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RESUMO

A brucelose humana ¢é causada principalmente pela infec¢do por Brucella melitensis adquirida
frequentemente através da ingestdo de leite e produtos derivados de cabra ou ovelhas. Fatores de
viruléncia bacterianos requeridos durante a infec¢do oral por B. melitensis sdo pouco
investigados. Neste estudo, um modelo de infeccdo gastrintestinal em camundongo foi
desenvolvido para verificar o papel da urease, do sistema de secrecdo do tipo 4 (SST4) e do
lipopolissacarideo (LPS) no estabelecimento da infec¢do por B. melitensis. Camundongos
BALB/c fémeas foram inoculados intragastricamente por sonda gastrica com 1x10' UFC de
amostra virulenta de B. melitensis 16M ou amostras mutantes, sendo que fragmentos de 6rgios
foram coletados para bacteriologia. B. melitensis 16M foi consistentemente isolada de linfonodo
mesentérico, bago e figado a partir do 3° ou 7° dpi. Ocorreu diminui¢do marcante e progressiva
no niumero de UFC no intestino até 21 dpi. Nenhuma lesdo inflamatoria foi observada no ileo ou
colon durante a infec¢do. Amostras mutantes carreando delegdo da subunidade afy do urel
operon, delecdo do virB2, ou delecdo do pmm foram construidos e comparadas com amostra
virulenta 16M. O mutante Aurel foi atenuado no bago (p<0,05). Ja os mutantes AvirB2 e Apmm
foram atenuados no bago (p<0,05) e linfonodo mesentérico (p<0,001). Amostra virulenta e
amostras mutantes tiveram resisténcia semelhante em baixo pH e sais biliares sugerindo que a
reduzida colonizac¢do pelos mutantes ndo foi resultado de resisténcia reduzida a pH acido ¢ a
sais biliares. Os resultados indicam que urease, SST4 e LPS sdo requeridos para infecg¢do de B.
melitensis via trato digestivo.

Palavras-chave: Brucella melitensis, modelo murino, infec¢do gastrintestinal, fatores de
viruléncia.
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ABSTRACT

Human brucellosis is caused mainly by Brucella melitensis, which is often aquired by ingesting
contaminated goat or sheep milk and cheese. Bacterial factors required for oral infection by B.
melitensis are poorly understood. In this study, a mouse model of gastrointesinal infection was
developed to assess the roles of the urease, type IV secretion system (T4SS), and
lipopolysaccharide (LPS) for establishing infection through the digestive tract. Female BALB/c
mice were inoculated intragastrically by gavage with 1x10'° CFU of wild type B. melitensis
strain 16M or mutant strains. Tissue samples were collected for CFU counting. B. melitensis
16M was consistently recovered from the mesenteric lymph node, spleen, and liver beginning at
3 or 7 dpi. In the gut, a marked decline of CFU numbers was observed up to 21 dpi. No
inflammatory lesions were observed in ileum or colon during infection. Mutant strains carrying
deletion of the urease subunits oy protein of the urel operon, deletion of virB2, or deletion of
pmm were constructed and compared at wild type strain. Aurel mutant was attenuated in the
spleen (p<0.05) whereas AvirB2, and Apmm mutants were attenuated in the spleen (p<0.05) and
mesenteric lymph node (p<0.001). Wild type and mutant strains had similar resistance to low
pH and 5 or 10% bile suggesting that the reduced colonization of mutants was not the result of
reduced resistance to acid pH or bile salts. These results indicate that urease, T4SS and LPS are
required for wild type infection levels of B. melitensis through the digestive tract.

Keywords: Brucella melitensis, gastrointestinal infection, murine model, virulence factors.
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INTRODUCAO

Bactérias do género Brucella sdo patogenos
gram-negativos, intracelulares facultativos
que causam infec¢do cronica em hospedeiros
mamiferos. Brucella melitensis infecta
principalmente caprinos e ovinos causando
transtornos reprodutivos ¢ é considerada a
espécie de Brucella mais patogénica ao
homem (Corbel, 1997). A brucelose humana
¢ uma zoonose importante de distribuigdo
mundial que causa impacto econdmico e
social com mais de meio milhdo de novos
casos da doenca registrados anualmente.
Além de causar efeitos impactantes na satide
publica como custos elevados com
tratamento e incapacitagdo para trabalho, a
brucelose nos animais domésticos representa
perda econdmica devido queda na produgdo
e custos com sanidade animal (Nielsen e
Duncan, 1990; Godfroid et al., 2005; Pappas
et al., 2006b).

A brucelose humana esta associada a febre
intermitente, anorexia, fraqueza, dores e

inflamacdo afetando diversos érgdos.
Espondilites, artrites, osteomielites e
epididimo-orquites  sdo  manifestagdes

comuns da infec¢do no homem. A infecg¢do
no coragdo e no encéfalo também ocorre,
frequentemente  resultando em  morte
(Mantur et al., 2007). Brucelose humana
causada pela B. melitensis ¢ principalmente
devido a ingestdo de leite e produtos
derivados contaminados ndo pasteurizados
oriundos de cabras, ovelhas, camelas e vacas
infectadas. Ocasionalmente, o homem pode
adquirir a infec¢do pelo contato direto com
animais e seus produtos infectados ou pela
manipulagdo  laboratorial do  agente
biologico (Corbel, 1997; Godfroid et al.,
2005). A B. melitensis entra no hospedeiro
principalmente através do trato digestivo,
mas também via trato respiratorio,
conjuntivas, mucosas ou pele lesionada
(Godfroid et al.,, 2005). Contudo, os
mecanismos de entrada, particularmente

através do trato digestivo sdo poucos
conhecidos.

A patogenicidade da Brucella spp. esta
associada com sua capacidade de sobreviver
e replicar dentro de células fagociticas e ndo
fagociticas resultando na habilidade de
causar infeccdo cronica no hospedeiro
(Gorvel e Moreno, 2002). Estes aspectos da
infeccdo por Brucella tém sido intensamente
investigados em cultivos celulares e modelos
animais. O camundongo é o modelo animal
mais extensivamente usado pra estudar
infeccdo cronica causada pelas espécies
patogénicas de Brucella (Ficht, 2003). O
sistema de secre¢do do tipo 4 (SST4) ¢ o
lipopolissacarideo (LPS) estdo entre os
fatores de viruléncia da Brucella mais
importantes ja identificados. Eles sdo
requeridos em diferentes estagios de
sobrevivéncia extra e intracelular e na
persisténcia da infeccdo em camundongos
(Hong et al., 2000; Boschiroli et al., 2002ab;
Lapaque et al., 2005). Estudos recentes tém
demonstrado um papel potencial da urease e
hidrolase de sais biliares no estabelecimento
da infecgdo gastrintestinal por Brucella spp.
em camundongos (Bandara et al., 2007;
Delpino, et al., 2007; Sangari et al., 2007).
Contudo, o papel do SST4 e do LPS durante
o estabelecimento da infec¢do gastrintestinal
ndo ¢ conhecido.

Melhor entendimento da patogénese da
brucelose humana requer uma expansdo do
conhecimento  sobre 0s  mecanismos
envolvidos na invasdo e disseminagdo da
bactéria bem como a resposta imunologica
do hospedeiro a infec¢do. Embora o trato
digestivo seja a rota mais importante de
infeccdo por Brucella spp. no homem e
também nos animais domésticos, a cinética
da infecgdo e a resposta imunoldgica inata
no trato digestivo ndo ¢ bem caracterizada.
Além disso, ndo existe informagao
disponivel sobre o requerimento de fatores
de viruléncia durante o estabelecimento da
infeccdo sistémica através do trato digestivo.
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Com isso, o objetivo desta tese foi
estabelecer um modelo de infecdo
gastrintestinal em camundongos, avaliar a
cinética inicial da infec¢do e a resposta
inflamatéria desencadeada no local e
investigar o requerimento da urease, SST4 e
LPS da B. melitensis para o estabelecimento
da infecgdo através do trato digestivo.

CAPITULO 1:
BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

Caracteristicas gerais da infeccio por
Brucella spp.

Bactérias do género Brucella pertencem ao
grupo o-proteobactéria e sdo coco-bacilos
gram-negativos, intracelulares facultativos
que causam infec¢do cronica no hospedeiro.
As espécies do género Brucella infectam e
causam doenca em mamiferos e cada
espécie ¢ adaptada a um hospedeiro
especifico embora possa infectar outras
espécies entre elas o homem (Godfroid et
al., 2005). A infeccdo ¢ caracterizada pelo
comprometimento do sistema monocitico-

fagocitario, infectando  principalmente
células fagociticas como macrofagos e
células dendriticas, além do

comprometimento do sistema reprodutor
feminino e/ou masculino (Verger et al,
1987; Nielsen e Duncan, 1990).

Usualmente, as espécies sdo nomeadas
conforme seu hospedeiro preferencial.
Atualmente sdo reconhecidas nove espécies
de Brucella sendo seis capazes de infectar o
homem em condigdes naturais: Brucella
melitensis, B. suis, B. abortus, B. canis, B.
pinnipidialis e B. ceti. A Brucella melitensis
¢ considerada a espécie mais patogénica
para o homem seguida pela B. suis e B.
abortus. Ja a B. canis raramente causa
infeccdo no homem (Hartigan, 1997).
Existem relatos de infec¢do natural e
laboratorial com as espécies B. pennipidialis
e B. ceti isoladas de mamiferos marinhos
(Brew et al.,, 1999; Sohn et al., 2003;

16

McDonald et al., 2006). Ndo ha relatos de
infeccdo humana pela B. ovis, B. neotomae
ou pela mais recente espécie reconhecida do
género: B. microti (Scholz et al., 2008).
Curiosamente, uma nova espécie de brucella
foi isolada em colonia de babuinos (Papio
spp.) ¢ foi associada a aborto e retencdo de
placenta em duas fémeas (Schlabritz-
Loutsevitch et al., 2009).

Infeccao por Brucella melitensis

A Brucella melitensis foi a primeira espécie
do género Brucella a ser descrita. O
microorganismo foi primeiramente isolado
no homem pelo Coronel Dr. David Bruce
em 1887 na ilha de Malta ¢ denominado
como Micrococus melitensis (Nicoletti,
2002). Existem evidéncias bem mais antigas
da brucelose humana como lesdes 6sseas em
esqueletos sugestivas de infecgdo por
Brucella, porém a brucelose s6 foi
reconhecida como zoonose no fim do século
XIX. Soldados do exército desenvolveram a
doencga causada pelo Micrococus melitensis
conhecida como febre do mediterraneo e a
infecgdo foi associada a ingestdo de leite in
natura de cabras provenientes da ilha de
Malta. O Micrococus melitensis foi mais
tarde renomeado para Brucella melitensis
em homenagem ao Dr. Bruce (Nicoletti,
2002, Santos et al., 2005).

A B. melitensis é o principal agente
etiologico da brucelose em pequenos
ruminantes, embora grandes ruminantes
também possam ser afetados. Infeccdo
animal por B. melitensis tem distribuicao
ampla particularmente nas regides do
Oriente médio, Norte e Central da Asia. A
doenga também ocorre no Sul da Europa,
Norte da Africa e alguns paises da América
Latina (OIE, 2009). A B. melitensis tem trés
biovares distintos, 1, 2 € 3. O biovar 3 ¢
descrito quase exclusivamente nos paises do
Mediterraneo e Oriente Médio, enquanto o
biovar 1 é encontrado predominantemente
na América Latina. (Bricker e Halling,
1994). Importante salientar que B. melitensis



nunca foi isolada no Brasil sendo
considerada exotica no pais (Poester et al.,
2002; OIE, 2009).

Em pequenos ruminantes, a infec¢do por B.
melitensis causa doenga apenas em animais
sexualmente maduros. Animais jovens
podem ser infectados, mas ndo mostram
nenhum sinal clinico e a resposta sorologica
¢ fraca e transitoria. Por outro lado, a
susceptibilidade aumenta ap6s a maturidade
sexual principalmente durante gestag@o
(Alton, 1990). Em cabras e ovelhas, a
infeccdo com B,  melitensis  causa
abortamento, placentite e queda na producao
de leite e os machos desenvolvem orquite e
epididimite (OIE, 2004). Bovinos, camelos,
suinos e ruminantes silvestres podem ser
infectados quando em contato proximo com
caprinos e ovinos infectados. Geralmente, a
transmissdo ocorre através de material
excretado pelo trato genital de cabras e
ovelhas infectadas. (Alton, 1990). Caes e
outros canideos silvestres podem servir de
carreadores da infeccdo e até mesmo
desenvolver a doenga (OIE, 2004). As rotas
de infecgdo sdo o trato digestivo, trato
respiratorio superior ou conjuntivas. Outras
rotas potenciais sdo as mucosas do trato
genital masculino e feminino (Alton, 1990;
OIE, 2004).

O principal sinal clinico da infec¢do por B.
melitensis em pequenos ruminantes ¢ a falha
reprodutiva com abortamento e nascimento
de animais fracos. O abortamento ocorre
durante os dois Ultimos meses de gestagdo
(OIE, 2004). Geralmente cabras abortam na
primeira gestacdo, ndo abortando na
gestacdo  seguinte, embora  continue
eliminando o agente. Aparentemente, a
ocorréncia de abortamento € menos
frequente em ovelhas do que em cabras. Em
machos, os 6rgdos reprodutivos sdo afetados
e a bactéria pode ser eliminada pelo sémen
(Alton, 1990). O tbere ¢ também um sitio de
infecgdo por B. melitensis.
Aproximadamente dois ter¢os das infecgdes
agudas adquiridas naturalmente durante a

gestacdo terminam em infec¢do da glandula
mamadria e na eliminagdo da bactéria no leite
em lactagdes subsequentes. A persisténcia
da infec¢do no ubere é acompanhada por
descarga intermitente do agente no leite e
reducdo na producdo diaria. Apesar disso,
raramente sinais clinicos de mastite sdo
detectados em  cabras  naturalmente
infectadas (Alton, 1990).

A principal forma de transmissio da
brucelose para o homem ¢ o consumo de
leite contaminado ndo pasteurizado e seus
derivados como queijos preparados com
leite in natura e a maioria dos casos clinicos
de brucelose humana ¢ causada por B.
melitensis (Godfroid et al., 2005). A
brucelose humana é também considerada
uma doenca ocupacional visto que
profissionais que trabalham em contato
direto com animais domésticos tem maior
risco de adquirir a doenga. Entre estes
profissionais estdo os médicos veterinarios,
criadores ¢ magarefes que se infectam em
contato com material infeccioso resultante
de abortamento e secregoes (Mahajan et al.,
1986) ou carcagas (Barbuddhe et al., 2000).
Além disso, pode ocorrer a infec¢do humana
por acidentes com amostras vacinais. As
vias conjuntival, respiratoria ou penetragao
pela pele ndo integra sdo portas de entrada
para infec¢do humana (Santos et al., 2005).
Outra forma de contigio para ¢ a
manipulagdo laboratorial do agente com a
transmissdo  ocorrendo  principalmente
através de aerossois (Arllett et al., 1996). A
brucelose ¢é considerada a infeccdo
bacteriana laboratorial mais comum e esta
incluida na lista de agente bioldgicos com
potencial bioterrorista (Pappas et al., 2006a).

A brucelose humana é endémica na regido
mediterranea, no continente  Asiatico
particularmente na Peninsula Arabica e
Mongolia, e no Norte da Africa (Hartigan,
1997; Pappas et al., 2006b). Na América
Latina, a doenca ocorre principalmente no
México, Peru e Argentina (Pappas et al.,
2006b). Paises onde a doenca foi controlada
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ou erradicada dos animais domésticos houve
uma diminuicdo acentuada dos casos de
brucelose humana como no caso dos Estados
Unidos ¢ paises da Unido Europeia
(Godfroid e Kisbohrer, 2002). Contudo,
ainda sdo reportados casos de brucelose
humana nos Estados Unidos que estdo
diretamente associados a consumo de
produtos de origem animal importados ou
historico de viagens internacionais para
areas onde a doenca é endémica (Pappas et
al., 2006b).

A brucelose humana acomete
principalmente jovens e adultos de meia
idade e, geralmente, se apresenta como uma
doenga febril sem sinais clinicos especificos.
A manifestac¢do clinica depende dos dorgéos
afetados. Dentre os sinais clinicos mais
frequentes estdo calafrios, sudorese, febre
intermitentes, artralgia, mialgia, cefaléia,
mal-estar e anorexia (Santos et al., 2005;
Mantur et al., 2007). Ja as manifestagdes
clinicas mais frequentes sdo alteragdes
osteoarticulares (espondilites, osteomielites,
poliartrites e tenossinovites), alteragdes
genitourinarias (orquites, epididimites e
piclonefrites), hepato e esplenomegalia
podendo ocorrem abscessos nestes Orgaos
(Colmenero et al., 1996; Hartigan, 1997).
Além disso, ocorrem também alteracOes
oculares, cutaneas, neurologicas,
respiratorias, hematoldgicas, cardiacas e
gastrointestinais. Entre as manifestagdes
menos comuns, meningites, granulomas
cerebrais e endocardites sdo as principais
causas de morte por brucelose no homem.
Abortamento ndo € considerado uma
manifestagdo da infeccdo na mulher
diferente do que ocorre nos animais
domésticos (Hartigan, 1997; Mantur et al.,
2007).

O diagnostico presuntivo da infecgdo por B.
melitensis Nos pequenos ruminantes ¢€
baseado em testes sorologicos preconizados
para diagnostico de brucelose animal como
teste de aglutinagdo lenta em tubo ou fixacao
de complemento. O diagnostico definitivo €

18

baseado no isolamento e tipificacdo da
bactéria de tecidos infectados que podem ser
restos placentarios, tecidos fetais, suab
vaginal ¢ leite (OIE, 2004). O diagnostico da
brucelose no homem também ¢ baseado no
isolamento e tipificacdo do organismo
principalmente no sangue ou liquido sinovial
(Yagupsky, 1999; Yagupsky et al., 2001).
Entretanto, evidéncia sorologica associada a
sinais compativeis com a doenca tem sido
considerada como diagnostico definitivo,
uma vez que o isolamento do agente pode
ser dificil e demorado (Mantur et al., 2007).
Os métodos soroldgicos como os teste de
aglutinacao lenta em tubo,
imunofluorencéncia indireta e ELISA sdo os
mais utilizados no diagndstico da brucelose
humana (Araj et al., 1990; Mantur et al.,
2007). A deteccao da Brucella pela PCR ¢
outro a ser considerado. Além da rapidez da
técnica, a PCR tem maior capacidade de
deteccao da bactéria do que o isolamento em
varias formas de apresentacdo clinica.
Adicionalmente, a técnica tem aplicacdo
pos-terapéutica para deteccdo precoce de
ressurgimento da infeccdo (Queipo-Ortuno
et al., 1997; Morata et al., 2001).

Patogénese molecular da Brucelose

O genoma da Brucella possui similaridade
maior que 90% entre as espécies com
genoma completamente sequenciado (B.
melitensis, B. abortus, B. suis ¢ B. ovis)
(Verger et al., 1987; DelVecchio et al.,
2002; Paulsen et al., 2002; Halling et al.,
2005; Tsolis et al., dados ndo publicados).
Por esta razdo, é preconizado que os
mecanismos de invasdo, multiplicacdo e
sobrevivéncia intracelular sdo  muito
semelhantes entre as espécies de Brucella.

A Brucella ¢ uma bactéria capaz de invadir
células fagociticas e ndo fagociticas. Os
mecanismos de adesdo e entrada do
patéogeno em células nao fagociticas sdo
pouco conhecidos. Adesinas, fatores de
viruléncia de varios patdégenos responsaveis
pela adesdo em células alvo, ainda ndo



foram identificados. Porém, existem
evidéncias que este género possui moléculas
especificas que participam na adesdo as
células. Recentemente foi identificada uma
proteina de superficie, a SP41, que esta
associada 4  habilidade de adesdo
(Castafieda-Roldan et al., 2006). Por outro
lado, nenhum receptor celular de superficie
associado a invasdo pela Brucella em células
epiteliais foi identificado. A invasdo da
Brucella em células epiteliais se da pelo
rearranjo e recrutamento de filamentos de
actina para o sitio de interacdo da bactéria
com a membrana celular externa. Essa
internaliza¢do envolve ativagdo de GTPases
pequenas da subfamilia Rho como Rho, Rac
e cdc42. Estas GTPases sdo proteinas
regulatorias do citoesqueleto de actina que
participam na internalizagdo de diversos
patogenos intracelulares (Guzman-Verri et
al., 2001). Outras moléculas sinalizadoras
citoplasmaticas como GMP ciclico, PIP3-
kinase, MAP-kinase, estdo envolvidas no
processo de internalizacdo da Brucella, uma
vez que a inibi¢do dessas prejudica a
internalizagdo (Guzman-Verri et al., 2001;
Gorvel e Moreno, 2002).

Em células fagociticas profissionais, como
os macréfagos, a penetracdo da Brucella
ocorre distintamente das células epiteliais ¢
de forma bem mais eficiente. A entrada de
Brucella ocorre por fagocitose através de um
recrutamento moderado de filamentos de
actina. A ativacdo da fagocitose se da pela
ligacdo da Brucella a diversos receptores de
superficie do macrofago como receptores da
por¢do Fc de anticorpo (RFC), receptor de
complemento (Rcb3), receptor de manose e
fibronectina. A Brucella opsonizada ¢
internalizada por células fagociticas através
de RFC e Rcb3 e as bactérias nao
opsonizadas entram nas células interagindo
com fibronectinas (Campbell et al., 1994). Ja
foi demonstrado que essa entrada, assim
como direcionamento para o trafego
intracelular ¢ mediado por plataformas
lipicas (lipid rafts) (Lapaque et al., 2000).
As plataformas lipidicas sdo aglomerados

lipidicos ricos em colesterol que tém
distribuicdo aleatoria na superficie celular e
possuem a caracteristica de se associar,
expressar ou sinalizar varias proteinas
especificas tanto na membrana externa
quanto no citoplasma (Lafont e Van der
Goot, 2005). Isto indica que receptores
utilizados pela Brucella para entrar no
macrofago e direcionar o trafego intracelular
para o sitio de replicacdo ficam localizados
nestas plataformas lipidicas.
Adicionalmente, sem estas plataformas
lipidicas a Brucella até consegue entrar, mas
¢ rapidamente destruida em fagolisossomos
(Porte et al., 2003).

Os mecanismos de sobrevivéncia e
replicacio da  Brucella em  células
fagociticas, principalmente macrofagos, tém
sido extensivamente estudados (Ficht,
2003). Apesar da Brucella nao replicar
dentro de neutrdfilos, ela sobrevive e replica
em células fagociticas e ndo fagociticas e
seu trafego dentro destes dois tipos celulares
¢ muito semelhante (Pizarro-Cerda et al.,
1998a; Arenas et al., 2000; Gorvel e
Moreno, 2002). Uma vez internalizada, o
fagossomo contendo Brucella interage com
endossomos iniciais e caso siga o transito
normal, sera associado a um endossomo
tardio e posteriormente se fundira com
lisossomo formando fagolisossomo
responsavel pela degradacdo e morte
intracelular do microorganismo. A maioria
da Brucella internalizada em células
fagociticas ¢ destruida por acdo bactericida
de radicais livres de oxigénio, 6xido nitrico
ou enzimas no interior de fagolisossomos.
Contudo, um numero restrito de bactérias
resiste aos mecanismos bactericidas e evitam
a fusdo do fagossomo com lisossomos
(Pizarro-Cerda et al., 1998ab; Celli et al.,
2003). A Brucella apo6s inibir a fusdo,
redireciona seu vaclolo e interage com
membrana do reticulo endoplasmatico onde
sobrevive e se multiplica dentro das células
hospedeiras. Esta sobrevivéncia intracelular
inicial e inibi¢do da fusdo entre o fagossomo
e lisossomo tém influéncia de alguns fatores
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de viruléncia (Pizarro-Cerda et al., 1998ab;
Arenas et al., 2000; Celli et al., 2003; Porte
et al., 2003). Amostras de Brucella mutantes
atenuadas ndo sdo capazes de direcionar o
trafego intracelular para o nicho de
replicagio e sdo eliminadas pelo
fagolisossomos (Celli et al., 2003; Porte et
al., 2003).

A Brucella nao possui os fatores de
viruléncia classicos, presentes em outras
bactérias, como exotoxinas, capsula, flagelo
ou LPS endotoxico (Moreno e Moriyon,
2002). Dentre os principais mecanismos de
viruléncia da Brucella ja identificados estdo
o sistema regulatério BvrR:BvrS, B-1,2
glucans ciclicos, LPS, TSS4, que sdo fatores
importantes para a entrada, sobrevivéncia ou
replicagdo intracelular (Boschiroli et al.,
2002a; Lopez-Goni et al., 2002; Arellano-
Reynoso et al., 2005; Lapaque et al., 2005).

O sistema regulatorio de dois componentes
BvrR/BvrS da Brucella esta envolvido com
a expressao de proteinas de membrana
externa (OMPs) que podem ser importantes
no mecanismo de invasdo. Os dois
componentes do sistema s3o BvrR, uma
proteina regulatoria, e BvrS, uma proteina
sensorial membro da super familia das
histidina-kinase. O sistema regulatorio ¢
necessario para recrutamento adequado das
GTPases e filamento de actina e manutengao
da integridade da membrana externa da
bactéria (Lopez-Goni et al., 2002). Mutantes
deficientes de BvrR/BvrS perdem a
capacidade de invadir células ndo fagociticas
e também fagociticas, por ndo conseguirem
recrutar GTPases, particularmente Cdc42.
Este sistema regulatorio da Brucella, além
de participar da invasdo, ¢é também
importante para sobrevivéncia intracelular,
pois mutantes sdo incapazes de prevenir a
fusdo fagossomo-lisossomo (Sola-Landa et
al 1998; Guzman-Verri et al., 2001; Lopez-
Goni et al., 2002).

Um mecanismo adicional usado pela
Brucella para evitar a fusdo do vacuolo com
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lisossomos sdo B-1,2 glucans ciclicos
(Arellano-Reynoso et al, 2005). Estes
glucans sdo componentes periplasmaticos
sintetizados por bactérias do grupo o-
proteobactéria como a Brucella. B-1,2
glucans ciclicos da Brucella interferem com
a maturagdo do vacuolo contendo Brucella
por atrapalhar ou bloquear as plataformas
lipidicas assim alterando a expressdo de
proteinas na membrana vacuolar e
impedindo a fusdo com lisossomo. (Briones
et al., 2001; Arellano-Reynoso et al., 2005).

O LPS ¢ outro fator de viruléncia da
Brucella que participa na sobrevivéncia
inicial dentro dos macrofagos (Lapaque et
al., 2005). O LPS ¢ um componente
importante para integridade funcional e
estrutural da membrana externa de bactérias
gram-negativas e possui trés componentes:
uma camada de oligossacarideos,
lipoproteina A e a cadeia O ou antigeno O.
A caracterizacdo do fenoétipo liso ou rugoso
do LPS do género Brucella depende da
presenga (LPS liso) ou auséncia (LPS
rugoso) da cadeia O (Cardoso et al., 2006).
Sabe-se que a cadeia O ¢ responsavel por
boa parte da viruléncia associada ao LPS
liso. Amostras mutantes da cadeia-O do LPS
sdo sempre atenuadas em macrofagos e
camundongos (Lapaque et al., 2005). A
Brucella consegue atrasar a maturagdo do
fagossomo através da interagdo do LPS liso
com plataformas lipidicas, contribuindo para
a inibigdo da fusdo fagossomo-lisossomal. Ja
as amostras mutantes rugosas atenuadas sao
incapazes de interagir com as plataformas
lipidicas e sdo rapidamente direcionadas
para a degradagdo no fagolisossomo (Porte
at al., 2003). O LPS liso ¢ resistente a agao
do complemento e de peptideos catidnicos
antimicrobianos como as a-defensinas
presentes em neutréfilos e células de Paneth
no trato gastrintestinal (Martinez de Tejada
et al., 1995; Tumuskhuu et al., 2006). Além
disso, o LPS liso da Brucella possui baixa
imunogenicidade e ¢ resistente ao o¢xido
nitrico, radicais livres, e lisozimas que sdo
mecanismos bactericidas dos macréfagos e



neutrofilos (Moreno et al., 1981; Rasool et
al, 1992; Allen et al., 1998; Fernandes-Prada
et al., 2003; Jimenez de Bagues et al., 2004;
Lapaque et al., 2005). Desta forma, o LPS
liso da Brucella é importante para resistir a
mecanismos  antimicrobianos  extra e
intracelulares do hospedeiro.

Tem sido bem demonstrado que o SST4 da
Brucella, codificado pelo operon virB,
composto por 12 genes (virBl a virBi2), é
requerido para crescimento intracelular de
Brucella em células fagociticas e nao
fagociticas (Sieira et al., 2000; Comerci et
al., 2001; Delrue et al., 2001; Boschiroli et
al., 2002ab; Den Hartigh et al., 2004 e
2008). Um SST4 hortologo foi inicialmente
identificado em um patéogeno de planta,
Agrobacterium  tumefaciens, tendo sido
posteriormente reconhecido como um fator
de viruléncia de outros patdgenos como
Legionella  pneumophila e  Bordetella
pertussuis. Em geral, o TSS4 ¢ um fator de
viruléncia caracterizado por um aparato
transportador localizado na membrana
externa capaz de transportar DNA
bacteriano ou moléculas para dentro da
célula alvo (O’Callaghan et al., 1999). O
SST4 da Brucella aparentemente ndo secreta
DNA e somente recentemente algumas
moléculas secretadas por este sistema foram
identificadas (de Jong et al, 2008).
Possivelmente, as moléculas efetoras
secretadas participam da maturagdo do
vacuolo contendo Brucella e seu transporte
para o sitio de replicagdo associada ao
reticulo endoplasmatico (Boschiroli et al.,
2002a). A expressdo do SST4 que ¢ induzida
no ambiente intracelular durante a infec¢ao
de macrofagos ¢é favorecida com a
acidificagdo intracelular de macrofagos e
parece ser regulada por um sistema
regulatorio sensum quorum conhecido como
VjbR (Porte et al., 1999; Kohler et al., 2002;
Boschiroli et al., 2002b; Rambow-Larsen et
al., 2008). Embora o sistema de secregdo
seja absolutamente necessario para a
replicacdo e sobrevivéncia intracelular da
bactéria, aparentemente, o SST4 nao

participa do processo de invasdo ou fase
inicial da sobrevivéncia intracelular. O papel
critico do SST4 na sobrevivéncia da bactéria
dentro da célula do hospedeiro reflete em
uma persisténcia menor em camundongos
infectados com amostras de Brucella
deficientes do SST4 (O’Callaghan et al.,
1999; Hong et al., 2000; Sun et al., 2002;
Den Hartigh et al., 2004; Celli, 2006).

Uma vez que a bactéria atravessa a mucosa
de seu sitio de entrada, ela é fagocitada pelos
macrofagos residentes e se dissemina para
linfonodos regionais (Anderson et al,
1986a; Ackermann et al., 1988). A Brucella
consegue se disseminar sistemicamente
independente do sitio de entrada através
principalmente da migragdo, pela corrente
sanguinea e vasos linfaticos, de células
fagociticas infectadas como os macrofagos.
Cabe salientar que a entrada no trato
gastrintestinal tem sido associado ao
transporte pelas células M, via pela qual a
Brucella facilmente atinge macrofagos e
células dendriticas da lamina propria
(Ackermann et al., 1988; Pappas e
Papadimitriou, 2007; Salcedo et al., 2008).
Devido a habilidade da Dbactéria de
sobreviver e replicar dentro de células
fagociticas, a Brucella persiste no tecido
linféide do hospedeiro causando uma
infeccdo cronica sem sinais  clinicos
aparentes. Uma vez que atinge seu sitio de
replicagdo, a bactéria pode sobreviver por
longo periodo dentro da célula (Gorvel e
Moreno, 2002). O organismo se mantém
principalmente nos orgdos linféides como
linfonodos ¢ bago e em macréfagos no
figado e na glindula mamaria (Nielsen e
Dulcan, 1990). A forma como a Brucella é
liberada do nicho intracelular para infectar
outras  células ndo é  conhecido
detalhadamente, mas sua multiplicagdo
descontrolada dentro da célula como em
células trofoblasticas leva a morte celular e
liberagcdo do agente (Anderson et al., 1986b).

Estudos recentes tém demonstrado que a
Brucella ndo causa estimulo inflamatério ou
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somente um estimulo muito discreto nos
sitios de entrada e, desta forma, evita ou
atrasa a resposta imunoldgica efetora
permitindo  assim sua invasdo e
sobrevivéncia intracelular e consequente
disseminagdo no hospedeiro (Barquero-
Calvo et al.,, 2007; Carvalho Neta et al.,
2008; Cirl et al., 2008; Salcedo et al., 2008).
Sabe-se que o LPS da Brucella estimula
fracamente a resposta inflamatoria, atrapalha
a apresentagdo de antigeno via MHC II,
além de ser capaz de inibir a maturagdo de
células dendriticas e consequentemente,
prejudicar o desenvolvimento da resposta
imunoldgica adquirida mediada por célula,
efetiva para o controle da infeccdo (Forestier
et al, 2000; Jimenez de Bagues et al., 2004;
Lapaque et al., 2006; Billard et al., 2007
Barrionuevo et al., 2008; Barquero-Calvo et
al., 2007, Salcedo et al, 2008).
Interessantemente, amostras virulentas de
Brucella com LPS liso sdo capazes de inibir
apoptose de macrofagos infectados (Gross et
al., 2000; Eskra et al., 2003; Fernandez-
Prada et al., 2003; Pei e Ficth, 2004). Por
outro lado, amostra mutante com LPS
rugoso induz a morte celular dos macréfagos
(Pei e Ficth 2004; Pei et al., 2006).

Em contrapartida, estudos recentes tém
demonstrado que o TSS4 funcional ¢
necessario para induzir uma resposta
inflamatoria e imunologica durante a
infeccdo por Brucella em camundongos
diferentemente da amostra mutante com
SST4 nao funcional (Roux et al., 2008).
Além disso, a ativagdo de linfécitos B
maduros e de linfocitos T CD4+ durante a
infeccdo € parcialmente dependente de SST4
(Rolan e Tsolis, 2007). Em adi¢do, o SST4
mostra-se importante para induzir a secre¢io
inicial de citocinas como IL-12 (Interleucina
12) e IFNy (Interferon gama) durante a
infeccdo indicando sua importancia para o
desenvolvimento de  uma  resposta
imunologica do tipo Thl pelo hospedeiro
(Rolan e Tsolis, 2008). Também foi
demonstrado que o SST4 ¢ necessario para a
inducdo da formagdo de microgranulomas,
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que ¢é a alteragdo histopatologica mais
comum em camundongos infectados com
Brucella (Rolén et al., 2009 no prelo).

Resposta imunolégica inata a brucelose

Macroéfagos, células dendriticas e
trofoblastos sdo as células alvo durante
infeccdo por Brucella (Celli et al., 2003;
Salcedo et al., 2008; Carvalho Neta et al.,
2008). A interacdo entre Brucella e
macrofagos ou células dendriticas durante os
estagios iniciais de infecgdo pode ter uma
influéncia crucial na natureza da resposta
imunoldgica desencadeada que ¢ altamente
dependente do perfil de citocinas induzidas
durante a infeccdo (Zhan et al., 1996;
Murphy et al., 2001). Esta interagdo inicial é
mediada pelos receptores (PRRs do inglés
pattern recognition receptors) que
reconhecem padrdes moleculares associados
a patogenos (PAMPs do inglés pathogen
associated molecular patterns). O grupo de
PRRs melhor caracterizados até o momento
sdo os receptores semelhantes a Toll (TLR
do inglés Toll like receptor). Os TLRs sdo
expressos em diversos tipos celulares como
macrofagos e células epiteliais (Uematsu e
Akira, 2006). Brucella é reconhecida por
TLR-2, TLR-4 ¢ TLR-9 (Barquero-Calvo et
al., 2007; Oliveira et al., 2008; Salcedo et
al., 2008; Macedo et al., 2008). O LPS ¢
lipoproteinas sdo reconhecidos por TLR-4 ¢
TLR-2 respectivamente. J4 TLR-9 tem sua
expressdo  restrita ao  compartimento
endossomal do citoplasma e ¢ um receptor
para  DNA  bacteriano intracelular
reconhecendo CpG-DNA (Uematsu e Akira,
2006). Este reconhecimento estimula vias
intracelulares de sinaliza¢do que culmina em
rapida indugdo de citocinas, quimiocinas e
moléculas co-estimuladoras (Oliveira et al.,
2008).

A primeira evidéncia que PAMPs da
Brucella  interagem com TLRs foi
demonstrado utilizando B. abortus morta
pelo calor (HKBA) a qual estimula as
células via MyD88 resultando em



translocacdo NF-kB e secrecdo de citocinas
como TNFa (Fator de necrose tumoral alfa),
IL-6 e IL-12 (Huang et al., 2003). A
membrana externa de Brucella sao
componentes ativos em HKBA estimulando
uma resposta TLR-2 (Huang et al., 2003;
Giambartolomei et al, 2004). Em
macrofagos, a indu¢do de TNFa ¢ via TLR-
4 ¢ TLR-2 e depende da bactéria viva
(Barquero-Calvo et al., 2007). A indugao de
TNFa ¢ dependente de TLR-2 e
independente de TLR-4 em células
dendriticas. Ja a secrecdo de IL-12 ndo €
dependente nem de TLR-2 nem de TLR-4
em macrofagos enquanto ¢ TLR2
dependente em células dendriticas (Macedo
et al., 2008). Diferentemente, TLR-9, qual
reconhece @ DNA de Brucella em
endossomos, ndo ¢é requerido em macrofagos
ou c¢lulas dendriticas para indugdo de TNFa
e ndo induz secregdo de IL-12 (Huang et al.,
2005; Macedo et al., 2008). Contudo outras
citocinas do tipo IFNy sdo induzidas por
HKBA via TLR-9 (Huang et al., 2005).

O LPS da Brucella ndao é um forte agonista
de TLR-4. Sua estrutura peculiar apresenta
uma baixa atividade imunoestimulatéria e
baixa endotoxicidade (Lapaque et al., 2005).
Como resultado, o LPS da Brucella é
centenas de vezes menos ativo e toxico do
que LPS da E. coli e tem uma habilidade
reduzida para ativar citocinas
proinflamatérias comparada a LPS de
Salmonella (Jimenez de Bagues et al., 2004;
Duefias et al., 2004; Weiss et al., 2005;
Barquero-Calvo et al., 2007). Brucella
sinaliza através de TLR-4 e TLR-2, ativando
macrofagos somente apds 42 horas de
infecgdo em contraste com Salmonella que
ativa macrofagos via TLR-4 logo apos 6
horas de infeccdo (Weiss et al., 2005).
Quando Brucella com LPS fenotipicamente
diferentes sdo comparadas, a B. abortus
mutante com LPS rugoso consegue
estimular mais TLR-4 e consequentemente
ativar macrofago do que amostra virulenta
com LPS liso. Além disso, tem sido

demonstrado que a interagdo do LPS da B.
abortus ¢ TLR-4 tem papel importante na
internalizagdo bacteriana pelo macrofago
(Pei et al., 2008). Existem evidéncias de que
outras moléculas da Brucella, além do LPS
possam estimular células dendriticas via
TLR-4. A enzima lumizine sintase, a BLS,
interage com TLR-4 e estimula a expressao
de moléculas co-estimuladoras e producdo
de IL-6, TNFa e IL-12 (Berguer et al,
2000).

Embora lipoproteinas da Brucella sejam
responsaveis pela resposta proinflamatoria
induzida via TLR-2, este receptor ndo ¢é
importante para o controle da infeccdo por
Brucella em camundongos (Weiss et al.,
2005; Barquero-Calvo et al., 2007). Por
outro lado, o papel do TLR-4 durante a
eliminacdo da infeccdo em camundongo ¢
controversa. Alguns estudos indicam que
TLR-4 tem papel no controle da infeccdo
por Brucella em camundongo (Campos et
al., 2004; Copin et al., 2007), e outros
estudos  ndo demonstram  nenhum
envolvimento de TLR-4 na resisténcia
(Weiss et al., 2005; Barquero-Calvo et al.,
2007). Finalmente, tem sido demonstrado
que TLR-9 ¢ requerido para controle da
infec¢do por Brucella in vivo (Copin et al.,
2007; Macedo et al., 2008). Ja o papel do
MyD88 no controle da infec¢do por Brucella
in vivo tem sido claramente demonstrado
independentemente do TLR envolvido. O
MyDS88 afeta tanto a maturagdo de células
dendriticas quanto a fungdo dos macrofagos
(Weiss et al.,, 2005; Copin et al., 2007
Macedo et al., 2008) e € critico para ativagao
de NF-kB e consequentemente inducdo de
citocinas proinflamatorias como TNFa
durante infec¢do por Brucella (Huang et al.,
2003; Huang et al., 2005; Macedo et al.,
2008). Adicionalmente, a maturacdo de
células dendriticas e a producao de IL-12 é
dependente de MyD88 regulando a ativagao
de célula T produzindo IFNy (Macedo et al.,
2008).
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Embora tenha sido mostrado que Brucella
viva ou morta induz citocinas
proinflamatérias (Campos et al., 2004;
Weiss et al., 2005), as concentrac¢des in vivo
de IL-10, IL1p, IL-6 e TNFoa foram
comparativamente  insignificantes  apoés
infeccdo com B. abortus em camundongos,
quando comparada a infecgdo com
Samonella enterica (Barquero-Calvo et al.,
2007). Adicionalmente, foi demonstrado
uma supressdo de citocinas e mediadores
proinflamatérias durante a fase inicial da
infeccdo em células trofoblasticas bovinas
durante infeccdo com B. abortus (Carvalho
Neta et al., 2008). Interessantemente,
estudos recentes demonstraram que Brucella
interfere com a sinalizacdo do TLR através
da produgdo de uma proteina que contém um
dominio semelhante a TIR interferindo com
a sinalizacdo via TLR/MyD88 (Cirl et al.,
2008; Salcedo et al., 2008). Dois grupos
independentemente identificaram
recentemente  proteinas de  Brucella
nomeadas Btpl em B. abortus (Salcedo et
al., 2008) ¢ TcpB em B. melitensis (Cirl et
al.,, 2008). A Btpl afeta a sinalizagdo via
TLR-2 inibindo a maturagdo de células
dendriticas afetando a funcdo das células
dendriticas e a secrecdo de citocinas
proinflamatérias (Salcedo et al., 2008).
Semelhantemente, a TcpB interage com
MyD88 prejudicando a sinaliza¢do via TLR-
2 ¢ TLR-4, prevenindo a secregdo de
citocinas (Cirl et al., 2008). Estas proteinas
parecem constituir um novo fator de
viruléncia que tem a habilidade de inibir a
sinalizacdo TLR/MyD88 especifica e com
isso suprimir a imunidade inata do
hospedeiro durante a infeccdo. Em resumo, a
Brucella pode interagir com TLR-2, TLR-4
e TLR-9 e possivelmente, é capaz de
prejudicar ou inibir a ativagdo dos
mecanismos inflamatorios do hospedeiro
favorecendo a sua sobrevivéncia
intracelular.

Existem varios efetores da imunidade inata

que participam durante a infecgdo por
Brucella, incluindo complemento, citocinas,
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neutréfilos, macrofagos e células natural
killer (NK). Por outro lado, a Brucella tem
fatores de viruléncia que permitem que ela
escape ou resista a agdo desses mecanismos
efetores. As OMPs ¢ o LPS de bactérias
gram-negativas estdo usualmente envolvidos
na sensibilidade ao soro e ativacdo do
complemento pela via classica ou alternativa
(Lapaque et al., 2005). Aparentemente, a
Brucella tem a habilidade de inibir a
ativacdo da via alternativa do complemento
via LPS (Lapaque et al, 2005; Cardoso et al.,
2006; Barquero-Calvo et al., 2007).
Amostras de B. abortus sensiveis ao soro
induz a via classica de cascata de
complemento em bovinos (Corbeil et al.,
1988; Eisenschenk et al., 1995; Eisenschenk
et al., 1999). Por outro lado, amostras de B.
abortus resistentes ao soro ndo ativa a
cascata de complemento. A Brucella que
sobrevive a morte direta é opsonizada por
C3 e fagocitada (Eisenschenk et al., 1999).
Sabe-se que a cadeia O do LPS de B.
abortus bloqueia o acesso de Clq a
proteinas de membrana externa € o seu
comprimento impede a adesdo de C3b
(Rasool et al.,, 1992; Eisenschenk et al.,
1999). Desta forma, amostras rugosas de
Brucella sao consideradas mais susceptiveis
a morte por agdo do complemento do que as
amostras lisas (Corbeil et al., 1988;
Eisenschenk et al., 1995; Lapaque et al.,
2005).

O Lipideo A e LPS de bactérias gram-
negativas induzem a producdo de radicais
livres em células fagociticas que s@o
responsaveis pela atividade bactericida
(Rasool et al., 1992). Cabe ressaltar que, a
Brucella tem mecanismos para prevenir
recrutamento significativo de neutrofilos e
de resistir aos seus produtos bactericidas
(Rasool et al., 1992; Barquero-Calvo et al.,
2007). Amostras lisas de Brucella induzem a
degranulagdo minima de neutrdfilos e sdo
mais resistentes a morte intracelular do que
amostras rugosas (Riley e Robertson, 1984a;
Riley e Robertson, 1984b; Barquero-Calvo
et al., 2007). Estudos recentes enfatizam que



infeccdo por B. abortus induz explosdo
respiratoria e degranulagdo expressivamente
menor dos neutrofilos comparada a outras
bactérias intracelulares patog€nicas como
Salmonella. Estes resultados sugerem que os
neutrofilos ndo t€m papel importante no
controle da infec¢do por B. abortus e como
uma possivel consequéncia, eles servem
como carreadores da bactéria no hospedeiro
(Barquero-Calvo et al., 2007).

A Brucella tem varios mecanismos para
evadir as defesas dos macrofagos e
estabelecer infecgdo (Celli et al., 2003; Porte
et al., 2003; Arellano-Reynoso et al., 2005;
Loisel-Meyer et al., 2006). Embora a
redugdo do pH intrafagossomal seja um
mecanismo importante de destrui¢do dos
macrofagos, Brucella consegue sobreviver
em compartimentos intracelular acidificado
a pH abaixo de 4. A Brucella ndo so
sobrevive a acidificagdo, mas a acidificagdo
inicial dentro do fagossomo ¢ essencial para
replicag@o intracelular pois a neutralizagdo
do pH fagossomal prejudica a replicacdo
intracelular de B. suis (Porte et al., 1999;
Kohler et al., 2002). Além disso, a infec¢ao
por Brucella estimula fracamente a produgao
de Oxido Nitrico Sintase indutivel (iNOS)
em comparagdo com LPS de FEscherichia
coli (Gross et al., 1998; Wang et al., 2001).
O NO contribui para matar a Brucella com
localizagdo intracelular apenas nas primeiras
24 horas de infec¢do afetando
particularmente bactéria opsonizadas (Gross
et al., 1998; Wang et al., 2001; Gross et al.,
2004). Além disso, a delecdo do gene de
Brucella que codifica NO redutase gera
amostra de B. suis atenuada em camundongo
(Loisel-Meyer et al., 2006). Estes resultados
sugerem que A Brucella pode limitar a
producdo de NO pelos macrofagos para
garantir sua sobrevivéncia intracelular. Por
outro lado, a explosdo oxidativa, ativada
pela NADPH oxidase ap6s a fagocitose, €
importante para eliminagdo de B. abortus em
macrofagos ativados por IFNy (Jiang et al.,
1993; Sun et al., 2002). Macréfagos ativados
por IFNy suplementados com ferro matam

mais eficientemente A Brucella intracelular
devido a habilidade do ferro catalisar
radicais de oxigénio (ROI) (Baldwin et al.,
1993). Contudo, os ROI ndo sdo criticos
para limitar o crescimento bacteriano em
camundongo (Sun et al., 2002).

As células NK sdo capazes de matar células
infectadas e podem diretamente causar lise
de bactérias gram-negativas (Garcia-
Penarrubia et al., 1989). Suas propriedades
antimicrobianas podem  potencialmente
contribuir para o controle da infeccdo por
Brucella, como ocorre com outras infec¢oes
com bactérias intracelulares. Em estudo in
vitro usando B. suis mais co-cultura com
macrofagos humanos e células NK sugere
que elas tém importdncia no controle da
infec¢do por Brucella (Dornand et al., 2004).
As células NK humanas sdo capazes de
matar macrofagos infectados e inibir a
proliferacdo do patogeno. O efeito citotoxico
¢ principalmente mediado pelo contato
célula-célula resultando na liberacdo de
granzimas e perforinas nos macréfagos
infectados bem como producdo de citocinas
como IFNy (Dornand et al., 2004).
Contrariamente, estudos tém demonstrado
que as células NK ndo exercem um papel
importante no controle da infec¢do por B.
abortus em pacientes com brucelose aguda
ou em camundongos (Salmeron et al., 1992;
Fernandes et al., 1995). Embora as células
NK sejam estimuladas em camundongos
infectados por Brucella, eclas ndo sio
suficientes para eliminar toda bactéria do
animal infectado. (Fernandes et al., 1995).

Os linfocitos T y0 s@o células associadas
primariamente com imunidade adaptativa,
mas eles atuam também na imunidade inata
com uma contribuicdo significativa na
producdo de IFNy (Boismenu e Havran,
1997). O papel particular de linfocitos T yd
durante infec¢do pela Brucella tem sido
demonstrado na brucelose humana uma vez
que o numero de linfocitos T yd aumenta
significativamente no sangue periférico
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durante fase aguda de infec¢do por B.
melitensis (Bertotto et al., 1993). A B suis
estimula a proliferagdo dos linfocitos T 0 e
estas células sdo ativadas por macrofagos
infectados (Ottones et al., 2000a; Dornand et
al., 2002). Os linfocitos T & podem
contribuir para o controle da infeccdo por
Brucella no homem devido a combinagao de
mecanismos incluindo lise de macréfagos
infectados via efeitos citotoxicos e reducdo
da carga bacteriana pela secre¢do de
peptideos e citocinas antimicrobianas
(Ottones et al., 2000b; Oliaro et al., 2005;
Dudal et al., 2006).

A resisténcia a patdgenos intracelulares
como Brucella é altamente dependente da
habilidade do hospedeiro de desenvolver
uma resposta imune celular (Thl), que ¢
mediada por citocinas como IFNy, IL-12,
IL-2, TNFoa. Estas citocinas ativam
macrofagos, linfocitos e outros efetores da
imunidade inata ou adaptativa para otimizar
sua capacidade de eliminar o patogeno
(Janeway et al, 2001). Analises de
microarranjos demonstram que B. abortus
induz a  expressio de  citocinas
proinflamatérias como TNFa, IL-1 e
moléculas modulatérias associadas com
resposta Thl, como IL-12 ¢ MHC II em
macrofagos durante estagios iniciais de
infecc¢ao (Eskra et al., 2003).

Infeccdo por Brucella in vivo resulta em
aumento da expressdo génica induzida por
interferon do tipo I e II em esplendcitos de
camundongos infectados (Roux et al., 2007).
Além disso, a infec¢do por Brucella pode
também induzir a expressdo [FNa e IFNf
(Huang et al., 2005; Salcedo et al., 2008).
Embora a resposta IFN do tipo I seja
reconhecida como essencial contra infecgoes
virais, a mesma pode também ser induzida
em resposta as infecgdes bacterianas
(Decker et al., 2005). Contudo, o papel
protetor da resposta de IFN do tipo I durante
a infeccdo por amostra virulentas de
Brucella ndo esta claro (Roux et al., 2007).
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No modelo murino de infeccdo, a IL-12
enddgena estimula a producdo IFNy e a
eliminagdo da bactéria in vivo (Zhan e
Cheers, 1995; Zhan et al., 1996). A deplegao
de IL-12 resulta em produgdo reduzida de
IFNy por esplendcitos, redugcdo da
esplenomegalia com diminui¢do do niimero
e auséncia da ativagdo dos macrofagos
(Zhan e Cheers, 1995). Estudos recentes in
vitro e in vivo demonstraram a inducdo da
secrecdo de TNFa e IL-12 p40 requer a via
MyD88 intacta durante infecgdo por
Brucella (Huang, et al., 2005; Macedo et al.,
2008).

O papel importante do IFNy no controle da
infeccdo por Brucella em camundongos tem
sido bem estabelecido através de estudos in
vitro ¢ in vivo (Jones ¢ Winter, 1992; Jiang e
Baldwin, 1993; Zhan e Cheers, 1993;
Dornand, 2002). Estudos in  vitro
demonstram que macréfagos tratados com
IFNy tem maior habilidade para inibir o
crescimento de B. abortus quando
comparada a macrofagos ndo tratados (Jones
e Winter, 1992; Jiang e Baldwin, 1993).
Adicionalmente, a deplecdo do IFNy
endogeno em camundongos resulta em um
aumento no numero de B. abortus no baco e
no figado, acompanhado por menor
esplenomegalia e menor nUmero de
macrofagos no bago de animais infectados.
Além de disso, quando a habilidade de
produzir IFNy ¢ restaurada, a eliminacgdo da
Brucella  ocorre rapidamente (Zhan e
Cheers, 1993). Em humanos, demonstrou-se
que as concentragdes de IFNy no soro de
pacientes com brucelose decresce ao longo
do curso de infec¢do (Rafiei et al., 2006),
mas a importancia desta citocina na infec¢ao
humana ainda ndo foi claramente definida.

Alternativamente, o TNFo é importante no
controle da infeccdo por Brucella em
camundongos, principalmente durante as
fases inicias da infec¢do (Zhan et al., 1996).
Contudo, a deplecio de TNFo antes da
infeccdo por Brucella nao prejudica a
producdo de IFNy pelos linfocitos T em



resposta a  antigenos da  Brucella.
Conseqiientemente, o TNFa estd envolvido
com resisténcia a brucelose via agdo direta
de células efetoras e ndo é essencial para a
indugdo resposta adquirida em camundongos
(Zhan et al.,, 1996). Por outro lado,
macrofagos humanos ndo sfo capazes de
produzir TNFa quando inoculados com B.
suis viva embora Brucella morta pelo calor
estimule a producdo desta citocina (Dornand
et al., 2002). A falha na producdo de TNFa
por células infectadas por Brucella no
homem ¢ provavelmente devido mecanismo
de agdo bacteriano agindo diretamente na
transcrigdo celular capaz de prejudicar as
vias de sinalizacdo que levam a secregdo de
TNFa (Caron et al., 1994).
Conseqiientemente, durante o processo de
fagocitose de Brucella por macrofagos
humanos a auséncia de TNFa pode resultar
em inibicdo dos mecanismos bactericidas
bem como na falha de ativagdo de células
NK. o comprometimento desses
mecanismos pode favorecer 0
estabelecimento de bactéria nas células
humanas (Dornand et al., 2002).

Outras citocinas podem ser produzidas
durante a infeccdo por Brucella e o papel
delas durante a infeccdo tem sido
investigado. A IL-10 ¢ induzida no
camundongo em resposta a imuniza¢do com
a amostra B19 de B. abortus inativada pelo
calor (Svetic et al., 1993). A IL-10 endogena
tem efeito prejudicial no controle da
infeccdo por B. abortus em camundongos
BALB/c mesmo na presenca de IFNy
(Fernandes e Baldwin, 1995). Estudos in
vitro também demonstraram que a IL-10
pode inibir as fung¢des bactericidas de
macrofagos contra Brucella, bem como
diminuir a produ¢do de IFNy por
esplenocitos em resposta a estimulacdo por
antigenos de Brucella (Fernandes e Baldwin,
1995). Ja camundongos experimentalmente
infectados com B. abortus tém diminuigdo
na sintese de IL-18 (Fernandez-Lago et al.,
2005). A IL-18 tem um efeito
proinflamatério direto em células NK e

linfocitos T, favorecendo proliferacdo e
citotoxicidade e estimulando a producao de
citocinas como TNFa (Dinarello e Fantuzzi,
2003). Além disso, um estudo demonstrou
que a lipoproteina OMP-19 de B. abortus
estimula macrofagos a produzir IL-6 via
TLR-2 (Giambartolomei et al., 2004). A
secrecdo de IL-6 inibe a expressdo de MHC
II induzida por IFNy e a apresentacdo de
antigeno por macrofagos infectados por
Brucella (Barrionuevo et al., 2008). Esta
nova evidéncia sugere que IL-6 tem um
efeito inibitdrio na fung¢do de macrofagos
durante infecgdo in vitro. O papel de IL-6 in
vivo ainda nao foi determinado.

Camundongo como modelo animal de
infeccao por Brucella

Modelos animais experimentais para
brucelose sdao amplamente utilizados com
intuito de estudar patog€nese e resposta
imunolégica a doenca e desenvolver
métodos de tratamento, controle e vacinas
tanto para o homem quanto para animais
domésticos. O camundongo (Mus musculus)
¢ sem duvida o modelo animal experimental
mais utilizado na infec¢do por Brucella
seguido por estudos em ratos (Ratus
norvegicus), porquinhos da india (Cavia
porcellus), coelhos (Oryctolagus cuniculus),
ramsters (Mesocricetus auratus) e gerbils
(Meriones unguiculatus ) (Garcia-Carrillo,
1990).

Camundongos s3o considerados mais
resistentes a infecg¢do por Brucella do que o
porquinho da india, porém mais susceptivel
que ratos, sendo necessario de 10* a 10°
UFC (unidades formadoras de col6nia) para
infeccdo. A Brucella entra na corrente
sanguinea causando bacteremia
independente da rota de infeccdo. O
camundongo desenvolve infec¢do cronica,
mas nao somente quando desafiado com
amostras virulentas, mas também com
amostras  vacinais atenuadas (Garcia-
Carrillo, 1990). A infec¢do no camundongo
aparentemente tem trés fases: fase de
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multiplicacdo durante os sete primeiros dias,
um periodo de alta atividade bactericida
entre 15 a 20 dias e fase latente
caracterizado pelo declinio lento da
contagem de UFC. Durante cinco a seis
semanas, o numero de UFC ¢ estavel e a
Brucella pode ser isolada até trés meses apos
infeccdo. A principal ou a Unica alteracdo
macroscopica observada ¢ esplenomegalia
(Birmingham e Jeska, 1981).

Existem vérias linhagens de camundongos
com suscetibilidades distintas a infecgdo por
Brucella (Ho e Cheers, 1982; Fernandes et
al., 1996; Sathiyaseelan et al., 2000). As
linhagens de camundongos mais utilizadas
como modelo de infeccdo sdao BALB/c,
C57BL/6, C57BL/10 e CBA (Baldwin e
Parent, 2002). C57BL ¢ considerada uma
linhagem mais resistente a infec¢do por
Brucella que BALB/c devido a resposta
imunoldgica diferenciada (Baldwin e Parent,
2002; Murphy et al., 2001; Fernandes et al.,
1996). Camundongos knockouts com
deficiéncia na produgdo de citocinas, células
ou moléculas relacionadas a resposta
imunoldgica inata ou adquirida tém sido
utilizados para comprovar se estes
componentes sdo determinantes ou ndo para
controle da infec¢do (Fernandes-Lago et al.,
1996; Murphy et al., 2001; Rolan e Tsolis,
2007; Oliveira et al., 2008). Além disso, o
camundongo ¢ considerado um bom modelo
animal para identificar fatores de viruléncia
importantes para o estabelecimento ou
persisténcia da infeccdo, além de ser o
primeiro modelo animal usado para testar
amostras candidatas a vacina (Hong et al.,
2000; Ko e Splitter, 2003; Lapaque et al.,
2005).

A via intraperitonial € a via mais comumente
usada no modelo murino com objetivo de
favorecer a disseminagdo sistémica imediata
da Brucella e sua proliferacio em tecidos
linfoides, principalmente no bago (Stevens
et al., 1994; Baldwin e Parent, 2002).
Estudos recentes tém verificado o papel de
alguns fatores de viruléncia durante a
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infecgdo oral (Bandara et al., 2007; Delpino,
et al., 2007; Sangari et al., 2007). Tendo em
vista que a via oral é a principal rota de
infeccdko no homem e nos animais
domésticos, um modelo murino de infecgdo
oral ou gastrintestinal permite o estudo da
patogénese mais adequada, desta forma mais
estudos devem explorar esta rota de
infeccdo. Visto que o aerossol é uma fonte
importante de infeccdo por Brucella e ¢
principal forma de disseminacdo de uma
arma biologica, o modelo animal de infec¢do
por via aerdgena tem sido estabelecido
(Mense et al., 2001; Olsen et al., 2007,
Kahl-McDonagh et al., 2007). A dose
inoculante é 10° a 10’ UFC, embora doses
baixas como 10° e 10° UFC por animal
podem estabelecer a infec¢do aerdgena no
camundongo (Olsen et al., 2007; Kabhl-
McDonagh et al., 2007).

O modelo de infec¢ado em camundongos
avalia principalmente a persisténcia da
bactéria em 6rgdos como bago e figado em
relacdo ao tempo de infeccdo (Enright et al,
1990; Stevens et al., 1994; Fernandes et al.,
1996). Embora no modelo murino a
principal avaliagdo feita ¢ a colonizagdo
bacteriana dos orgaos, avaliacdo
histopatologica, assim como avaliagdo da
expressdo génica tém sido exploradas. O
baco ¢ o principal Orgdo afetado
apresentando elevada colonizagdo
bacteriana, esplenomegalia e infiltragdo
neutrofilica agudamente e histiocitaria
cronicamente (Enright et al., 1990; Tobias et
al.,, 1993; Stevens et al., 1994). O figado
também apresenta contagem bacteriana
elevada, embora menor que o baco (Enright
et al.,, 1990; Kahl-McDonagh et al., 2007
Izadjoo et al., 2008). Inflamagdo
caracterizada por infiltrado neutrofilico e
histocitario com microgranulomas
multifocais ¢ a lesdo inflamatoria causada
por Brucella no figado (Enright et al., 1990;
Tobias et al., 1993). O acometimento do
pulmao ocorre em camundongos inoculados
por via aerégena com amostra patogénica.
Existe uma  colonizagdo  bacteriana



significativa dos pulmdes sem que ocorra
nenhuma lesdo histologica significativa
(Mense et al., 2001; Kahl-McDonagh et al.,
2007). O acometimento do  trato
gastrintestinal durante infec¢do oral ou
gastrintestinal em camundongos ainda ndo
foi investigado.

O uso do camundongo como modelo de
brucelose nos animais domésticos €
controverso. Em camundongos gestantes
infectados com B. abortus, por diversas vias,
ndo ¢ observado abortamento ou morte fetal
embora ocorra placentite e coloniza¢do da
placenta (Bosseray, 1982; Tobias et al.,
1993). Além disso, durante a infeccdo do
utero gestante, em torno de 60 % dos fetos
sdo infectados (Bosseray, 1982). Por outro
lado, um modelo de morte fetal em
camundongos da linhagem ICR infectados
com Brucella foi descrito (Kim et al., 2005).
Embora o abortamento tenha ocorrido
apenas quando camundongos  foram
infectados com 4,4 dias de gestacdo, a
colonizagdo das células trofoblasticas na
placenta ocorreu em todos os periodos
avaliados (Kim et al.,, 2005). Fémeas
BALB/c gestantes infectadas com B. abortus
apresentam placentite caracterizada por
necrose multifocal intensa a coalescente,
infiltrado neutrofilico intenso e coldnias
bacterianas  intracelulares em  células
trofoblasticas (Tobias et al.,, 1993). A
severidade da lesdo e a colonizacdo
bacteriana aumentam com o curso da
gestacao (Tobias et al., 1993; Kim et al.,
2005) e as lesdes histologicas sdo
semelhantes as lesOes encontradas na
placenta de bovinos infectados (Xavier et
al., 2008).

Recentemente, camundongos machos foram
usados para verificar a patogenicidade da
Brucella ao trato genital masculino (Izadjoo
et al., 2008). Visto que tanto nos animais
domésticos como no homem a Brucella
pode causar les@o neste sistema (Silva et al.,
2005; Santos et al., 2005). Ha evidéncias de
que oOrgdos reprodutivos masculinos de
camundongos também apresentam
alteragdes  histopatoldgicas  durante a
infeccdo por Brucella sp. Camundongos
BALB/c com maturidade sexual, inoculados
com cepa virulenta de B. melitensis
apresentaram infiltrado histiocitario
perivascular moderado nos testiculos
associado a histiocitose intensa e com perda
da arquitetura normal nos linfonodos
inguinais. A colonizacdo bacteriana no trato
reprodutivo masculino foi detectada em
22,8% dos animais, porém, de forma
intermitente (Izadjoo et al., 2008).

A Brucella apresenta patogénese peculiar,
pois causa lesdes inflamatorias em 6rgdos do
sistema reprodutor e pode ser isolada de
diversos orgdos do sistema monocitico-
fagocitario sem causar lesdo. Enfim, o uso
de animais de laboratério como modelo
animal para Dbrucelose ndo mimetiza
fielmente a manifestacdo da doenga nos
animais domésticos ou no homem, pois a
ocorréncia de abortamento e lesdes
osteoarticulares ndo sdo as alteracdes
comumente observadas em camundongos
infectados. Contudo, a colonizacdo e
persisténcia da bactéria em 6rgdos linfoides
destes animais permitem o estudo da
infeccgao.
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CAPITULO 2:
CINETICA DE INFECCAO POR B.
MELITENSIS PELO TRATO
DIGESTIVO

Objetivos

Estabelecer um modelo de infecgdo
gastrintestinal por B. melitensis em
camundongos verificando a cinética inicial
da infeccdo e a resposta inflamatoria
desencadeada.

Material e métodos

Condigdes de cultivo e preparagio do
inoculo:

Brucella melitensis amostra virulenta de
referéncia 16M foi cultivada em placas
Tryptic Soy Agar (TSA, Difco/Becton-
Dickinson, Sparks, MD, EUA) com 5% de
sangue ovino a 37°C sobre atmosfera com
5% de CO, durante quatro dias e
ressuspendida em tampdo salina-fosfato,
PBS (0,01M PO,", 0,01M NaCl, pH 7,2) a
uma concentragio de 1x 10'' UFC/ml para o
preparo do in6culo usado nos camundongos.

Infecgdo dos camundongos:

Camundongos fémeas BALB/c Byl] com
idade entre 6 a 8 semanas obtidos do
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EUA)
foram utilizados nos experimentos apds uma
semana de adaptagdo. Os animais foram
mantidos em caixas em um biotério com
nivel de biosseguranca 3.

Em um  experimento  piloto, 12
camundongos mantidos em jejum por 16
horas ¢ metade recebeu 0,1 ml de solucao de
bicarbonato de sodio (NaHCO3) a 10% 10
minutos antes da administracdo do inoculo
para a neutralizagdo da acidez gastrica. A
outra metade recebeu PBS como controle.
Os camundongos foram necropsiados 1 dia
p6s inoculacdo (dpi). Fragmentos de baco,
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figado e linfonodo mesentérico foram
coletados para contagem bacteriana.

Grupos de cinco (tempos 0,3, 3, 14 ¢ 21 dpi)
ou dez (tempos 1 e 7 dpi) camundongos
foram inoculados via intragéstrica por sonda
com 0,1 ml de PBS contendo
aproximadamente 1x10'"° UFC de B.
melitensis 16M e cinco camundongos
controles ndo infectados foram inoculados
com PBS. Os camundongos inoculados
foram eutanasiados a 0,3, 1, 3, 7, 14 e¢ 21
dias utilizando anestésico inalatério seguido
por deslocamento cervical. Durante a
necropsia, sangue, fragmentos de bago,
figado, linfonodos cervicais, axilares,
inguinais ¢ mesentéricos, placas de Peyer,
ileo, colon e ceco foram coletados em PBS
estéril para bacteriologia. Fragmentos de
baco, figado, ileo com placa de Peyer e
c6lon foram também coletados em formalina
tamponada a 10% para histopatologia e
imunoistoquimica. Fragmentos de bago e
ileo foram coletados em nitrogénio liquido e
estocados em freezer a -80°C até o momento
da extracdo de RNA para RT-PCR em
tempo real.

Bacteriologia:

Para contagem bacteriana, os tecidos em
PBS estéril foram pesados, homogeneizados,
diluidos quando necessario e plaqueados.
Figado e bago foram plaqueados em TSA e
demais orgdos do trato digestivo foram
plaqueados em meio de Farrell (Brucella
Selective  Supplement ~ SR83,  Oxoid,
Inglaterra), seletivo para Brucella. As placas
foram mantidas a 37°C com 5% de CO, e a
contagem de UFC foi realizada apds 4 dias.

Histopatologia e imunoistoquimica:

Os fragmentos de tecidos foram fixados em
formalina tamponada neutra a 10% por 24
horas, desidratados em alcool em
concentracdo crescente 70 a  100%,
diafinizados em xilol e embebidos em
parafina. Os segmentos foram secionados a



5 um de espessura e corados pela técnica
rotineira de hematoxilina e eosina para
avaliag@o histologica.

Os fragmentos dos tecidos também foram
processados para imunoistoquimica
conforme o protocolo descrito por Xavier et
al.  (2009). Secgdoes de Sum foram
desparafinizadas, hidratadas e incubadas
com 3% de perdoxido de hidrogénio por 30
minutos para o bloqueio de peroxidase
endogena. Apos lavagem em PBS, os cortes
foram bloqueados para ligacdo inespecifica
do anticorpo com 0,5% de leite desnatado
em poé por 45 minutos seguida de uma
incubagdo  com  anticorpo  primario
monoclonal anti-B. melitensis (1:100) por 1
hora em camara umida a temperatura
ambiente. Os cortes foram lavados trés vezes
em PBS e incubados com anticorpo
secundario biotinilado por 20 minutos,
lavado trés vezes e incubado com complexo
estreptoavidina-peroxidase (LSAB+ Kit,
DAKO Corporation, CA, EUA) por 20
minutos em cdmara Umida a temperatura
ambiente. A reacdo foi revelada usando uma
solugdo de dianobenzidine (DAB, Dako) e
os cortes contracorados com hematoxilina de
Mayer. A localizagdo das  bactéria
imunomarcadas foi determinada nos tecidos
avaliados.

Extragio de RNA total e RT-PCR
quantitativo:

A extracdo do RNA total dos tecidos, ileo e
baco, foi realizada utilizando Tri-reagent
(Molecular Research Centre, Cincinnati,
OH, EUA) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Resumidamente, fragmentos de
tecidos foram homogeneizados e lisados em
Iml de Tri-reagent com auxilio de pestilo
descartavel por 5 minutos. No tubo mantido
em gelo foi adicionado 0,2 ml de
cloroformio e misturado vigorosamente. As
amostras foram centrifugadas para separagao
das fases organicas. O sobrenadante foi

retirado ¢ 0,5 ml de isopropanol foi
adicionado a ele. Ap6s 10 minutos no gelo,
amostra foi centrifugada para obtengdo do
precipitado de RNA. O precipitado foi
lavado duas vezes com etanol 70% e
ressuspendido com 4gua livre de RNAses.
Posteriormente o RNA total foi purificado
usando DNA-free kit (Ambion, Austin,
Texas, EUA) e quantificado por
espectrofotometria.

O cDNA for preparado usando 500 ng de
RNA total de cada amostra usando TagMan
Reverse Transcription Reagents (Applied
Biosystems, Branchburg, NJ, EUA). O RNA
purificado foi misturado a 5 pl de Tampao
10X, 11 pl de 25 mM MgCl,, 10 ul de
dNTPs, 2.5 pl de random hexamers primers,
1 ul of inibidor de RNAse, 1,25 ul de
Transcriptase reversa e agua suficiente para
volume final de 50 pl. A transcrigdo reversa
foi realizada em incubagdo prévia a 25°C
por 10 minutos seguida por extensdo a 48°C
por 30 minutos e inativagdo 95°C por cinco
minutos. O PCR em tempo real foi realizado
usando 4 pl de cDNA, 300 nM de cada par
de iniciadores ¢ SYBR Green PCR master
mix (Applied Biosystems). A reacdo foi
realizada no termociclador ABI PRISM
7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) de acordo com
instrugdes do fabricante. Os dados obtidos
foram analisados usando método de CT
comparativo (Livak e Schmittgen, 2001). A
variagdo na magnitude da expressdo génica
no tecido do camundongo infectado foi
normalizada através da expressdo de
GAPDH (gliceraldeido fosfato
dehidrogenase) e calculada em comparagdo
aos niveis de expressdo do gene nos
camundongos controle. Os genes avaliados e
seus respectivos iniciadores usados neste
estudo estdo listados na Tabela 1.
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Tabela 1. Iniciadores usados no RT-PCR quantitativo.

Gene Par de iniciadores

GAPDH' 5’TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA3’
5’AGGTCGGTGTGAACGGATTTG?3’

IL-62 5’GAGGATACCACTCCCAACAGACC3
5’AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA3’

MIP-30’ 5’CCAGGCAGAAGCAAGCAACT?’
5’TCGGCCATCTGTCTTGTGAA3’

MIp-2* 5>’AGTGAACTGCGCTGTCAATGC3’
5’AGGCAAACTTTTTGACCGCC3’

KC? 5’TGCACCCAAACCGAAGTCAT?’
5’TTGTCAGAAGCCAGCGTTCAC3’

iNOS?® 5’TTGGGTCTTGTTCACTCCACGG3’
5’CCTCTTTCAGGTCACTTTGGTAGG?3’

IFN\(7 5’-TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA-3’
5’-TGGCTCTGCAGGATTTTCATG-3’

TNF® 5’-CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA-3’

5’-TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC-3’

'Gliceraldeido Fosfato Dehidrogenase, “Interlucina-6, “Proteina Inflamatoria de Magrofagos 3 alfa,
*Proteina Inflamatoria de Macroéfagos 2, >Quimiocinas de Neutrofilos, °Oxido Nitico Sintetase indutivel,

"Interferon gama, *Fator de necrose tumoral alfa.

Analise estatistica:

Os dados expressos em UFC foram
logaritimicamente transformados e
expressos em média aritmética e desvio
padrdo. Os dados de magnitude de alteracdo
na expressdo génica foram também
logaritimicamente transformados e
expressos em médias geométricas e desvio
padrdo. Os resultados foram analisados pela
ANOVA e as médias comparadas pelo teste
T de Student ndo pareado. Valores de P<
0,05 foram considerados significativos.

Resultados

Com o objetivo de estudar a cinética da
infeccdo por B. melitensis através do trato
gastrintestinal de camundongos e
considerando que a sobrevivéncia de B.
melitensis pode ser afetada pelo baixo pH

32

gastrico, um experimento piloto utilizou 12
camundongos BALB/c fémeas que foram
inoculadas intragastricamente com 10'° UFC
de B. melitensis 16M com ou sem a pré-
administracdo de uma solug¢do a 10% de
bicarbonato de sodio para neutralizar a
acidez  gastrica. Nenhuma  diferenca
significativa na contagem de colonias
bacterianas foi detectada nos linfonodos
mesentéricos, bago ou figado entre os grupos
pré-tratados e ndo tratados apos 24 horas de
infeccdo (Tabela 2), indicando que a
neutralizacdo da acidez gastrica ndo ¢
necessaria para o estabelecimento da
infeccdo sist€émica com B. melitensis em
camundongos através da via intragastrica.



Tabela 2. Média e desvio padrdo da contagem bacteriana em 6rgdos de camundongos infectados com
10" UFC de B. melitensis 16M com ou sem a pré-administragdo de 10% NaHCO;,

Tratamento prévio baco figado LM'
PBS (n=6) 2,30+2,11° 1,10 + 1,09 1,42 +£0,37
NaHCO; (n=6) 1,04 + 1,43 0,72 £ 0,67 1,53+0,24

"Linfonodo mesentérico
? Log de UFC

A cinética de colonizagdo e invasdo através
do trato digestivo foi entdo caracterizada
pela infec¢do via sonda gastrica de
camundongos BALB/c fémeas com 1x10"
UFC de B. melitensis 16M. A colonizagao
bacteriana no ileo, colon, ceco, placas de
Peyers, linfonodo mesentérico, bago e figado
foi determinada apo6s 8 horas, 1, 3,7, 14 e 21
dias apos infecgdo. Embora 1x10' UFC por
animal possa ser considerado uma dose de
inoculo elevada, esta dose foi escolhida com
intuito de obter uma colonizacdo mais
consistente dos tecidos, particularmente nos
estagios iniciais da infeccdo, que € crucial
para caracterizar a disseminagcdo de B.
melitensis do trato digestivo para os sitios
sist€émicos de infec¢ao.

Como mostra a Figura 1, nimero elevado de
UFC de B. melitensis foi recuperado do
colon e ceco as 8 horas apods infec¢ao (0,3
dpi). Estes nimeros rapidamente diminuiram
nos tempos subseqiientes embora pequena
quantidade de bactéria continuou ainda a ser

isolada no intestino grosso até¢ 21 dpi. No
ileo, declinio menor no niumero de UFC foi
observado durante o curso da infeccdo sem
diferenca significativa entre os tempos. Esta
auséncia na diferenga estatistica reflete uma
alta variagdo no numero de UFC que ¢
recuperado do ileo entre os animais apods
infeccdo. Nas placas de Peyer, uma pequena
quantidade de bactéria foi recuperada
durante todo o periodo embora com um
aumento significativo do numero de UFC a
7 e 14 dpi, qual retorna para uma quantidade
abaixo do limite de detecdo a 21 dpi,
indicando que a colonizacdo das placas de
Peyer foi transitéria. Por outro lado,
pequeno numero de UFC foi cultivado dos
linfonodos mesentéricos, bago e figado aos
0,3 e 1 dpi. A quantidade de bactéria nestes
orgdos aumentou significativamente aos 3 e
7 dpi e estabilizou aos 14 e 21 dpi. A
bactéria foi também re-isolada no sangue e
nos linfonodos cervicais superficiais e
axilares em alguns animais ao longo do
curso de infeccdo (Tabela 3).
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Figura 1. Cinética da infecg@o por Brucella melitensis em camundongos pelo trato digestivo. Fragmenos
de ileo, célon, ceco, placas de Peyer (PP), linfonodo mesetérico (LM) bago e figado foram
homogeneizados em PBS e plaqueados para contagem bacteriana aos 0,3, 1, 3, 7, 14 ¢ 21 dpi. A diferenca
significativa entre os tempos de infec¢do estd indicada por asterisco (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).
N.S. € ndo significativo. Os dados estdo representados por média aritmética e erro padrao de cinco ou dez

(1 e 7 dpi) camundongos por cada tempo.

34



Tabela 3. Numero de animais positivos a bacteriologia de sangue, linfonodos cervicais superficiais e
axilares de camundongos infectados intragastricamente com Brucella melitensis (n=5).

Dias ap6s infec¢io

Tecido 0,3 1 3 7 14 21
sangue 0 2 0 2 0 3
LC' NAS 0 1 4 4 3
LA? NA 0 0 0 2 2

T+ - . .
Linfonodos cervicais superficiais

? Linfonodos axilares

3 Nao avaliado

A resposta inflamatdria durante infecg¢@o por
Brucella tem sido caracterizada no baco de
camundongos inoculados via intraperitonial.
IFNy, TNFa e iNOS apresentam um
aumento na expressdo de RNAm no bago de
camundongo durante infec¢do por Brucella
(Pasquali et al., 2001; Roux et al., 2007).
Células do bago de camundongos infectados
via gastrintestinal apresentaram um perfil
semelhante da expressdo de RNAm destes
genes inflamatdrios (Figura 2).

Para investigar se B. melitensis induz uma
resposta inflamatoria no intestino durante a
infeccdo gastrintestinal, a expressdo de
quimiocinas e citocinas proinflamatorias foi
verificada através do RT-PCR em tempo
real em ileo de camundongo aos 1, 3 e 7 dpi
como demonstrado na Figura 3. A expressdo
de IL-6 e das quimiocinas, proteina
inflamatoria de macrofago 2 (MIP-2)
proteina inflamatéria de macrofago 3 alfa
(MIP-3a), quimiocina de neutréfilos (KC),
ndo alterou significativamente ao longo do
curso de infecgdo. Enquanto IL-6 ¢ KC nao
apresentaram nenhum aumento na expressao
em comparagdo com animais nao infectados,
MIP-2 e MIP-3a tiveram aumento de
aproximadamente 4 vezes na amplitude de
expressdo em todos os tempos avaliados. A
expressao de iNOS aumentou
significativamente (p=0,05) aos 3 dpi, mas
apresentando apenas um aumento discreto
de aproximadamente 6 vezes quando
comparado aos animais nao infectados.

Para caracterizar as lesdes inflamatorias
causadas pela B. melitensis no intestino de
camundongos intragastricamente infectados,
seccOes do ileo com uma placa de Peyer,
colon, figado e bago foram histologicamente
avaliados e a localizacdo in situ da bactéria
determinada por imunoistoquimica. Nao foi
observada nenhuma inflamacdo  nos
fragmentos de ileo e colon avaliados ao
longo do curso de infecgdo (Figura 4ab). Em
alguns camundongos havia rara exocitose de
neutrofilos na mucosa ileal. Grau variavel de
hiperplasia linféide foi observado nas placas
de Peyer. A auséncia de lesdes induzidas por
B. melitensis no intestino esta de acordo com
o perfil de expressio de RNAm de
quimiocinas e citocinas, que ¢ caracterizado
por aumento muito discreto. B. melitensis
imunomarcada foi raramente observada no
citoplasma de células  inflamatdrias
mononucleares na  ldmina  propria.
Alteragdes inflamatérias no bago foram
caracterizadas por focos discretos de
infiltrado neutrofilico e histiocitose discreta
a moderada na zona marginal e
microgranulomas (Figura 4¢). B. melitensis
imunomarcadas foram raramente detectadas
dentro de macrofagos na polpa vermelha. No
figado, granulomas multiplos compostos por
macrofagos, linfocitos e raros neutrofilos
foram observados (Figura 4d). Embora o
método de imunoistoquimica seja uma
ferramenta 1til para determinar a localizacdo
da Brucella nos tecidos de outras espécies
animais, neste estudo houve detecgdo
precaria de B. melitensis imunomarcadas
devido a sensibilidade analitica menor deste
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método em tecidos de camundongos como previamente descrito (Meador et al., 1986).
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Figura 2. Expressdo de RNAm de genes proinflamatorios no bago de camundongos infectados com
Brucella melitensis aos 7, 14 e 21 dpi em comparagdo a animais controles ndo infectados mesurado pelo
RT-PCR em tempo real. Os dados estdo representados por média geométrica e erro padrdo de cinco
camundongos por cada tempo. IFNy (Interferon gama), TNFa (Fator de necrose tumoral alfa), iNOS
(Oxido Nitico Sintetase indutivel).
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Figura 3. Expressio de RNAm de genes proinflamatérios no ileo de camundongos infectados com
Brucella melitensis aos 1, 3 ¢ 7 dpi em comparagdo a animais controles ndo infectados mesurado pelo
RT-PCR em tempo real. * p=0.05. Os dados estdo representados por média geométrica e erro padrdo de
cinco camundongos por cada tempo. IL-6 (Interlucina-6), KC (Quimiocinas de Neutrofilos), MIP-2
(Proteina Inflamatoria de Macréfagos 2), MIP-3a (Proteina Inflamatéria de Magrofagos 3alfa), iNOS
(Oxido Nitico Sintetase indutivel).
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Discussao

Embora o trato digestivo seja reconhecido
como o sitio de entrada mais importante na
brucelose humana e também nos animais
domésticos, existe numero reduzido de
estudos investigando a infecgdo por Brucella
através desta via (Pasquali et al., 2003,
Bandara et al., 2007, Delpino et al., 2007;
Sangari et al., 2007; Izadjoo et al., 2008).
Este estudo estabeleceu um modelo animal
de infeccdo gastrintestinal por B. melitensis
demonstrando a cinética de infecgdo até 21
dias apds inoculagdo intragastrica em
camundongos.

O trato digestivo ¢ um ambiente restritivo a
colonizagdo e multiplicacao de
microorganismos patogénicos. Ha varios
fatores limitantes como acidez gastrica, sais
biliares, peptideos antimicrobianos,
anticorpo de mucosa, barreira epitelial,
microbiota intestinal, resposta imunologica
local (Borriello, 1984; Magalhaes et al.,
2007). Por esta razdo, a Brucella deve ser
habil em resistir a este ambiente hostil para
conseguir atingir seu nicho intracelular e
estabelecer infecgdo sistémica através do
trato digestivo. Através da caracterizagdo da
cinética de infec¢do por B. melitensis pelo
trato digestivo, foi demonstrado que a
bactéria pode resistir ao trato digestivo e
sobreviver em numero pequeno, mas
significativo (em torno de 100 UFC
bactérias/g de tecido) até 7 dpi no intestino,
permitindo tempo suficiente para atingir as
células e vasos na submucosa intestinal e
disseminar sistemicamente. Embora nao
tenha sido feita nenhuma distingdo entre
bactérias presente no lume e no tecido, estes
resultados sugerem colonizacdo de células,
presumivelmente macrofagos e células
dendriticas na lamina propria e de foliculos
linféides intestinais.

Estudos prévios sugerem que apds a entrada

por via oral, a Brucella ¢ internalizada por
células M no intestino e fagocitada por
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macrofagos e células dendriticas na lamina
propria (Ackermann et al., 1988; Salcedo et
al., 2008). A partir deste ponto, a bactéria
atinge o linfonodo regional de onde se
multiplica e dissemina para outros tecidos.
Neste trabalho foi demonstrado que B.
melitensis consistentemente atinge
linfonodos mesentéricos e sitios sistémicos
em tempos de infeccdo semelhantes,
sugerindo que a colonizagdo sistémica
possivelmente ocorra através de vasos
sanguineos ¢ provavelmente independente
da colonizag¢do dos linfonodos mesentéricos.
A colonizacdo de orgdos sist€micos
simultaneamente a  colonizagdo de
linfonodos mesentéricos, também tem sido
demonstrada na infeccdo com bactérias
enteropatogénicas como Yersinia
pseudotuberculosis em  camundongos
(Barnes et al., 2006). Interessantemente,
neste estudo a bactéria foi detectada no
sangue em diferentes tempos de infeccdo
sugerindo uma consistente bacteremia no
camundongo. Em humanos, a Brucella pode
causar um bacteremia inicial e transitoria,
seguida por invasdo de células fagociticas ¢
reaparecimento no sangue em baixo numero,
seja continuamente ou intermitentemente
(Pappas e Papadimitriou, 2007).

A Brucella ndo ¢ considerada um patdgeno
capaz de causar inflamacdo intestinal.
Embora existam alguns relatos de
inflamacdo do trato gastrintestinal causada
por Brucella em humanos (Petrella e Young,
1988; Jorens et al., 1991; Potasman et al.,
1991; Stermer et al., 1991; Mazokopakis et
al., 2008). Neste estudo ficou demonstrado
que B. melitensis atravessa o intestino para
os sitios sistémicos sem causar nenhuma
inflamacdo no trato digestivo. Nao houve
expressdo de KC e somente indugdo discreta
da expressdo de MIP-2 e MIP-3a no ileo.
KC e MIP-2 sdo quimiotaticos para
polimorfonucleares como neutrofilos
enquanto MIP-3a € um fator quimiotatico de
linfocito T. Todas essas quimiocinas podem
ser produzidas por macrofagos e células



dendriticas em resposta a infecgdo por varios
patogenos (Jenner e Young, 2005). Outros
genes inflamatérios como IL-6, IL-12 ¢ IL-
10 ndo tiveram aumento na expressao.
Adicionalmente, neste estudo ndo foi
observado nenhum influxo de neutréfilo e
nenhuma alteracdo histopatologica
significativa no ileo ou célon. Por outro
lado, as lesdes histopatoldgicas observadas
no baco e figado, incluindo infiltrado
neutrofilico e microgranulomas foram
semelhantes as lesdes previamente descritas
em camundongos infectados por outras vias
de infeccdo (Enright et al., 1990; Mense et
al., 2001).

A auséncia de resposta inflamatéria induzida
por Brucella no intestino pode ter duas
explicagdes plausiveis. Primeiro, a Brucella
¢ considerada uma bactéria furtiva que evita
a ativagdo da resposta imunoldgica inata
durante o estabelecimento da infec¢do
(Barquero-Calvo et al., 2007; Carvalho
Neta, et al., 2008; Cirl et al., 2008; Salcedo
et al., 2008). A auséncia de resposta pro-
inflamatoéria tem sido demonstrada durante
infeccdo por B. abortus em camundongos
(Barquero-Calvo et al., 2007). Além disso,
B. abortus ¢ capaz de suprimir a resposta
proinflamatéria das células trofoblasticas
bovinas (Carvalho Neta, et al., 2008).
Consequentemente, em concordancia com

estudos prévios, este estudo demonstrou que
B. melitensis pode invadir através do trato
digestivo sem induzir inflamagdo local. Por
outro lado, a auséncia de resposta
inflamatéria intestinal neste caso também
pode ser atribuida ao fato de que um trato
digestivo saudavel tem um estado
inflamatorio particular qual ¢ responsavel
em manter a homeostase com as bactérias
comensais. Somente patogenos
enteropatogé€nicos sdo capazes de quebrar
esta barreira intestinal, estimulando resposta
inflamatoéria local (Magalhdes et al., 2007;
Fukata e Abreu, 2007).

Enfim, embora brucelose humana seja uma
doenga oriunda de alimentos contaminados,
ndo se espera uma inflamacdo intestinal
durante infec¢do oral fato que
provavelmente contribui para a
disseminagdo e estabelecimento da infecgdo
sistétmica cronica. O modelo animal de
infeccdo por Brucella em camundongo tem
sido fortemente baseado na inoculagdo
intraperitonial qual ¢ obviamente uma via
ndo natural de infecgdo. Por esta razdo, a
mimetizagdo de sitos de entrada natural de
infeccdo, como trato gastrinstestinal, ¢
necessaria para melhor entendimento dos
fatores do patégeno e do hospedeiro
envolvidos no estabelecimento da doenga.
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CAPITULO 3:
REQUERIMENTO DOS FATORES
DE VIRULENCIA: UREASE, LPS E
SST4 DURANTE INFECCAO POR
B. MELITENSIS PELO TRATO
DIGESTIVO.

Objetivos

Investigar o requerimento da urease, SST4 e
LPS da B. melitensis para o estabelecimento
da infecgdo pelo trato digestivo em
camundongos.

Material e métodos

Geracdo de amostras mutantes e técnica de
DNA recombinante:

O requerimento da urease, SST4 ¢ LPS no
estabelecimento da infeccdo de B. melitensis
pelo trato digestivo em camundongos foi
acessado pela construgdo de amostras de B.
melitensis carregando delec@o de ured, ureB
e ureC do operon urel, delegdo polar do
virB2, ou rompimento do  pmm
(phosphomanomutase), denominadas
BMAurel, BMAvirB2, BMApmm,
respectivamente, foram construidas como
detalhado abaixo.

Para geracdo da amostra BMAurel, foi
construido um plasmideo que gerou uma
delegdo marcada das subunidades offy
codificadas pelos genes ureC, ureB € ured,
respectivamente, do operon urel (BMEI
1652-1654, ntmero de acesso GenBank
NCO003317). Segmentos anteriores ¢
posteriores a urel foram amplificados pela
PCR utilizando os iniciadores BM1652upF-
BM1652upR ¢ BMI1654dnF-BM1654dnR,
respectivamente (Tabela 4). Os produtos de
PCR foram clonados no vetor pCR2.1
TOPO usando o kit de clonagem TOPO-TA
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). O
segmento anterior foi cortado por dupla
digestdo enzimatica com Xbal e EcoRI e
clonado em pBluescript KS (Stratagene, CA,
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EUA). O segmento posterior foi entdo
cortado com enzimas FEcoRI e Sall, e
clonado dentro do mesmo plasmideo.
Posteriormente, um cassete de kanamicina
71903 oriundo do pUC4-KSAC (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, Alemanha) foi
digerido por EcoRI e clonado entre os
segmentos anterior e posterior gerando o
plasmideo final pUR. A sequéncia e a
diregdo correta dos fragmentos clonados
foram verificadas por sequenciamento. O
pUR foi introduzido por eletroporagdo na B.
melitensis 16M e clones com resisténcia a
kanamicina e sensibilidade a carbenicilina
foram selecionados. A delecdo da ureC, B, A
do cromossomo [ da B. melitensis foi
confirmado por Southern blot.
Adicionalmente, a perda da atividade da
urease pela amostra mutante foi confirmada
pelo Urease Test Broth (Difco).

Uma vez que o operon virB ¢ 100%
conservado entre B. abortus € B. melitensis,
um plasmideo construido previamente
PAV2.2 (den Hartigh et al., 2004), baseado
na seqiiéncia genomica da B. abortus, foi
usado para obter uma amostra mutante de B.
melitensis carregando uma deleg@o do virB2.
O pAV2.2 ¢é um pBluescript KS com
produtos de PCR da sequéncia virB988-1562
and virB1796-2458 da B. abortus (nimero
de acesso GenBank AF226278) separados
por um cassete de resisténcia a kanamicina.
Este plasmideo foi introduzido por
eletroporacdo dentro da B. melitensis 16M e
clones com resisténcia a kanamicina e
sensibilidade = a  carbenicilina ~ foram
selecionados. A delecdo do virB2 do
cromossomo Il da B. melitensis foi
confirmado por Southern blot.

Para a constru¢do da amostra com LPS
rugoso de B. melitensis, um plasmideo
construido previamente, pNH1.3 baseado na
sequéncia genomica de B. abortus foi usado.
Este plasmideo gera rompimento do gene
phosphomannomutase seja na B. abortus ou
B. melitensis (pmm ntmero de acesso



GenBank BAB2 0855 para B. abortus ou
BMII 0899 para B. melitensis) e
consequentemente a ndo produgdo ou
produgdo proteina truncada. O pNH1.3 é um
pBluescript KS com produto de PCR
correspondente a fragmento interno do pmm
usando iniciadores PMM355F e PMM610R
(Tabela 4). Este plasmideo foi introduzido

por eletroporacdo na B. melitensis 16M e
clones com resisténcia a carbenicilina foram
selecionados. O fenétipo mutante de LPS
rugoso foi confirmado através da coloragao
pelo cristal violeta. Todas as amostras de
bactéria usadas ou geradas neste trabalho,
bem como plasmideos e iniciadores, estdo
listados na Tabela 4.

Tabela 4. Lista das mostras de bactéria, plasmideos e iniciadores usados no experimento.

Nome

Descricao

Amostras de
bactéria 16M

B. melitensis amostra virulenta

TAP1 (BMAvirB2)  B. melitensis AvirB2::kan

TAP4 (Aurel)

B. melitensis Aurel ::kan

TAPS (Apmm) B. melitensis Apmm::amp
DH5a Amostra de E. coli usada para clonagem
plasmideos pCR2.1-TOPO vetor de clonagem TA
pBluescript KS vetor de clonagem
pUC4-KSAC Plasmideo com cassete de resisténcia a kanamicina 72903
Produto de PCR do urel703818-1704817 e urel707273-
pUR 1708272 separados por 77903 dentro pBluescript KS.
Produto de PCR do virB988-1562 e virB1796-2458 separados
pPAV2.2 por 7rn903 dentro pBluescript KS
pNHI1.3 Produto de pmm355-610 dentro de pBluescript KS.
iniciadores BM1652upF TCTAGAGGCTTGCAGGAGATTGAT Xbal*
BM1652upR GAATTCGCCGGAGTATGAGATATG EcoRI*
BM1654dnF GAATTCGGCGGCCATCGCGATCAA EcoRI*
BM1654dnR GTCGACCGTCAACGGGACCGGTGA Sall*
PMM355F GCTCCACCGAAACCGATGC
PMM610R TCGCTTTTGCCCCATTGG

* sitios de restri¢do enzimatica estdo grifados na sequéncia dos iniciadores.

Eletroporacao:

A cletroporagdo foi realizada segundo
protocolo previamente descrito (Lai et al.,
1990) O precipitado de B. melitensis
cultivada em Triptic Soy Broth (TSB,
Difco/Becton-Dickinson) por 12 horas a
37°C foi lavado 3 vezes com agua estéril
gelada para tornar a bactéria eletricamente
competente. 50 ul de B. melitensis
competente foi eletroporada com 1 ng de
plasmideo final a 2,20 KV e 5,40 ms,
utilizando cubetas para eletroporagdo de 0,1
cm e eletroporador Bio-Rad (Bio-Rad
laboratories, Hercules, CA, EUA). Placas de

dgar infusdo de batata com antibidticos
apropriados foram utilizadas para selecionar
coldnias candidatas a amostras mutantes.
Carbenicilina 100 mg/l ou kanamicina 100
mg/l foram adicionadas ao meio quando
necessario. Todos os experimentos com
Brucella viva foram realizados sob
condi¢des de biosseguranca de nivel 3.

Southern blot:

O DNA gendémico de B. melitensis 16M e
das amostras candidatas a mutantes
selecionadas foram extraidos e digeridos
com EcoRI ou Fspl e resolvidos em gel de
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agarose a 0,8% a 90 Volts. O gel foi
depurado com solugdo 0,25M HCI e
desnaturado com solu¢do 1,5M NaCl e 0,5M
Tris e os fragmentos de DNA transferidos
por capilaridade para membrana de nylon
carregada positivamente. Posteriormente, os
fragmentos de DNA foram imobilizados na
membrana através da exposi¢do a radiagdo
ultra violeta (comprimento de onda 254 nm)
¢ desnaturados com tampdo 2x SSC (3M
NaCl, 0,3M Citrato Trissodico.2H,0). As
sondas do DNA alvo marcadas com
fluoreceina foram construidas por reagdo de
PCR utilizando kit com iniciadores
randomicos marcados (Fluorescein-High
Prime - Roche Applied Science,
Indianapolis, EUA). As sondas foram entdo
hibridizadas com a membrana ¢ a ligagdo
revelada com reagente quimioluminescente
(DNA Chemiluminescence Reagent,
PerkinElmer Life Sciences, Boston, EUA).

Andlise qualitativa da atividade enzimatica
da urease:

As amostras B. suis 1330, B. melitensis 16M
e BMAurel foram cultivadas por 72 horas
em TSB a 37°C sob agitacdo. 50 ul da
cultura foi usada para inocular 5 ml de
Urease Test Broth (Difco) que foi incubado
a 37°C sob agitacdo. Alteracdo na cor do
Urease Test Broth foi verificada apoés 8, 24,
48, 72 e 96 horas de incubagdo. A cor rosa
indica que a atividade da urease esta
presente. Amostra B. suis 1330 foi utilizada
como controle posistivo. Um Urease Test
Broth nao inoculado foi usado como
controle negativo.

Coloragao cristal violeta:

Colonias individuais de Brucella em placas
de TSA foram submersas em solucdo de
Cristal Violeta a 0,05% por 1 minuto e
examinadas apds a remoc¢do do cristal
violeta. Colénias de Brucella com LPS
rugoso coram de roxo enquanto as com LPS
liso ndo coram.

Condigdes de cultivo:
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Brucella melitensis amostra virulenta 16M e
amostras  mutantes  isogénicas  foram
cultivadas em placas TSA (Difco) com 5%
de sangue ovino a 37°C sobre atmosfera
com 5% de CO, durante quatro dias e
ressuspendida em PBS a uma concentragdo
de 1x 10" UFC/ml para o preparo do
in6culo usado nos camundongos. Amostras
também foram cultivadas em TSB (Difco) a
37°C sob agitacdo para os experimentos in
vitro.

Infec¢do dos camundongos:

Grupos de cinco (amostras mutantes) ou dez
(amostra  16M) camundongos fémeas
BALB/c ByJ com idade entre seis a oito
semanas foram inoculados via intragastrica
por sonda com 0,1 ml de PBS contendo
aproximadamente 1x10'° de B. melitensis
16M virulenta ou amostra isogénica
mutante. No experimento de infec¢do mista,
grupos de cinco camundongos foram
inoculados intragastricamente por uma
sonda com 0,1 ml de PBS contendo
aproximadamente 2 x 10" UFC de uma
mistura 1:1 de amostra virulenta 16M e uma
das amostras mutantes. Os indexes de
competitividade foram calculados como log
(UFC da amostra mutante/ UFC da amostra
virulenta) e ajustada em cada caso para a
razdo entre o inoculo da amostra mutante e
amostra 16M. Com infec¢do mista a
variagdo individual € inexistente durante a
comparagdo entre amostra virulenta e
mutante.

Bacteriologia:

Para quantificacdo bacteriana, os tecidos em
PBS estéril foram pesados, homogeneizados,
e plaqueados. Figado e bago foram
plaqueados em TSA com ou sem antibidtico
e demais oOrgaos do trato digestivo foram
plaqueados em meio seletivo para Brucella,
meio de Farrell ou TSA com antibidtico .
Placas sem antibidticos foram usadas para
isolar amostra 16M e placas com antibidtico
apropriado para amostras mutantes. As
placas foram mantidas a 37°C com 5% de
CO, e a contagem de UFC foi realizada ap6s



quatro dias. No caso do experimento de
infeccdo mista mesmo volume do
homogeneizado do tecido foi plaqueado em
placas TSA (bago e figado) ou Farrel
(intestino e LM) e em TSA com antibiotico
apropriado para determinar o indice de
competitividade. A contagem bacteriana em
placas TSA ou Farrel representaram todas as
amostras de B. melitensis presntes no tecido
¢ as colonias isoladas na placa de TSA com
antibidtico eram as amostras mutantes. A
diferenga entre as placas representou o
nimero de UFC da amostra virulenta 16M.

Susceptibilidade a baixo pH in vitro:

O pH da solug@o PBS foi ajustada para pH
2, 4 ou 7 pela adi¢ao de 1N HCI. Solugdes
de PBS com pH diferente foram inoculadas
com 1x 10° UFC/ml de amostra 16M ou
mutantes ¢ incubadas a 37°C. Apods 30
minutos de incubacdo, diluicdo seriada de
cada solucdo foi plaqueada em TSA para
contagem bacteriana.

Susceptibilidade in vitro a sais biliares:

A susceptibilidade das amostras de B.
melitensis a sais biliares foi testada de
acordo com Delpino et al. (2007). Amostras
virulenta e mutantes foram cultivadas em
TSB até atingir fase de crescimento
exponencial ¢ entdo ressuspendidas em 5 ml
de TSB com 0%, 5% ou 10% de bile bovina
(Oxgall, USBiological, = Massachusetts,
EUA) na concentragdo de 1x 10° UFC/ml.
Solugdes sdo incubadas a 37°C sob agitagdo

por 18 horas e diluicdo seriada de cada
solugdo foi plaqueada em TSA para
contagem bacteriana.

Analise estatistica:

Os dados expressos em UFC foram
logaritimicamente transformados e
expressos em média e desvio padrdo. Os
resultados foram analisados pela ANOVA e
as médias comparadas pelo teste T de
Student ndo pareado. Na infecgdo mista, os
dados foram logaritimicamente
transformados e as médias comparadas pelo
teste T de Student pareado. Valores de P<
0,05 foram considerados significativos.

Resultados

A delegdo da ureCBA na amostra BMAurel
foi confirmada por Southern blot (Figura 5),
e pela perda da atividade da urease pela
amostra mutante verificada pelo Urease Test
Broth. A amostra virulenta 16M alterou a
cor do meio com 48 horas enquanto a
amostra mutante BMAurel ndo alterou a
cor. A dele¢do do virB2 na amostra
BMAvirB2 foi também confirmada por
Southern blot (Figura 6). A dele¢ao do pmm
na amostra BMApmm foi confirmada pelo
fenotipo de LPS rugoso demonstrado pela
coloragdo por cristal violeta. Colonias e
Brucella com LPS rugoso absorveram e
coraram de azul pelo cristal violeta enquanto
as com LPS liso nao.
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Figura 5. Southern blot para confirmagdo do mutante BMAurel. Coldnias selecionadas C1, C2, C4 e C5
foram confirmadas como mutantes. A amostra C4 foi amostra mutante utilizada nos experimentos. DNA
gendmico digerido com EcoRI. A sonda utilizada corresponde a sequéncia BM1703818-1704817.

16M C1  C2

C3

C4 C5

S - 6 Kb

1,9kb

Figura 6. Southern blot para confirmacdo do mutante BMAvirB2. Todas as cinco coldnias selecionadas
(C1 a CS5) foram confirmadas como mutantes. A amostra Cl foi amostra mutante utilizada nos
experimentos. DNA genomico digerido com Fspl. A sonda utilizada foi seqiiéncia correspondente a

virB1-3.

Os camundongos BALB/c foram
intragastricamente inoculados com amostra
virulenta B. melitensis 16M ou com uma das
amostras mutantes e a disseminagdo e
multiplicagdo bacteriana local e sistémica
foram determinadas pela bacteriologia.
Contagem bacteriana foi determinada no
ileo, linfonodo mesentérico, baco, figado a 1
e 7 dpi. No 1° dpi, a bactéria foi recuperada
em maior nimero de animais infectados com
16M do linfonodo mesentérico ¢ bago do
que em camundongos infectados com
mutantes BMAvirB2 e BMApmm, embora o
nivel de infeccdo ndo seja estatisticamente
diferente (p>0,05) (Figura 7a). Ja no 7° dpi,
UFC recuperadas do 1ileo, linfonodo
mesentérico, bago e figado de camundongos
infectados com BMAvirB2 and BMApmm
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foram significativamente menor quando
comparados aos animais infectados com
16M (p>0,05). Numero significativamente
menor de UFC da BMAurel foi também
recuperado do bago e figado (p<0,05) como
demonstrado na Figura 7b.

O experimento de infec¢do mista foi
realizado para confirmar a atenuacdo das
amostras mutantes pela via intragéastrica e
resultados similares foram observados para
BMAvirB2 ¢ BMApmm (Figura 8cd e 8ef).
Menor numero de UFC de BMAurel foi
recuperado somente no ileo a 1 dpi e no
linfonodo mesentérico a 7 dpi (Figura 8ab).
Estes resultados indicam que BMAvirB2 e
BMApmm sdo atenuados no bacgo, figado e
linfonodo  mesentérico aos 7  dpi.
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Figura 7. Contagem bacteriana de Brucella melitensis em tecidos de camundongos infectados
intragastricamente com B. melitensis amostra 16M ou amostras mutantes. Fragmentos de ileo, linfonodo
mesentérico (LM), bago, figado foram homogeneizados em PBS e plaqueados para contagem de UFC aos
1dpi (A) e 7 dpi (B). Houve diferenca significativa entre os animais infectados com 16M e infectados
com amostras mutantes como indicado pelas grades (‘p<0,05, “p<0,01 e ~p<0,001). Os circulos pretos
representam um animal e a linha preta a média aritmética de cinco ou dez (amostra 16M) camundongos a
cada tratamento e tempo.
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Figura 8. Contagem bacteriana em tecidos de camundongos infectados intragastricamente com suspensio
mista (1:1) de Brucella melitensis amostra 16M e uma amostras mutante como indicado. Fragmentos de
ileo, linfonodo mesentérico (LM), bago, figado foram homogeneizados em PBS e plaqueados para
contagem de UFC aos 1dpi e 7 dpi. Os graficos A, C ¢ E representam as médias aritméticas e o erro
padrdo e B, D ¢ F indicam o indice de competitividade da infecgdo mista, calculada no log (UFC da
amostra mutante/UFC da 16M) ajustado para a mesma razdo do indculo.

Acidez géstrica e sais biliares s3o as
principais barreiras para sobrevivéncia
bacteriana no trato digestivo (Borriello et al.,
1984). Com objetivo de testar se as delecdes
do virB2, urel ou pmm, resultaram em
aumento da susceptibilidade a acidez
gastrica, um ensaio de susceptibilidade a
baixo pH foi realizado. Nenhuma diferenca
significativa foi observada na contagem de
UFC entre amostra virulenta e mutantes
recuperados do pH 7 e pH 4 apo6s 30 minutos
a 37°C. Todas as amostras de B. melitensis
16M ou mutantes apresentaram uma
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diminui¢do significativa na contagem de
UFC a pH 2 com nenhuma diferencga
significativa entre as amostras (Figura 9).

Ao mesmo tempo, a susceptibilidade de
16M e amostras mutantes a sais biliares foi
verificada usando TSB com 5% ou 10% de
bile bovina. Houve um decréscimo de 1,2
log de UFC para 16M e BMApmm em TSB
com 5 ¢ 10% de bile bovina enquanto
BMAvirB2, BMAurel apresentou um
decréscimo de 1,6 log de UFC. Contudo,
ndo houve diferenca estatistica entre amostra



virulenta ¢ amostras mutantes (Figura 10).
Estes resultados indicam que existe
susceptibilidade similar a baixo pH e a sais
biliares quando comparada amostra virulenta
16M e as amostras mutantes, suportando a

log UFC/ml

16M
B pH7

ideia que a colonizagdo reduzida apresentada
pelas amostras mutantes nao foi resultante
de resisténcia reduzida ao pH acido ou a sais
biliares durante a passagem no trato
digestivo.

virB2 pmm

OpH4  EpH2

Figura 9. Analise da sobrevivéncia da Brucella melitensis 16M e amostras mutantes a pH 7, 4 e 2 apods 30
minutos a 37°C. As solugdes contendo bactéria foram diluidas e plaqueadas para contagem de UFC. Os
resultados estdo representados por média aritmética e desvio padrdo de dois experimentos independentes.
Nao houve diferencga entre as amostras avaliadas pelo teste T de Student ndo pareado (p> 0,05).

log UFC/ml

16M ure1

virB2 pmm

B TSB O5% oxgall @ 10% oxgall

Figura 10. Analise da sobrevivéncia da Brucella melitensis 16M e amostras mutantes a solugdes
contendo 5 ou 10% de sais biliares (bile bovina) ap6s 18 horas sob agitacdo a 37°C. As solugdes contendo
bactéria foram diluidas e plaqueadas para contagem de UFC. Os resultados estdo representados por média
aritmética e desvio padrio de trés experimentos independentes. Ndo houve diferenga entre as amostras

avaliadas pelo teste T de Student ndo pareado (p> 0,05).
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Discussio

Relatos prévios indicam que a urease pode
ter um papel importante na sobrevivéncia e
invasdo através do trato digestivo (Bandara
et al., 2007; Sangari et al., 2007), por outro
lado, SST4 e LPS tém sido reconhecidos
como fatores de viruléncia importantes para
sobrevivéncia intracelular, contudo o papel
deles durante os passos iniciais da infecg¢ao
pela via oral ndo € conhecida (Boschiroli et
al., 2002; Lapaque et al., 2005). Com intuito
de investigar o requerimento da urease,
SST4 e LPS no estabelecimento da infecc¢do
de B. melitensis pelo trato digestivo em
camundongos, amostra mutantes com
delegdo de ureCBA do operon urel, delegdo
polar do virB2, ou delecdo do pmm foram
construidos.

Os genes que codificam urease parecem ser
requeridos para o estabelecimento da
infeccdo por B. suis e B. abortus por via oral
em camundongos (Bandara et al., 2007
Sangari et al., 2007). A urease ¢ uma enzima
com varias subunidades, envolvida no
metabolismo do nitrogénio, que causa
aumento no pH devido a producdo de
amonia como resultado da hidrélise da uréia
(Collins e D'Orazio, 1993). B. abortus ¢ B.
suis possuem dois operons ndo adjacentes de
urease. A urel ¢ responsavel pela atividade
da urease e a sua inativacao causa atenuagao
em camundongos inoculados via trato
digestivo (Sangari et al., 2007, Bandara et
al., 2007; Contreras-Rodriguez et al., 2008).
A B. melitensis possui também dois operons
ndo adjacentes da urease, ¢ usualmente
apresenta atividade de urease mais baixa que
B. suis e B. abortus. Apesar de alguns
isolados de B. melitensis apresentarem
atividade de urease semelhante a B. suis e B.
abortus (Corbel e Hendry, 1985; Alton et
al., 1988).

Neste estudo, uma amostra mutante de B.
melitensis com delecdo das subunidades ofy
do operon urel foi gerada para verificar o
papel da urease como fator de viruléncia
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durante infeccdo gastrintestinal.
Interessantemente, BMAurel é atenuada aos
7 dpi no baco e figado do camundongo,
quais resultados sdo semelhantes ao estudo
prévio com B. suis (Bandara et al., 2007).
Contudo, o mutante ndo foi atenuado no
linfonodo mesentérico. Por outro lado,
BMAurel € atenuada no ileo e no linfonodo
mesentérico, mas ndo no baco e figado
durante infec¢do mista. Estes resultados
sugerem que infec¢cdes independentes ou
mistas podem ter efeitos distintos na
atenuacdo de BMAurel, como por exemplo,
a infec¢@o pela amostra mutante pode sofrer
efeitos compensatorios da co-infec¢do com
amostra virulenta 16M.

E importante ressaltar que o namero
pequeno de bactéria no bago de
camundongos infectados com BMAurel nao
¢ necessariamente devido & menor
habilidade do mutante em sobreviver no
trato digestivo e, consequentemente, em
atingir os sitios sistémicos. Esta ideia ¢
suportada pelos resultados indicando que
BMAurel tem um taxa de sobrevivéncia
semelhante & amostra virulenta em pH acido.
Adicionalmente, foi demonstrado que a
neutralizacdo do pH gastrico ndo foi
essencial para o estabelecimento da infec¢do
por B. melitensis pelo trato digestivo. Estes
resultados significam que embora a acidez
gastrica  afete  significativamente  a
sobrevivéncia de B. melitensis no trato
digestivo, ela ndo impede o estabelecimento
da infecgdo sistémica.

O SST4 e LPS sio dois fatores de viruléncia
importantes da Brucella. O SST4 € essencial
para a sobrevivéncia e multiplicagdo em
macrofagos e infeccdo persistente em
camundongos (O’Callaghan et al., 1999;
Hong et al., 2000; den Hartigh et al., 2004 e
2008). Ja a cadeia O do LPS ¢ incriminada
na sobrevivéncia extracelular e intracelular
inicial, inibicdo da apoptose, modulagdo da
resposta imunoldgica do hospedeiro (Allen
et al., 1998; Porte et al, 2003; Jimenez de



Bagues et al., 2004; Lapaque et al., 2005).
Contudo, o requerimento destes fatores de
viruléncia nao foi ainda investigado pela via
gastrintestinal. Este trabalho demonstrou que
BMAvirB2, amostra mutante com SST4
afuncional e BMApmm, amostra mutante
deficiente de fosfomanomutase,uma enzima
importante na formagao da cadeia O do LPS,
sdo atenuados em camundongos infectados
intragastricamente. Nao se pode afirmar que
houve deficiéncia na invasdo, visto que ndo
houve diferenca na quantidade de bactéria
isolada entre BMAvirB2 e amostra virulenta
16M a 1 dpi. Uma vez que a diferenca foi
detectada apenas com 7 dpi, sugere-se que
SST4 ¢é requerido para ter intensidade de
colonizagdo semelhante a amostra virulenta
na infec¢do via trato digestivo apos 7 dpi,
semelhante ao que ocorre nas infec¢des
experimentais pela via intraperitonial em
camundongos (Rolan e Tsolis, 2007). Esta
atenuacdo observada na amostra deficiente
de SST4 indica que a perda da habilidade
em sobreviver intracelularmente independe
da via de infec¢do. Por outro lado,
BMApmm foi atenuada em camundongos
aos 1 e 7 dpi. Uma hipétese para explicar
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1. Resultados de contagem bacteriana (log de UFC) durante a cinética de infeccéo.

Dias ap6s infec¢io

ileo 0,3 1 3 7 14 21
Y 3,311 2,547 1,217 2,711 1,721 1,548
dp 2,064 0,535 1,726 1,3 1,195 0,921
ep 0,923 0,169 0,772 0,411 0,534 0,412
ceco 0,3 1 3 7 14 21
x 4,857 4,086 2,655 2,118 2,065 0,993
dp 0 0,531 0,488 0,816 0,51 1,094
ep 0,007 0,237 0,218 0,365 0,228 0,489
célon 0,3 1 3 7 14 21
X 5,676 3,734 3,231 2,513 0,982 1,13
dp 0,134 1,419 0,759 1,345 0,909 1,055
ep 0,06 0,449 0,339 0,425 0,408 0,471
PP 0,3 1 3 7 14 21
x 0,241 0,101 0,296 1,383 1,507 0,217
dp 0,515 0,496 0,331 1,03 0,454 0,738
ep 0,23 0,157 0,148 0,326 0,203 0,33
LM 0,3 1 3 7 14 21
X 0,483 0,57 1,297 2,725 3,159 3,456
dp 0,595 0,562 0,851 0,607 0,88 0,318
ep 0,266 0,187 0,381 0,192 0,394 0,142
Bago 0,3 1 3 7 14 21
x 1,81 1,85 2,20 4,03 4,42 3,75
dp 1,807 1,319 2,215 1,54 1,726 2,366
ep 0,808 0,417 0,991 0,487 0,772 1,058
Figado 0,3 1 3 7 14 21
x 0,464 0,545 2,007 2,9 2,112 1,857
dp 1,038 0,598 1,025 1,207 1,326 1,518
ep 0,464 0,189 0,458 0,382 0,593 0,679
animais n=5 n=10 n=5 n=10 n=5 n=5
¥ = média

dp = desvio padrao
ep = erro padrdo
PP = Placas de Peyer. LM = Linfonodo mesentérico.
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2. Resultados de RT-PCR quantitativa (valores médios do log de variaciao de expressiao de
RNAm em comparacgio ao controle).

Baco n=5 fleo n=5
IFNy TNFa iNOS IL-6 KC MIP2 MIP3a iNOS
7 dpi 1,67 1,72 0,52 1dpi 1,254 1,509 4,698 2,553 2,919
14 dpi 4,7 2,3 2,894 3dpi 1,241 1,485 4,282 5,089 6,091
21dpi 3,27 2,17 12,92 7dpi 0,751 0,669 2,278 3,774 0,744
dp+ 0,33 0,18 2417 dp+ 0,073 0,336 1,85 2,277 0,529
172 084 17.46 0,708 0355 1,122 1221 1457
1,34 0,11 34,21 0,233 0,256 0,712 1,88 18,55
dp- 0,2 0,13 0,154 dp- 0,062 0,197 0,824 0,596 0,336
0.8 039 0,869 0252 0202 0614 0694 083
0,58 0,1 3,651 0,118 0,116 0,358 0,73 0,232

dp+ = desvio padrdo positivo
dp- = desvio padrdo negativo
IFNy = Interferon gama

TNFa = Fator de necrose tumoral alfa

IL-6 = Interlucina-6

KC = Quimiocinas de Neutrofilos

MIP2 = Proteina Inflamatdria de Macréfagos 2
MIP3o = Proteina Inflamatoria de Magrofagos 3 alfa

iNOS = Oxido Nitico Sintetase indutivel
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3. Resultados da contagem bacteriana (log de UFC) da infeccio com 16M ou amostras
mutantes.

1 dia apos infeccao

n=10 n=5 n=5 n=5

ileo 16M Urease VirB2 pmm
X 2,547 2,211 1,095 0,955
dp 0,504 2,124 1,500 1,409
ML 16M Urease VirB2 pmm
X 0,570 0,476 0,095 0

dp 0,562 0,538 0,213 0

baco 16M Urease VirB2 pmm
X 1,852 1,199 1,307 0,389
dp 1,319 1,673 1,794 0,869
figado 16M Urease VirB2 pmm
X 0,545 0,174 0 0,286
dp 0,532 0,389 0 0,639

¥ = média
dp = desvio padrao
ML = Linfonodo Mesentérico

7 dias ap6s infeccao

n=10 n=5 n=5 n=>5
ileo 16M Urease VirB2 pmm
Y 2,711 1,599 0 0,5046
dp 1,856 1,730 0 1,1283
LM 16M Urease VirB2 pmm
x 2,7245  2,4363  0,0602 0
dp 0,6067  0,2861 0,1346 0

baco 16M Urease VirB2 pmm

X 4,028 0,739 0,781 0,900
dp 1,540 1,652 1,746 2,012

figado 16M Urease VirB2 pmm

x 2,900 0,415 0 0,171
dp 1,207 0,927 0 0,383
¥ = média

dp = desvio padrao
ML = Linfonodo Mesentérico

64



4. Resultados da contagem bacteriana (log de UFC) da infeccio mista com 16M e amostras

mutantes.
n=5 n=5 n=5
16M virB2 16M pmm 16M urel
Baco 1 dia 3,410 2,594 4,135 2,212 2,872 2,177
7 dias 3,509 2,031 4,970 2,606 2,343 1,723
figado 1 dia 1,595 1,307 2,424 1,209 1,221 0,986
7 dias 2,072 1,248 2,654 1,237 1,360 0,965
ileo 1 dia 3,683 2,954 4,045 2,707 4,856 2,909
7 dias 3,784 2,371 4,795 2,380 3,200 2,531
LM 1 dia 2,352 1,563 1,856 1,662 1,990 1,499
7 dias 3,800 1,000 3,844 1,769 2,832 1,248
dp 0,209 0,121 0,417 0,101 0,177 0,128
0,409 0,022 0,113 0,384 0,282 0,015
0,151 0,055 0,263 0,014 0,105 0,026
0,230 0,020 0,354 0,045 0,235 0,026
0,145 0,176 0,355 0,125 0,304 0,177
0,140 0,136 0,114 0,128 0,220 0,249
0,143 0,244 0,118 0,111 0,178 0,189
0,162 0,000 0,402 0,299 0,395 0,388

dp = desvio padrao

LM = Linfonodo mesentérico

5. Resultados da contagem bacteriana (log de UFC) dos ensaios de resisténcia

Resisténcia a pH baixo

pH7 pH4 pH2

16M 9,249 9,015 4,389
Urease 9,438 9,250 3,902
virB2 9,118 9,000 3,889
pmm 8,640 8,852 3,443
dp 0,367 0,547 1,290

1,044 0,594 1,878

0,562 0,690 1,414

0,182 0,094 1,478

Meédia de 2 experimentos

dp = desvio padrao

Resisténcia a sais biliares

TSA 5% oxgall

10% oxgall

16M

Urease

virB2
pmm

dp

9,0020
8,9621
8,9840
8,7233

0,2294
0,0835
0,2273
0,1552

7,8366
7,3032
7,3515
7,6430

0,4713
0,4868
0,6461
0,5399

7,7370
7,2858
7,3047
7,4293

0,3716
0,5179
0,2410
0,9374

Meédia de 3 experimentos
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