11 221 194a 175 negativo
12 222 1019v 175 positivo
13 223 253v 175 positivo
14 224 748v heterozigoto positivo
15 225 10v 175 positivo
16 226 407v heterozigoto positivo
17 227 61 175 positivo
18 228 18 175 negativo
19 229 815v heterozigoto positivo
20 230 1262 heterozigoto negativo
21 231 046v 177 positivo
22 232 0183-9 175 negativo
23 233 1257 175 negativo
24 234 103 175 negativo
25 235 07/07/99 175 positivo
26 236 1804 175 negativo
27 237 189a 175 negativo
28 238 26 175 positivo
29 239 551 175 positivo
30 240 1247v 175 positivo
31 241 052v 175 positivo
32 242 1802 175 positivo
33 243 1801 175 positivo
34 244 1021 175 negativo
35 245 1055v 175 positivo
36 246 1014a heterozigoto negativo
37 247 22ia 175 negativo
38 248 132a 175 negativo
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Animal

Amostra DNA n° identificacao PCR Sorologia
39 249 1733a 175 positivo
40 250 137v heterozigoto positivo
41 251 1805 heterozigoto negativo
42 252 1806 175 negativo
43 253 286a 175 negativo
44 254 172a heterozigoto negativo
45 255 111a 175 positivo
46 256 416 heterozigoto negativo
a7 257 060a 175 negativo
48 258 40v 175 positivo
49 259 45 175 negativo
50 261 1304v 175 positivo
o1 262 174 175 positivo
52 263 193v 175 positivo
53 264 1703v 175 positivo
54 265 415v 175 positivo
55 266 04v 175 positivo
56 267 204v 175 positivo
57 268 1046v 175 positivo
58 270 002v 175 positivo
59 271 367a 175 negativo
60 272 160v 175 positivo
61 273 127v 175 positivo
62 274 162v 175 positivo
63 275 048v 175 positivo
64 276 6014 175 negativo
65 277 050v heterozigoto positivo
66 278 1270v 175 positivo
67 279 521v heterozigoto positivo
68 280 79v 175 positivo
69 281 1272v 175 positivo
70 282 221v 175 positivo
71 283 503a 175 negativo
72 284 168v 175 positivo
73 285 135 175 negativo
4 286 431a 175 negativo
75 287 157v 175 positivo
76 288 6004v 175 positivo
7 289 227v 175 positivo
78 290 811v 175 positivo
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nimal Amostra DNA n° identificac&o PCR Sorologia
79 291 102 175 negativo
80 294 225v 175 positivo
81 295 642v 175 positivo
82 296 1056v 175 negativo
83 297 1509a 175 negativo
84 299 783a 175 negativo
85 300 798v heterozigoto positivo
86 301 36 175 negativo
87 302 0032v heterozigoto positivo
88 303 199v 175 positivo
89 304 340v 175 positivo
90 305 41 175 negativo
91 306 78v 175 positivo
92 307 24v 175 positivo
93 309 593 175 negativo
94 311 29v 175 positivo
95 312 155v 175 positivo
96 313 6015v 175 negativo
97 314 43 175 negativo
98 315 1246a 175 negativo
99 316 768v 175 positivo
100 317 78neg 175 positivo
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