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Resumo

JACOMO, C. S. Avaliacdo da administracdo da cepa mutante S2308AvirB10 de
Brucella abortus em camundongos BALB/c. Ano. 2014. Dissertagéo (Mestrado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2014.

A brucelose bovina é uma zoonose de importancia mundial causada
principalmente por Brucella abortus. Estas sdo bactérias gram-negativas
intracelulares facultativas, sendo uma das principais causas de aborto e
infertilidade em bovinos, além de causar grandes perdas econdmicas ao setor
agropecudrio e ser de grande risco a saude publica A vacinacdo contra
brucelose bovina é feita pela administracéo da cepa lisa atenuada B19 ou cepa
rugosa RB51, ambas de Brucella abortus. Porém estas possuem algumas
desvantagens, a B19 interfere no diagnéstico sorolégico e a RB51 é resistente
ao antibidtico rifampicina. Sistemas seguros e eficazes de imunizacdo sao
necessarios para superar essas desvantagens. Em virtude disto, objetivou-se
neste estudo avaliar o efeito protetor bem como as alteragcbes
anatomohistopatolégicas pos-administracdo da cepa mutante S2308AvirB10 de
B. abortus em camundongos BALB/c. Para a avaliagdo da unidade de
protecdo (UP) camundongos BALB/c foram inoculados via intraperitoneal com
1x10° UFC com a vacina B19 e a cepa mutante S2308AvirB10 de B. abortus.
Apbs seis semanas foram desafiados com 1x10°> UFC com cepa virulenta
S2308 de B. abortus. A cepa mutante S2308AvirB10 apresentou 0,62 unidade
de protecdo (p=0,0047) frente ao desafio com a cepa virulenta S2308 quando
comparada ao grupo controle, porém sua protecao foi menor do que a vacina
B19 (1,66 UP) (0,003). Para as analises anatomohistopatoldgicas, vinte e um
camundongos BALB/c de 6 a 8 semanas de idade foram distribuidos em quatro
grupos experimentais os quais foram inoculados com 1x10° UFC, por via
intraperitoneal, com as cepas de B abortus B19, S2308AvirB10, S2308 e grupo
controle PBS. Os grupos foram formados por seis camundongos cada (os
quais foram separados em 2 caixas com 3 animais em cada uma), exceto o
grupo inoculado com S2308, que conteve apenas 3 animais. Duas semanas
apos a inoculacdo, 3 animais de cada um dos grupos foram eutanasiados para
coleta de baco e figado. Nos animais eutanasiados duas semanas apos a
inoculacdo das cepas, observou-se que os inoculados com a cepa mutante
S2308AvirB10, apresentaram esplenomegalia leve e apenas focos
inflamatérios no figado, resultados melhores que as demais cepas. Os animais
restantes deste grupo, que foram desafiados com a cepa virulenta também
apresentaram esplenomegalia leve, porém, apresentaram lesdes irreversiveis e
mais severas como fibrose no baco e presenca de granuloma no figado,
gquando comparado aos animais inoculados com a cepa vacinal B19. Estes
dados demostram que a cepa mutante S2308AvirB10 induz uma fraca
protecdo, provavelmente evidenciada pelas lesfes irreversiveis causadas no
baco e figado apos o desafio com a cepa virulenta.

Palavras-chave: Brucella abortus, vacinas, gene virB10, protecao



Abstract

JACOMO, C. S. Evaluation of administration of mutant strain S2308AvirB10 OF
Brucella abortus in BALB/c. Ano. 2014. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2014.

Brucellosis bovine is a zoonosis of global importance caused by Brucella
abortus . These bacteria are facultative intracellular gram-negative bacteria ,
and a major cause of abortion and infertility in cattle besides causing huge
economic losses to the agricultural sector and be of great public health risk.
Vaccination against bovine brucellosis is made by the administration of
attenuated strain B19 smooth or rough strain RB51 , both of Brucella
abortus, but these have some drawbacks , B19 interferes in serological
diagnosis and RB51 is resistant to the antibiotic rifampicin.Safe and effective
immunization systems are needed to overcome these disadvantages . Because
of this, this study aimed to evaluate the protective effect as well as changes
anatomical histopathological post administration S2308AvirB10 mutant strain of
B. abortus in BALB / ¢ mice. For the evaluation of the protection unit (PU) BALB
/ ¢ mice was inoculated intraperitoneally with 1x106 CFU with B19 vaccine and
mutant strain of B. abortus S2308AvirB10 . After six weeks were challenged
with 1x105 CFU with virulent strain of B. abortus S2308. The mutant strain
S2308AvirB10 presentationUP 0.62 protection unit (p = 0.0047 ) against
challenge with the virulent strain S2308 when compared to the controlled group,
although its protection was lower to the vaccine S19 (1,66 PU) (0,003). For
histopathological anatomical analysis, twenty-one BALB/c mice, with 6 to 8
weeks old were distributed in four experimental groups which were inoculated
with 1x106 UFC, intraperitoneally, with strains of B. abortus S19,
S2308AvirB10, S2308 and control group PBS. The groups were matched for six
mice each (which were separated into 2 boxes with 3 animals each), except the
group inoculated with S2308, which contained only 3 animals. Two weeks after
inoculation, 3 animals of each group were euthanized were euthanized for
spleen and liver collection. In animals euthanized two weeks after inoculation of
strain, was observed that animals inoculated with mutant strain S2308AvirB10
showed mild splenomegaly and only inflammatory foci in the liver, best results
than other strains. The remaining animals in this group, which were challenged
with virulent strain, also showed mild splenomegaly, however, showed more
severe and irreversible lesions such as fibrosis in the spleen and liver
granuloma, when compared to inoculated animals with strain S19. These data
demonstrate that mutant strain S2308AvirB10 induces a weak protection,
probably evidenced by the irreversible damage caused by the virulent strain,
after challenge.

key words: Brucella abortus; vaccine; gene virB10; protection
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INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (WHO), Organizacdo de
Agricultura e Alimentagdo (FAO), e a Organizacdo Internacional de
Epizoonoses (OIA) uma das zoonoses reemergentes mais importantes e
difundidas no mundo, é a brucelose. Também conhecida como febre de Malta,
a brucelose acomete animais causando aborto, reducdo da taxa de fertilidade,
orquite, epididimite e lesbes granulomatosas em diversos sistemas de criagédo
(Nicoletti, 1990). No homem a doenca € cronica caracterizada por um estado
febril recorrente, debilitante, podendo levar a complicagbes como meningite,
endocardite, espondilite e artrite (YOUNG, 1983).

Por ndo haver vacina para humanos contra a brucelose, a vacinagéo
dos animais é uma das medidas mais adequadas para preservar a saude

humana em regifes endémicas para a doenca (ZINSSTAG et al., 2007).

Para o controle desta enfermidade, em 2001, o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) criou o Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose (PNCEBT) tendo como foco
principal o diagndstico e a vacinagdo contra a brucelose bovina (BRASIL,
2006). A vacinacéao contra infec¢bes causadas por Brucella abortus € feita pela
administracdo da cepa lisa atenuada B19 ou a cepa rugosa RB51 (GRILLO et
al., 2006). A B19 quando utilizada em fémeas gestantes pode causar aborto,
interfere nos diagndsticos sorologicos, e por ser uma vacina viva de alta
persisténcia, é patogénica ao homem (CHEVILLE et al., 1996). A cepa rugosa
vacinal RB51 de B. abortus possui efeito protetor semelhante a B19, porém,
esta cepa tem a desvantagem de ser resistente a rifampicina, um dos
antibiéticos usados no tratamento contra a brucelose humana, além de ser

patogénica para os seres humanos (BRASIL, 2006)

O desenvolvimento de vacinas vivas atenuadas mantém as vantagens
das propriedades naturais do microrganismo patogénico, incluindo a invasao
celular e disseminacdo para Orgdos especificos do hospedeiro. Para o
desenvolvimento deste tipo de vacina os genes responsaveis pela viruléncia e

patogenicidade séo deletados por técnicas moleculares (FICHT et al., 2009).



Cepa knockout de B. abortus obtida pela dele¢cédo do gene virB10 de seu
genoma apresentou sobrevivéncia intracelular diminuida em células do tipo
HelLa. Este gene codifica uma proteina que faz parte do aparato de transporte
gue tem homélogos em sistemas de secrecao do tipo IV (Do inglés, Type IV
secretion system- T4SS). O sistema de secrecao do tipo IV € uma familia de
complexos multiproteicos responsaveis pela secrecdo de moléculas
bacterianas e proteinas através do envelope celular bacteriano (CASCALES;
CHRISTIE, 2003). A regulagéo transcricional dos genes da regido virB ocorre
pelas janelas abertas de leituras (ORF, do inglés, Open Reading Frame) que
formam um operon virB, sendo sua expressao regulada por sinais ambientais.
O operon virB de B. abortus € um arranjo colinear de 12 genes (BOSCHIROLI
et al. 2002).

Construgdes moleculares mutacionais de delecdo em genes do operon
virB podem alterar somente o gene que corresponde a dele¢édo, sendo assim
genes posteriores e anteriores sdo mantidos inalterados e sem modificagdes,
esse tipo de mutacdo € chamado de apolar. Para mutantes que contém o
cassetes de resisténcia inserido no gene virB10 e que possuem sequéncias
fortes no sitio de terminacdo que afetam a transcricdo ndo somente de virB10
mas igualmente de virB1l e de sequéncias posteriores, sugerem que O
mutante polar de B. abortus virB10 tem um complexo virB n&o-funcional. O
complexo virB juntamente com suas moléculas efetoras secretadas por este
sistema estdo envolvidas em evitar a fusdo do vacuolo contendo a Brucella
spp. com os lisossomos (COMERCI et. al, 2001).

Segundo Adams (1990), a vacina ideal contra a brucelose deve
apresentar as seguintes caracteristicas: ndo deve provocar a doenca nos
animais vacinados; deve prevenir a infeccao pela bactéria em ambos 0s sexos;
prevenir aborto e esterilidade; promover protecdo contra a infeccdo por um
longo tempo com uma simples dose; nao induzir a producéo de anticorpos
persistentes os quais interferem no sorodiagnéstico de infec¢des a campo; ser
biologicamente estavel; ndo apresentar risco de reversao da viruléncia in vitro e
in vivo; ndo ser patogénica para humanos e, ser facilmente produzida em

grande escala e baixo custo.
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O desenvolvimento de um potencial imunégeno contra B. abortus, é
objetivo de diversos pesquisadores e de grande importancia visto que as
vacinas existentes nao correspondem como um imundgeno ideal (ARENAS-
GAMBOA et al., 2009). Uma das linhagens vacinais utilizadas, B. abortus B19,
confere protecdo aos animais imunizados porém causa interferéncia no
diagnéstico dos animais imunizados (CHEVILLE et al, 1996). Tentando
solucionar este problema foi desenvolvida uma linhagem rugosa que nao
interfere no diagndstico de animais infectados, mas apresenta resisténcia ao
antibiotico utilizado no tratamento da doenca em humanos (UGALDE et al.,
2003).

Em virtude do exposto acima, Souza et al.,, (2009), desenvolveram a
cepa mutante S2308AvirB10 de B. abortus para posteriores testes desta como
imundgeno. A interrupcdo do gene virB10 no operon virB nesta cepa, foi
caracterizada como apolar, o que implicou na manutencdo da capacidade do
patbgeno em invadir as células do hospedeiro. A baixa persisténcia da cepa
mutante S2308AvirB10 em camundongos BALB/c indicaram a avaliacdo desta
como um potencial imunégeno (SOUZA et al., 2009). No presente estudo
avaliou-se o efeito protetor bem como alteracBes histopatologicas pOs-
administracdo da cepa mutante S2308AvirB10 de B. abortus em camundongos

BALB/c, como uma ferramenta eficaz na prevencéo da brucelose experimental.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Histérico

O primeiro relato de possiveis lesdes semelhantes com aquelas causadas
por Brucella spp. foram obtidas 4pos uma erupcao vulcanica que destruiu vidas
ao redor do Monte Vesuvio durante as noites de 24 e 25 de agosto de 79 AD
(Anno Domini), soterrando os habitantes por lama vulcanica. Foi feito um
exame antropologico dos vestigios 0sseos desses habitantes, que revelaram
lesbes 6sseas tipicas de brucelose. Além disso, foi encontrado um queijo
carbonizado e através da andlise de microscopia, detectaram a presenca de
varias bactérias, dentre elas, algumas com morfologia e estrutura parecida com
a de Brucella spp. (CAPASSO, 2002).

Em 1887, obteve- se a primeira descricdo desta bactéria. O médico militar
David Bruce isolou Micrococcus melitensis e descreveu a presenca do agente
no bago de soldados britdnicos da base naval da Ilha de Malta, que veio a ébito
em virtude de uma doenga na época denomida “Febre de Malta”
(BRUCE, 1987; GODFROID et al., 2005). Este microrganismo foi denominado
de Micrococcus melitensis por causa das caracteristicas coloniais e
microscopicas da bactéria, sendo “Micrococcus”, em virtude do tamanho e
“melitensis” em homenagem a llha, melita € o nome em latim de Malta
(PAULIN, 2003).

Em 1897, na Dinamarca, Bang e Stribolt identificaram uma bactéria
intracelular em fetos abortados de vacas, a qual denominaram de Bacillus
abortus bovis. Somente em 1918, nos EUA, a bacteriologista Alice Evans
publicou informag¢des com evidéncia da relacdo entre o Bacillus abortus e o
Microccocus melitensis. Chegaram a conclusdo que as bactérias isoladas de
caprinos, bovinos e humanos eram similares. Consequentemente, Meyer e
Shaw confirmaram a demonstracdo de Evans e alteraram a designacao
(Micrococcus) para Brucella, em homenagem a David Bruce (PAULIN, 2003;
PAULIN & Ferreira Neto, 2008).
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O primeiro caso relatado de brucelose humana no Brasil foi no ano de 1913,
por Goncalves Carneiro e, no ano seguinte, Danton Seixas realizou o primeiro
diagndstico clinico da brucelose bovina no pais no estado do Rio Grande do
Sul. Trés anos depois, no Ceara, Thomaz Pompeu Sobrinho observou alguns
casos de abortamento em bovinos. Em 1933, Cézar Pinto propbs a
implementagédo de um protocolo de testes em animais importados como forma
de impedir a disseminacéo da doenca no pais (PAULIN & FERREIRA NETO,
2003; BOLETIM, 1998).

Vérios estudos sorologicos foram conduzidos no Brasil entre 1950 e 1974.
Em 1975, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
realizou o primeiro inquérito soroldgico nacional (PAULIN & FERREIRA NETO,
2003).

Considerada uma doenca endémica no pais, tem sido diagnosticada em
todos os Estados da federacdo (POESTER et al., 2002). Com a importancia e o
reconhecimento dessa zoonose 0 governo brasileiro, por meio do MAPA, criou
em 2001 o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) com o objetivo de baixar a prevaléncia e a incidéncia
de brucelose e tuberculose e com isso criar um numero significativo de
propriedades certificadas ou monitoradas que oferecam ao consumidor

produtos de baixo risco sanitario.

2. Agente etioldgico

Reino Monera
Filo Proteobactéria
Classe Alphaproteobactéria
Ordem Rhizobiales
Familia Brucellaceae

Género Brucella

O agente etioldgico da brucelose € um cocobacilo Gram-negativo do género
Brucella (YOUNG, 1988), pertencente a subdivisdo alpha-2 Proteobactéria,

assim como Ochrobactrum spp., Rhizobium spp., Rhodobacter spp.,
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Agrobacterium spp., Bartonella spp., e Rickettisia spp. (YANAGI, YAMASATO,
1993).

Sao bactérias resistentes a fatores ambientais, podem permanecer por um
longo periodo quando se encontram em ambientes com a presenca de sombra,
umidade e temperaturas baixas, ou permanecem em materiais de parto ou
abortos nas pastagens por periodos de seis meses ou mais (BRASIL, 2006).

No leite e produtos lacteos a sobrevivéncia da bactéria depende da
temperatura e pH, podem permanecer no alimento de 15 a 90 dias. A
refrigeracdo inibe a multiplicacdo e a viabilidade € mantida mesmo no
congelamento (PAULIN & FERREIRA NETO, 2003; BRASIL, 2006).

O patogeno Brucella spp. € definido como intracelular facultativo, néo
formador de esporos e capsulas, embora esta bactéria seja descrita como
imovel, possui todos 0s genes exceto o sistema quimiotactico, necessario para
a formacéo de flagelos funcionais (FRETIN et al., 2005). Sua multiplicacdo é
lenta em temperatura 6tima de 37°C e o crescimento ocorre em meio base
(agar triptose de soja, agar sangue ou agar columbia), por um periodo de 5a 7
dias de incubacao (WHO, 1975).

Sao sensiveis ao calor e a acidez, se submetidas a acdo de desinfetantes
comuns como compostos fendlicos a 2,5%, permanganato de potassio
(1:5000), solugdes de formaldeidos a 2%, a eliminacdo de Brucella ocorre em
no maximo 15 minutos. O alcool 70% elimina imediatamente as bactérias (OIE,
2008).

As espécies do género Brucella sdo classificadas de acordo com o
hospedeiro preliminar, sendo assim reconhecidas dez espécies como: Brucella
melitensis que infecta caprinos (podendo infectar bovinos, ovinos, canideos e
humanos), Brucella abortus em bovinos (podendo infectar bubalinos,
cervideos, canideos e seres humanos), Brucella ovis em ovinos, Brucella suis
em suinos (podendo infectar seres humanos), Brucella neotomae e Brucella
microti em ratos do deserto (CORBEL & MORGAN, 1984), Brucella canis em
canideos (podendo infectar o homem, contudo a sua incidéncia é relativamente
baixa) (CARMICHAEL, 1990), Brucella ceti em golfinhos e baleias, Brucella
pinnipedialis em focas e lebes marinhos e por ultimo Brucella inopinata que foi
recentemente isolada de uma infeccdo do implante de mama em uma mulher

idosa com quadro clinico de brucelose (GODFROID et al., 2010). Apesar de B.
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melitensis ser a mais patogénica, B. abortus por ser a espécie mais difundida
no mundo € a principal fonte de infec¢cdo (CORBEL, 1997).

Membros do género Brucella podem ser divididos em dois grupos
antigenicamente distintos: o grupo de bactérias lisas e o grupo de bactérias
rugosas. O fendtipo liso de Brucella spp. € devido a presenca de um
lipopolisacarideo (LPS) completo na membrana celular que € composta por trés
dominios, uma porcéo glicolipidica chamada de lipideo A, outro dominio o
nacleo oligossacarideo, e uma por¢cdo imuno-dominante externa, chamada
antigeno-O. Cepas rugosas de Brucella spp. ndo contém a cadeia do antigeno
O no LPS fazendo com que ocorra um enfraquecimento da resposta imune do
hospedeiro contra a bactéria (SELEEM et al., 2008).

Brucella abortus subdivide-se em oito biovares (1, 2, 3, 4,5, 6,9 e a
estirpe vacinal B19), a B.melitensis em trés (1, 2, 3) e B. suis em cinco (1, 2, 3,
4, 5). As rugosas embora apresentem variantes, ndo se subdividem em
biovares (PAULIN & FERREIRA NETO, 2003).

3. Patogénese

A patogenicidade de Brucella spp. é diferente de outras bactérias
patogénicas, ela nao apresenta fatores classicos de viruléncia, como:
exotoxinas, citolisinas, flagelo, capsula, fimbria, plasmideos, fagos lisogénicos,
formas de resisténcia, variacdo antigénica, lipopolissacarideo endotoxico ou
indutores apoptoticos (MORENO & MORIYON, 2002).

Brucella é capaz de infectar animais e seres humanos. Sua viruléncia é
dependente das propriedades de sobrevivéncia e replicacdo, em diferentes
tipos de células. Esta controla a maturagcdo do vacuolo das células do
hospedeiro para evitar respostas imunes inatas, atingindo seu nicho replicativo
associado com o reticulo endoplasmatico (GORVEL & MORENO, 2002).

Fatores envolvidos com a patogenicidade permitem a invasédo, a
sobrevivéncia e a multiplicagdo nas células do hospedeiro, sendo estas
fagociticas ou nédo fagociticas (GORVEL & MORENO, 2002). Porém ela
apresenta capacidade de adaptacédo as condicbes ambientais, encontradas no
nicho de replicagéo intracelular, que tem baixos niveis de nutrientes e oxigénio,

pH &cido e intermediarios reativo de oxigénio (KOHLER et al., 2005).
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Existem varios mecanismos de viruléncia que ja foram verificados no
género Brucella, entre eles o sistema de secrecdo do tipo IV (T4SS), que
corresponde a uma familia de proteinas. Este sistema é codificado pelo locus
virB, um operon de 12 genes (virB1 a virB12), localizado no cromossomo |,
importante para a sobrevivéncia e replicagdo intracelular da Brucella
(BOSCHIROLI et al., 2002; DEN HARTIGH et al., 2004).

Outro artificio importante usado pela Brucella, que auxilia sua
persisténcia por longos periodos nas células dos hospedeiros, esta relacionado
ao trafego intracelular, que corresponde ao (-1,2 glucans ciclicos (CBG), que
evita a fusdo do vacuolo com lisossomos. O composto -1,2 glucans ciclicos de
Brucella interferem com a maturacdo do vacuolo contendo Brucella,
atrapalhando ou bloqueando as plataformas lipidicas alterando a expresséao de
proteinas na membrana vacuolar e impedindo a fusdo com o lisossomo
(ARELLANO-REYNOSO et al., 2005).

Fator também relacionado a viruléncia € o LPS. Quando é expresso a
cadeia O de polissacarideo no LPS, conectada a um oligossacarideo central
ligado ao lipideo A, a bactéria apresenta conformacéo lisa, como ocorre nas
cepas: B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae, B. ceti e B. pinnipedialis.
B. ovis e B. canis, ndo possuem a cadeia O, apresentando a conformacao
estrutural rugosa (LAPAQUE et al., 2005). A cadeia O parece ser uma molécula
chave na invasao e sobrevivéncia intracelular, inibindo a apoptose, protegendo
a bactéria de peptideos catidnicos e metabdlitos de oxigénio das células
inflamatérias (PORTE et al., 2003).

O’Callagnhan et al. (1999) evidenciaram que o T4SS atua como um
aparato transportador localizado na membrana externa, responsavel pelo
transporte de proteinas efetoras para o interior das células. O T4SS é essencial
para estimular resposta inflamatéria, assim como no sistema imunolégico de
camundongos durante a infeccéo por Brucella. Roux et al. (2007) demostraram
que a infeccdo por Brucella induz a expressdo de genes envolvidos no
processo inflamatorio e este padrdo de inducdo do gene é dependente da
funcdo T4SS.

Estudos funcionais e caracterizacdo detalhada dos componentes do
T4SS, além de melhorar a compreensdo das diversas fungdes dos

mecanismos de secrecdo bacteriana, fornecem informacgdes para a escolha de
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potenciais imundgenos para serem utilizados como possiveis vacinas contra
microrganismos patogénicos (JUHAS et al., 2008).

Para a sobrevivéncia e multiplicagdo nas células hospedeiras, a bactéria
ativa varios genes e secreta proteinas que facilitam a sua adaptacdo no
ambiente intracelular. Sua replicacdo dentro das células fagociticas € a chave
para a patogénese (ESKRA et al., 2001).

A acidificacdo do fagossomo faz com que o patégeno expresse fatores de
viruléncia especificos como os virB, necessarios para a proliferacdo de Brucella
spp. O operon virB codifica o sistema de secrecdo do tipo IV (T4SS)
encontrado em varias bactérias (MARIA-PILAR et al., 2005). Uma das funcdes
efetora do locus virB € a injecdo de moléculas efetoras que podem ajudar no
estabelecimento do nicho de replicacdo dentro da célula hospedeira.
(BOSCHIROLI et al., 2002).

O processo de invasao celular ndo é afetado em mutantes virB, mas é
indispensavel para a maturacdo do nicho replicativo intracelular de Brucella
(ROLAN et al.,, 2007). O mutante virB10 é capaz de se disseminar no
organismo de camundongos, porém incapaz de se replicar e persistir no
hospedeiro (COMERCI et al., 2001).

4- Respostaimunolégica do Hospedeiro

Os microrganismos invasores sdo controlados pelo sistema imune, que
age pela imunidade inata e a adquirida. A imunidade inata constitui a primeira
linha de defesa e é caracterizada por uma resposta que ocorre nas etapas
inicias da infeccdo, atuando na reducdo do patdégeno, sem memorizacao,
porém ela € essencial para o desencadeamento da resposta imune adquirida.
(KO & SPLITTER, 2003).

Brucella spp. sé@o bactérias intracelulares facultativas que ocasionam
infecgbes crénicas, limitando o reconhecimento do patégeno pelo sistema
imunoldgico inato (TERWAGNE et al., 2013).

A primeira linha de defesa comeca com o0 reconhecimento pelo
hospedeiro através da interacdo dos receptores de reconhecimento padrao
PRRs (do inglés, Pattern recognition receptors-PRRs) e PAMPs (do inglés,

Pathogen associated molecular patterns-PAMPs). No grupo dos PRRs, os
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principais sao os receptores semelhantes a TOLL (do inglés, Toll like receptor-
TLR), que sdo expressos em diversos tipos celulares como macrofagos e
células epiteliais. O reconhecimento feito por estes receptores ativa as vias de
sinalizacdo intracelular, provocando a inducdo de citocinas, quimiocinas,
interferons e moléculas co-estimulatorias (MACEDO et al., 2008; OLIVEIRA et
al., 2008).

Ja foram identificados 13 tipos de TLRs nos mamiferos, localizados na
membrana plasmatica ou em compartimentos endossomais (KAWAI & AKIRA,
2006). A Brucella é reconhecida pelo TLR-2, TLR-4 e TLR-9, que sao
receptores de lipoproteinas, LPS e CpG-DNA (AKIRA et al., 2006).

O reconhecimento pelos TLRs, estimula o recrutamento de grupos
intracelulares de adaptadores contendo o dominio TIR (Receptor Toll 1I-1),
entre eles, o MyD88, TIRAP, TRIF e TRAM, mediante a interacdo TIR-TIR
inicia a sinalizacdo (OLIVEIRA et al., 2008).

Estudos relatam que Brucella interfere na sinalizacdo dos TLRs, contra a
producdo de proteinas que contém dominio semelhante a TIR, interferindo na
sinalizacdo via TLR/MyD88, suprimindo a imunidade inata durante a infeccdo
(CIRL et al., 2008).

Existem vérios efetores que fazem parte da imunidade inata, atuando
durante a infeccdo por Brucella, dentre eles, o sistema complemento,
neutroéfilos, macrofagos, citocinas e células natural Killer (NK). O complemento
corresponde a um sistema de proteinas plasmaticas que interagem com
fragmentos de anticorpos ou pela superficie bacteriana, para opsonizar ou
eliminar o patégeno (LAPAQUE et al., 2005).

A ativacdo do sistema complemento ocorre por trés vias: a classica,
complexo antigeno-anticorpo; a via alternativa e a via das lectinas, ativada pela
ligagcdo das lectina manose a hidratos de carbono na superficie do
microrganismos (MORGAN & HARRIS, 2003; LAPAQUE et al., 2005).

A resposta imunoldgica adquirida ou adaptativa pode ser do tipo celular
ou humoral, sendo que a resposta do tipo celular é desencadeada pela
ativacdo dos linfécitos T especificos (OLIVEIRA et al.,1998). Ficht e Adams
(2009) verificaram que tanto a resposta imune celular quanto a humoral

participam na prote¢ao contra a brucelose.
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A resposta adaptativa contra Brucella atua através de trés mecanismos,
sendo eles: a producdo de IFN-y pelas células T CD4", CD8" e yd ativando as
funcbes bactericidas dos macrofagos; ativagdo da citotoxicidade das células T
CD8" e yd e troca de isotipos de anticorpos como IgG2a e 1gG3 que opsonizam
0 patégeno para facilitar a fagocitose (KO & SPLINTTER, 2003).

Essa resisténcia a patégenos intracelulares como a Brucella depende da
capacidade do hospedeiro em desenvolver uma resposta imune celular (Thl),
gue € mediada por citocinas como IFN-y, IL-12, IL-2, TNFa (JANEWAY et al.,
2001).

A resposta humoral é importante, porém com menor significancia que a
via celular. A transferéncia passiva de soro que tenha anticorpos anti-LPS para
camundongos, pode proteger contra a infeccdo por cepas virulentas de B.
abortus (IgG2a) (KO & SPLITTER, 2003). A opsonizagdo do agente
patogénico, juntamente com o aumento da morte intracelular, é considerado
principal papel protetor de anticorpos contra a brucelose (SCHURIG et al.,
1991).

5- Diagnostico

A brucelose pode ser diagnosticada por diferentes métodos. O
diagnéstico clinico, fundamentado nos sinais clinicos de abortamento,
nascimento de bezerros fracos e esterilidade de machos e fémeas; dados
epidemioldgicos; isolamento e identificacdo do agente etioldégico e também pela
deteccao de anticorpos nos fluidos organicos (POESTER et al., 2005).

Os testes de diagnésticos sao realizados em fémeas de idade igual ou
superior a 24 meses, desde que vacinadas entre 3 e 8 meses, em machos e
fémeas nédo vacinadas, realiza-se a partir dos 8 meses de idade. Os testes para
diagnosticos indiretos reconhecidos como oficiais sdo: teste do antigeno
acidificado tamponado; 2-Mercaptoetanol (teste confirmatorio); teste de fixacdo
em complemento e o teste do anel em leite (BRASII, 2006).

Alguns métodos menos utilizados séo a imunofluorescéncia indireta (IFI)
e teste de fixacdo pelo complemento (FC). A reacdo de fixacdo pelo

complemento identifica a presenc¢a de IgG, tornando-se positiva apos trés a
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quatro semanas do inicio clinico da doenca. A IFI € o meio de diagndstico mais
frequentemente positivo na brucelose cronica, ajudando a corrigir possiveis
erros do teste de aglutinacdo. O teste imuno-enzimatico (teste tipo ELISA) esta
entre as melhores provas de diagndstico para neuro-brucelose, brucelose
cronica, sendo sua vantagem ter maior sensibilidade e maior especificidade
(PESSEGUEIRO et al., 2003).

6- Sinais clinicos

A brucelose é uma infec¢cdo cronica, normalmente adquirida por
inalacdo ou ingestdo da bactéria Brucella spp. Apds penetrar no hospedeiro,
através da mucosa epitelial, a bactéria é transportada livremente ou dentro das
células fagdciticas, para linfonodos regionais, figado, baco, medula Gssea,
glandula maméria e Orgdos reprodutores, onde ela expressa sua
patogenicidade (CORBEL, 1997).

Conforme o hospedeiro, a brucelose pode apresentar-se de diferentes
modos. Nos bovinos e bubalinos a principal manifestacao clinica € o aborto,
gue normalmente ocorre no terco final da gestacdo. Retencdo de placenta,
secrecdo vaginal, que pode ser purulenta ou nao, frequentemente fétida, de
coloracdo cinza ou vermelho-pardo. Nao ha nenhuma lesdo patognomoénica da
brucelose nos fetos abortados, mas observa-se com frequéncia
broncopneumonia supurativa. Em machos existe uma fase inflamatéria aguda,
seguida de cronificacdo, geralmente é assintoméatica. A bactéria instala-se nos
testiculos, epididimos e vesiculas seminais. O sinal visualizado € a orquite uni
ou bilateral com aumento ou diminuicdo do volume dos testiculos, lesdes
articulares também sdo observadas (BRASIL, 2006).

Em humanos, os sintomas mais comuns sdo aqueles observados na
fase de bacteremia, nos casos de infeccdo generalizada, tais como: febre
continua e intermitente, respiracdo acelerada, calafrios e suores noturnos. Na
fase aguda observa-se astenia, fadiga, constipagcdo, anorexia, cefaleia,
artralgia e um forte impacto ao sistema nervoso levando a neurastenia. Com
agravamento do quadro surgem artrites, espondiloses, bursites, dores

reumaticas e neuralgia lombar, inflamacdo da medula 6ssea. O diagnostico
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clinico da brucelose humana € dificil, pois os sintomas s&o inespecificos
(YOUNG, 1983; PESSEGUEIRO et al., 2003).

7- Epidemiologia

A brucelose bovina esta distribuida mundialmente. Esta doenca foi
erradicada em diversos paises da regido norte e central da Europa, Canada,
Australia, Japdo e Nova Zelandia (OIE, 2008), porém em alguns paises como
Israel, Kuait, Arabia Saudita, Brasil e Coldombia, ela tem se tornado um
problema re-emergente (CORBEL, 1997).

Entre os ruminantes, o modo de infeccdo ocorre pela ingestdao de
pastagens e aguas contaminadas, mas também ocorre pelo contato direto com
o animal ou sémen infectado. Para o controle de uma doenca infecciosa em
uma propriedade, é necessario interromper a cadeia de transmissdo pela
eliminacdo dos individuos infectados ou aumentar o numero de individuos
resistentes da populacado (NICOLETTI, 1980).

A prevaléncia da brucelose nos animais domésticos esta relacionada
com o0s animais selvagens sendo eles os principais reservatorios da doenca.
Estudos mostram que o problema é improvavel de ser rapidamente resolvido,
com a necessidade do desenvolvimento de novas vacinas, diagndésticos e
eliminacdo inicial de todas as vacas positivas no momento da vacinacao
(HERRERA et al., 2010).

Brucella abortus é a mais prevalente infeccao por Brucella spp. no Brasil,
seguida por B. suis em suinos. A brucelose é responsavel pela diminuicdo de
25% na producao de leite e carne e de 15% na reducédo da producdo de
bezerros. No Brasil o ultimo diagndstico da situacdo da brucelose bovina foi
realizado em 1975, tendo sido estimada a porcentagem de animais
soropositivos em 4% na Regiao Sul, 7,5% na Regido Sudeste, 6,8% na Regido
Centro-Oeste, 2,5% na Regido Nordeste e 4,1% na Regido Norte. A situacao
epidemioldgica da brucelose bovina no Brasil ndo é adequadamente conhecida
(BRASIL, 2006).

Em um estudo realizado por Chate et al. (2009), onde foram amostrados
14.849 bovinos provenientes de 1.004 propriedades do estado de Mato Grosso
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do Sul, com o teste do antigeno acidificado tamponado, a prevaléncia de focos
foi de 41,5%.

Umas das estratégias para o controle da brucelose é a vacinacdo do
rebanho, vacinacdo de fémeas jovens com B19, associada a vacinacao
estratégica com RB51 em fémeas com idade superior a oito meses.
Determinado um aumento da cobertura vacinal, diminuindo a percentagem de
individuos susceptiveis da populacdo, diminui a taxa de abortos e diminui a
taxa de infeccdo (POESTER et al., 2005).

A brucelose no homem é acidental, acomete pessoas que desenvolve
atividades com maior risco de exposicéo, diretamente com animais infectados
(tratadores, proprietarios e médicos veterinarios) ou aqueles que trabalham
com produtos e subprodutos (LAWINSKY et al.,, 2010). Em paises menos
desenvolvidos, varios casos de brucelose ainda ocorrem pela ingestdo de

produtos lacteos contaminados (PAULIN, 2006).

8- Vacinas

O PNCEBT introduziu a vacinacao obrigatéria contra brucelose bovina e
bubalina em todo o territério nacional e definiu uma estratégia de certificacao
de propriedades livres ou monitoradas onde essas enfermidades sao
controladas (BRASIL, 2006).

A vacinacdo contra brucelose é realizada pela administracdo das cepas
lisas atenuadas B19 de B. abortus e Rev.1 de B. melitensis, além da cepa
rugosa RB51 de B. abortus (GRILLO et al., 2006). A RB51 é uma cepa
atenuada da cepa virulenta S2308, sendo esta obtida naturalmente por varias
passagens em meio com rifampicina e selecdo de colénias que possuiam
morfologia rugosa. Ela ndo possui a cadeia O do LPS de membrana e assim
nao induz a producdo de anticorpos que interferem nos testes diagnosticos
(OLSEN et al., 1999). As vacinas B19 e RB51 utilizadas sdo derivadas de
cepas de Brucella abortus na forma atenuada, sendo que ambas podem induzir
0 aborto e sdo excretadas no leite. A B19 interfere em testes soroldgicos e a
RB51 tem a desvantagem de ser resistente a rifampicina, um dos antibioticos

utilizados no tratamento contra a brucelose humana (GRILLO et al., 2006).
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O desenvolvimento de vacinas vivas incide em estudos que determinam
o papel de genes individuais na sobrevivéncia e viruléncia do microrganismo.
Estes métodos envolvem a inativagdo ou delecdo de um gene de forma
aleatéria ou especifica e testes de persisténcia e protecdo imune. Podem
ocorrer mutacdes com efeitos enérgicos na sobrevivéncia podendo atenuar o
microrganismo de tal forma que o nivel de protecdo gerado ndo seja suficiente.
O nivel de atenuacdo requer uma combinacdo adequada para proporcionar
uma resposta imune protetora, mantendo a seguranca (FIORENTINO et al.,
2008; FITCH et al., 2009).

As vacinas vivas atenuadas, até 0 momento tem se mostrado superiores
as vacinas mortas para a prevencao da brucelose animal. Estudos usando a
cepa de B. abortus B19 viva ou morta pelo calor foram realizados com o
objetivo de testa-las quanto a capacidade de induzir a producdo das citocinas
IL-12 e IFN-y, que sao indispensaveis ao controle da infec¢ao por Brucella. Os
resultados mostram que somente a bactéria viva leva a producdo de niveis
consideraveis de IL-12, capazes de induzir uma imunidade mediada por células
responsaveis pelo controle da infeccdo por Brucella abortus (ZHAN &
CHEERS, 1998).

A Organizac¢do Mundial de Saude define que a vacina viva ideal contra
B. abortus, ndo deve provocar doenca nos individuos vacinados, deve prevenir
a infeccdo em ambos 0s sexos, prevenir aborto, promover protecdo contra a
infeccdo por um longo tempo com apenas uma dose, ndo induzir a produgéo
de anticorpos persistentes os quais interferem no sorodiagndstico de infec¢des
de campo, ser biologicamente estavel, ndo apresentar risco de reversdo da
viruléncia in vitro e in vivo, ndo ser patogénica para humanos, e ser facilmente
produzida em grande escala (WHO, 1975).

Segundo Olsen et al. (1999), os critérios de biosseguranca para vacina
viva contra brucelose em bovinos, sdo: ap0s a vacinacdo ndo serem
detectados sinais clinicos da doencga; as bactérias persistirem nos ganglios
linfaticos durante mais de 6 semanas e inferior a 12 semanas; a bacteremia ser
menor de trés dias; a bactéria ndo ser detectada em secrec¢des nasais, salivar
ou urina; 0s anticorpos séricos aparecerem 14 dias apos a infeccédo; a
imunossupressdo nao levar ao aparecimento da doencga;, ndao serem

observadas alteracbes inflamatérias ou degenerativas nos tecidos e na
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recuperacdo bacteriana do hospedeiro apés 12 dias as bactérias serem

geneticamente idénticas a cepa vacinal.

9- Vacinas vivas geneticamente modificadas contra Brucella spp.

As vacinas vivas atenuadas induzem boa imunidade celular e humoral,
ndo precisam de adjuvantes, os antigenos conseguem multiplicar-se no
organismo, assim aumentando o tempo entre as aplicacdes das doses (Quinn
et al.,2005).

Denisov et al. (2010), mostraram que a identificacdo de novos
adjuvantes ou combinacdes de adjuvantes podem melhorar e modular a
resposta imune especifica para o antigeno, o que se torna importante no
desenvolvimento de vacinas vivas mais eficazes.

Utilizando as estratégias para identificar e caracterizar genes envolvidos
nos mecanismos de viruléncia, como os estudos de mutacdo e de
complementacdo, ha possibilidade de atenuacdo dos microrganismos,
importante estratégia molecular para o desenvolvimento de vacinas vivas
atenuadas (LAl et al., 1990; MCQUISTON et al., 1995).

Um estudo realizado por Lavigne et al. (2005), que teve como objetivo
encontrar efetores secretados pelo VirB/T4SS, foi desenvolvida uma estratégia
que utiliza fusBes traducionais aleatorias do DNA da Brucella spp. concluiram
gue o gene bvfa é responsavel pela codificacdo do fator A de viruléncia de
Brucella spp. Ele pode ter participacdo no estabelecimento do nicho de
replicacédo intracelular.

Sieira et al. (2000), analisaram o papel do gene virB10 de B. abortus na
replicacdo intracelular. Para isto dois mutantes de insercao foram construidos:
B. abortus virB10:Kan que apresenta o cassete de canamicina polar
interrompendo a sequéncia virB10 em um sitio de restricdo Nrul, e B. abortus
virB10:GM mutante, cassete de resisténcia a gentamicina apolar,
interrompendo a sequéncia virB10 no mesmo local de restricdo. O
comportamento de ambos os mutantes foi estudado em células HelLa. Vinte e
quatro horas pos-infecgdo (p.i.) os dois mutantes virB10 polar e apolar foram
afetados na sua capacidade de sobrevivéncia dentro das células. Quarenta e

oito horas p.i. ndo foi obtida recuperacéo viavel dos mutantes.



Segundo Comerci et al. (2001), cassete de resisténcia a antibioticos
inserido no gene virB10, afeta a transcricdo ndo somente do virB10, mas
sequéncias posteriores a ele. O mutante virB10 polar foi capaz de escapar da
via endociitica, mais incapaz de alcancar o RE, supondo que o mutante virB10
de B. abortus pode ter uma falha, porém o T4SS é parcialmente funcional.
Estudos anteriores realizados pelos mesmo autores, mostram que em células
HelLa a Brucella spp. segue duas etapas: 1) Um periodo de laténcia de 10 £12
horas, o qual as bactérias sdo encontradas no interior das células, mas nao se
replicam; 1l) periodo exponencial de crescimento no RE.

Souza et al., (2009), desenvolveram a cepa mutante S2308AvirB10 de
B. abortus para posteriores testes desta como imundgeno. A interrupcao do
gene virB10 do operon virB nesta cepa, foi caracterizada como apolar, 0 que
implicou na manutencédo da capacidade do patdogeno em invadir as células do
hospedeiro. A baixa persisténcia da cepa mutante S2308AvirB10 em
camundongos BALB/c indicaram a avaliacdo desta como um potencial
imunégeno (SOUZA et al.,, 2009). No presente estudo avaliou-se o efeito
protetor bem como alteracdes histopatolégicas pds-administracdo da cepa
mutante S2308AvirB10 de B. abortus em camundongos BALB/c, como uma

ferramenta eficaz na prevencao da brucelose experimental.
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Abstract

Brucelosis is a zoonosis of global importance which abortion and infertility is the
mainly the symptoms of the disease. Nowadays, the vaccines licensed for use in cattle
have disadvantages and the level of protection achieved is still not ideal. This study
evaluated the protector effect and histopathological anatomical changes of mutante
strain  S2308AvirB10 of B. abortus in BALB/c mice. For the evaluation of the
protection, groups of mice were inoculated intraperitoneally with the vaccine S19 and
S2308AvirB10 from B. abortus and control group with PBS. After six weeks, they were
challenged with virulent strain S2308 of B. abortus. S2308AvirB10 presentation 0,62
protection unit PU (p=0,0047) upon challenge with strain S2308 of B abortus when
compared to the control group, although it’s protection was lower than S19 vaccine
(1,66 UP) (0,003). For histopathological anatomical analysis, mice was inoculated
intraperitoneally with strains S19, S2308AvirB10 and S2308 and control group PBS.
Two weeks after inoculation and two weeks after challenge, animals were euthanized
for spleen and liver collection. In animals euthanized two weeks after inoculation of
strains, was observed that animals inoculated with S2308AvirB10 showed mild
splenomegaly and only inflammatory foci in the liver, best results than other strains.
The remaining animals in this group, which were challenged with virulent strain, also
showed mild splenomegaly, however, showed more severe and irreversible lesions such
as fibrosis in the spleen and liver granuloma, when compared to inoculated animals with
strain S19. These data evidence that mutant strain S2308AvirB10 induces a weak
protection, probably demonstrate by the irreversible damage caused by the virulent

strain after challenge.

key words: Brucella abortus; vaccine; gene virB10; protection.
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Resumo

Brucelose bovina é uma zoonose de importancia mundial, sendo aborto e infertilidade
0s principais sintomas da doenca. As vacinas atualmente licenciadas para 0 uso em
bovinos possuem desvantagens e o nivel de protecdo alcancado ainda ndo é ideal. Neste
estudo avaliou-se o efeito protetor e alteragdes anatomopatoldgicas da cepa mutante
S23084virB10 de B. abortus em camundongos BALB/c. Para a avaliagdo da protecao,
grupos de camundongos foram inoculados intraperitonealmente com a vacina B19,
S23084virB10 e grupo controle PBS. Apds seis semanas foram desafiados com cepa
virulenta S2308 de B. abortus. S2308AvirB10 apresentou 0,62 Unidade de protecdo
(UPO (p=0,0047) frente ao desafio com a cepa S2308 quando comparada ao grupo
controle, porém sua protecdo foi menor que a vacina B19 (1,66UP) (p=0,003). Para as
analises anatomopatoldgicas, camundongos foram inoculados intraperitonealmente com
as cepas B19, S2308AvirB10, S2308 e grupo controle PBS. Duas semanas pos-
inoculacdo e duas semanas pés-desafio, os animais foram eutanasiados para a coleta de
baco e figado. Nos animais eutanasiados duas semanas pos-inoculacdo das cepas,
observou-se que os inoculados com S2308AvirB10 apresentaram esplenomegalia leve e
apenas focos inflamatdrios no figado, resultados melhores que as demais cepas. Os
animais restantes deste grupo, que foram desafiados com a cepa virulenta, também
apresentaram esplenomegalia leve, porém apresentaram lesdes mais severas e
irreversiveis como fibrose no baco e presenca de granuloma no figado, quando
comparado aos animais inoculados com a cepa B19. Estes dados demostram que a cepa
mutante S2308AvirB10 induz uma fraca protecdo, provavelmente evidenciada pelas

lesBes irreversiveis causadas pela cepa virulenta apds o desafio.

Palavras-chave: Brucella abortus, vacina, gene virB10, protecao.
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INTRODUCAO

A brucelose bovina é uma das zoonoses reemergentes mais importantes e
difundidas no mundo, sendo causada principalmente pela bactéria Brucella abortus.
Esta acomete principalmente o sistema reprodutivo dos animais, causando abortos no
terco final da gestacdo, infertilidade, orquite, epididimite e lesdes granulomatosas
(Nicoletti, 1990). Em humanos o0s sinais mais comuns sdo: febre continua e
intermitente, sudorese, dores articulares, hepatomegalia, esplenomegalia e
manifestacdes osteoarticulares (Franco et al., 2007).

Brucella spp. € capaz de infectar animais e seres humanos. Sua viruléncia é
dependente das propriedades de sobrevivéncia e replicacdo, em diferentes tipos de
células. Esta controla a maturacdo do vacuolo das células do hospedeiro para evitar
respostas imunes inatas, atingindo seu nicho replicativo associado com o reticulo
endoplasmatico (Gorvel & Moreno, 2002).

Fatores envolvidos com a patogenicidade permitem a invasao, a sobrevivéncia e
a multiplicacdo nas células do hospedeiro, sendo estas fagociticas ou ndo fagociticas
(Gorvel & Moreno, 2002). Porém ela apresenta capacidade de adaptacdo as condicGes
ambientais, encontradas no nicho de replicacdo intracelular, que tem baixos niveis de
nutrientes e oxigénio, pH &cido e intermediarios reativo de oxigénio (Kohler et al.,
2005).

Existem varios mecanismos de viruléncia que ja foram verificados no género
Brucella, entre eles o sistema de secrecdo do tipo IV (T4SS), que corresponde a uma
familia de proteinas. Este sistema é codificado pelo locus virB, um operon de 12 genes
(virB1 a virB12), localizado no cromossomo Il, importante para a sobrevivéncia e
replicacéo intracelular de Brucella (Boschiroli et al., 2002; Den Hartigh et al., 2004).

Em estudos utilizando camundongos inoculados com Brucella spp., foi
observado que o principal 6rgdo afetado é o baco, apresentando elevada colonizagdo
bacteriana e como alteracbes mais importantes: esplenomegalia, na fase aguda
infiltracdo neutrofilica e na fase cronica, infiltracdo histiocitaria. Nas alteracdes
hepéticas sdo observados infiltrados neutrofilicos e histiocitarios com microgranulomas
multifocais (Tobias et al. 1993).
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Para o controle desta enfermidade em 2001 o Ministério da Agricultura Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) criou o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e da Tuberculose (PNCEBT) tendo como foco principal o diagnoéstico, e a
vacinacdo contra a brucelose bovina. A vacinacdo contra infeccGes causadas por
Brucella é feita pela administracdo das cepas lisas atenuadas B19 de B. abortus
(bovinos), Rev.1 de B. melitensis (pequenos ruminates) e a cepa rugosa RB51 de B.
abortus (bovinos) (Brasil, 2006).

A brucelose é um problema de salde publica devido a sua possibilidade de
transmissdo aos seres humanos. A prevencdo no homem depende até o momento da
erradicacdo ou controle da doenga em animais hospedeiros, visto que nédo existe vacina
para humanos para o controle desta zoonose.

O desenvolvimento de um potencial imundgeno contra B. abortus, é de grande
importancia visto que as vacinas existentes para bovinos ndo correspondem ao
imundgeno ideal como orientado pela OMS (Arenas-Gamboa et al., 2009).

O desenvolvimento de vacinas vivas atenuadas mantém as vantagens das
propriedades naturais do microrganismo patogénico, incluindo invasdo celular e
disseminacdo para 6rgaos especificos do hospedeiro em que 0s genes responsaveis pela
viruléncia e patogenicidade sdo deletados por técnicas moleculares (Ficht et al., 2009).

Em virtude do exposto acima, Souza et al., (2009), desenvolveram a cepa
mutante S2308AvirB10 de B. abortus. A interrupcdo do gene virB10 do operon virB
nesta cepa, foi caracterizada como apolar, o que implicou na manutencao da capacidade
do patégeno em invadir as células do hospedeiro. A baixa persisténcia da cepa mutante
S23084virB10 em camundongos BALB/c indicou a avaliacdo desta como um potencial
imundgeno (Souza et al., 2009). Sendo assim, no presente estudo avaliou-se o efeito
protetor, as alteragdes anatomohistopatoldgicas pds-administracdo da cepa mutante
S23084virB10 de B. abortus em camundongos BALB/c, como uma ferramenta eficaz

na prevencdo da brucelose experimental.

MATERIAIS E METODOS

Cepas bacterianas e condicdes de cultivo
As cepas bacterianas de B. abortus utilizadas neste estudo estdo listadas na
(Tabela 1). Estas foram cultivadas em meio liquido Tryptic Soy Broth (TSB), por trés

dias a 37°C sob agitacdo de 200 RPM. Para o preparo do meio solido utilizou-se 0 meio
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173  TSB suplementado com agar bacterioldgico a 0,8% e quando necessario foi adicionado

174  eritritol e canamicina nas concentracOes de 0,1% e 50mg/ml respectivamente.
175

176  Tabela 1. Cepas de Brucella abortus utilizadas neste estudo.

Cepas Caracteristicas Fonte

Estoque do laboratorio

B. abortus S2308 Cepa lisa e virulenta LEGA*
B. abortus B19 Cepa lisa, atenuada Produto comercial
B. abortus S2308AvirB10 kan', Cepa lisa Souza et al. 2009
LEGA
177 *LEGA: Laboratorio de Engenharia genética Animal/EMBRAPA Gado de Corte
178
179
180  Estudos de protegéo
181 Camundongos BALB/c fémeas com idade de 6 a 8 semanas foram inoculados

182  por via intraperitoneal com 1x10° unidades formadoras de colonias (UFC) bacterianas
183 em tampao fosfato-salino PBS (PBS, do inglés, Phosphate Buffered Saline, 137mM
184 NaCl, 10mM Fosfato, 2,7mM KCI e pH de 7,4) com a vacina B19 e com a cepa
185  mutante S23084virB10 (n= 5 animais por grupo). Um grupo de 5 camundongos foi
186  inoculado da mesma forma com 100 pL de PBS como controle. Apds seis semanas 0s
187  camundongos foram desafiados intraperitonealmente com 1x10° UFC com a amostra
188  virulenta S2308 em PBS e duas semanas ap06s o desafio foi realizada a eutanasia por
189  deslocamento cervical desses animais. O baco de cada animal foi removido e macerado
190  para posterior determinacdo do niimero de UFC. Feitas as diluicdes seriadas 10 > 103e
191 10 ™ estasforam plagueadas em meio TSB suplementado com &gar e canamicina para o
192  grupo que foi inoculado com a cepa mutante e TSB suplementado com agar e eritritol
193  para o grupo inoculado com a cepa vacinal B19. Os niveis de infe¢do foram expressos
194 em média + desvio padrdo de log™ UFC/bago. A eficacia da vacina nos animais
195  inoculados foi comparada aos animais inoculados com PBS e a unidade de protecéo foi

196  determinada subtraindo-se a meédia das UFC/baco recuperado com a média da
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UFC/bago dos animais controle inoculados com PBS. Este experimento foi realizado
em duplicata.

Analises Anatomohistopatologicas

Para estas analises, vinte e um camundongos BALB/c de 6 a 8 semanas de idade
foram distribuidos em 4 grupos experimentais os quais foram inoculados com 1x10°
UFC, por via intraperitoneal, com as cepas de B. abortus, B19, S2308AvirB10 , S2308 e
grupo controle PBS. Os grupos foram formados por seis camundongos cada (0s quais
foram separado em 2 caixas com 3 animais em cada uma), exceto o grupo inoculado
com S2308, que conteve apenas 3 animais. Duas semanas apds a inoculacao, 3 animais
de cada um dos grupos foram eutanasiados para coleta de baco e figado.

O desafio experimental foi realizado apenas nos animais dos grupos inoculados
inicialmente com B. abortus B19, S2308AvirB10 e PBS, por via intraperitoneal, com
1x10° UFC da cepa virulenta $S2308, seis semanas ap6s a inoculacdo inicial. Entéo, duas
semanas apo0s o desafio, todos os animais foram eutanasiados para a coleta de baco e
figado.

O material coletado foi avaliado quanto as alteragdes macroscopicas e
posteriormente foram fixados em formalina a 10% durante 48 horas e, por conseguinte,
lavados em &gua corrente e armazenados em alcool 70%.

Para as analises histopatoldgicas, os fragmentos foram clivados, colocados no
processador automatico de tecidos, e em seguida emblocados em parafina. Os blocos
foram seccionados em micrétomo a uma espessura de 5 pum, e as laminas foram coradas
em Hematoxilina e Eosina (H&E) para a descricdo histopatologica. As laminas foram
observadas com o auxilio de um microscépio Optico de luz e as imagens foram obtidas

por um sistema de captura de imagens adequado.

Analise estatistica
Foi utilizado o teste t student pelo programa estatistico GraphPad Prism sendo

valores para p<0.05 considerados significantes estatisticamente.

Etica na utilizagio dos animais experimentais
O projeto foi encaminhado & Comiss&o de Etica para utilizagdo do uso de animais
em experimentos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, e aprovado com n°
de registro: CEUA n° 554/2013.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo da eficécia protetora da cepa S2308 AvirB10

Observou-se gque a cepa mutante S23084virB10 de B. abortus apresentou 0,62
unidades de protecdo (UP) (p=0,0047) frente ao desafio com a cepa virulenta S2308 de
B. abortus quando comparado ao grupo controle PBS, porém sua protecdo foi menor
que a cepa vacinal B19 (1,62 UP) (p=0,003), conforme apresentado na (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise da protecdo de camundongos BALB/c inoculados com a cepa
mutante S23084virB10 de B. abortus e com a cepa vacinal B19 contra o desafio com a
cepa virulenta S2308 de B. abortus.

Logiode UFC da B. abortus Unidades de
Grupos
(média £ DP)* prote¢do (logig)
PBS 6,38 £ 0,07
B19 4,72 £ 0,56 1,66°
$23084virB10 5,76 £ 0,14 0,62°

*Camundongos imunizados com 106 UFC e seis semanas apds foram desafiados via intraperitoneal com
105 UFC da cepa S2308.
a P<0,05, significante comparado ao grupo controle PBS.

Palomares-Resendiz et al. (2012), avaliaram a resposta protetora de Brucella
canis AvirB10:Gm e AvirB11:Gm, frente ao desafio com a cepa virulenta de B. canis,
pois ndo existe nenhuma vacina contra brucelose canina. Estudos com a mutante virB
demostrou que nas cepas de B. abortus e B. melitensis sua capacidade de sobreviver e se
replicar foi reduzida (Rolan & Tsolis, 2008). Quando comparado ao grupo controle PBS
foi obtida 1,72 UP para a cepa mutante AvirB10:Gm e 0,76 UP para a cepa mutante
AvirB11:Gm. Neste estudo, os dados obtidos com a cepa S23084virB10 de B. abortus
ndo estdo de concordancia com estes resultados, pois a UP obtida pela cepa
S23084virB10 foi menor comparada & UP obtida pela cepa mutante AvirB10:Gm.

Ressaltando que as condicBGes experimentais utilizadas no desafio diferem entre os
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trabalhos sendo a dose neste estudo ter sido duas vezes maior que a usada por
Palomares-Resendiz et al. (2012).

Os mecanismos de viruléncia de Brucella spp. ndo sdo completamente
compreendidos, mas a capacidade de causar a infeccdo esta relacionada com a
sobrevivéncia intracelular da bactéria, o que tem sido associado com o sistema de
secrecédo do tipo 1V (Celli et al., 2003).

Souza et al., (2009), realizaram a delecdo apolar do gene virB10 da cepa S2308
de B. abortus gerando uma cepa knockout. Os autores avaliaram a viruléncia da cepa
mutante em camundongos BALB/c, comparada a viruléncia da cepa selvagem S2308 e
cepas vacinais B19 e RB51. Os resultados mostraram que a mutante S2308virB10,
apresentou comportamentos semelhantes a RB51 com menor viruléncia em relacdo as
demais cepas. A persisténcia da cepa mutante foi baixa quando avaliada uma, trés e seis
semanas pos-infeccdo, demostrando que o gene virB10 é essencial para a manutengédo
da viruléncia de B. abortus.

Comerci et al. ( 2001 ) utilizaram as mutacGes apolares para demonstrar que
virB4, virB8, e virB10 sdo genes necessarios para a persisténcia de infeccdo por
Brucella spp. Sieira et al. (2000) em seu trabalho com S23084virB10 de B. abortus
observou que o nimero de bactérias recuperadas no baco de camundongos inoculados
somente com o gene de mutacdo apolar de virB10 foi significantemente mais baixo do
que o numero recuperado de camundongos inoculados com a cepa selvagem. Quarenta e
oito horas p6s-infec¢do a cepa mutante S23084virB10 nao foi recuperada, enquanto que
a cepa virulenta S2308 aumentou exponencialmente, porém nenhum dano a célula
hospedeira foi observado em ambas as cepas. A auséncia do gene virB10 impossibilita
cepas mutantes de replicar em macréfagos e sobreviver em camundongos.

Mutantes de B. abortus virB1 e virB10 sdo incapazes de persistir em bacos de
camundongos de duas a oito semanas apés infeccdo, sugerindo que a atenuacdo no
modelo animal € devida a uma incapacidade destas estirpes em crescer no meio
intracelular (Hong et al., 2000).

Construgdes moleculares mutacionais de delecéo de genes do operon virB que
podem alterar somente o0 gene que corresponde a delecdo, sendo que 0S genes
posteriores e anteriores sdo mantidos inalterados, este tipo de mutacdo é chamada de
apolar. Para mutantes que contém a delecéo do virB10 e que possuem sequéncias fortes
no sitio de terminacgdo que afetam a transcricdo ndo somente de virB10 mais igualmente

de virB11 e de sequéncias posteriores, sdo mutantes polares. MutacGes polares no locus
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virB reduzem significativamente a capacidade de B. abortus de sobreviver em cultura de
macrofagos, ou persistir em 6rgdos de camundongos. A delecdo apolar do gene virB2
reduziu a sobrevivéncia em cultura de macrofagos e a persisténcia em 6rgdos de
camundongos, enquanto uma delecdo apolar do gene virB1 sé reduziu a sobrevivéncia
em macrofagos . Os autores concluiram que virB2 , virB3 , virB4, virB5, virB6 , virB8 ,
virB9 , virB10 e virB11 sdo essenciais para a viruléncia de B. abortus em camundongos,
enquanto que as funcdes codificadas pelos genes virBl , virB7 e virB12 nédo séo
necessarios para a persisténcia da Brucella spp. em drgdos de camundongos (Den
Hartigh et al., 2004;Den Hartigh et al., 2008; ).

Neste estudo, o potencial protetor da cepa mutante S23084virB10, frente ao
desafio com a cepa virulenta S2308, demonstrou niveis mais baixos de protecdo em
camundongos BALB/c, quando comparada a cepa vacinal B19. Uma vez que o gene
virB10 esta relacionado com a viruléncia e sobrevivéncia intracelular, a sua delecdo
pode ter levado a um nivel de atenuacdo exacerbado, o que pode ter impossibilitado a
cepa mutante de causar uma resposta inflamatéria em camundongos e desta forma
induzir uma imunidade protetora e consequentemente uma protecdo mais significativa

frente ao desafio com a cepa virulenta

Analises Anatomohistopatologicas

Na andlise macroscopica realizada (Fig. 1), nos animais eutanasiados duas
semanas apos a inoculacdo, os animais inoculados com a cepa vacinal B19 e a cepa
virulenta S2308 apresentaram esplenomegalia exarcerbada, 0 que sugere um aumento
da resposta inflamatoria a infeccdo sendo esta confirmada apenas pelo exame
histopatoldgico. Os animais inoculados com a cepa mutante S23084virB10
apresentaram uma esplenomegalia leve.

Na avaliacdo macroscopica (Fig. 2) realizada nos animais eutanasiados duas
semanas apos o desafio com a cepa virulenta S2308, foi observada esplenomegalia mais
acentuada nos animais controle inoculados com PBS, quando comparado aos demais.
No entanto, os animais inoculados com as cepas B19 e S2308A4virB10 também
apresentaram esplenomegalia, porém de forma mais leve.

Stevens et al., (1994) evidenciaram em seu trabalho que o aumento da seguranca
de uma cepa se da pela auséncia da esplenomegalia em camundongos que foram

inoculados com cepas de Brucella spp., resultados em concordancia com o presente
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estudo, mas quando a auséncia de esplenomegalia € associada com as alteragdes
histopatoldgicas a cepa mutante ndo é segura para proteger os camundongos contra a
brucelose experimental.

Arenas-Gamboa et al. (2012) demonstraram que existem diversos parametros para
analisar a eficacia protetora de uma cepa mutante, tais como a reducdo bacteriana do
baco, diminuicdo das alteracbes patoldgicas do baco e figado, reducdo na resposta
inflamatdria, evidenciada por uma reducdo na esplenomegalia. Estes resultados estdo de
concordancia com os do presente estudo, pois a cepa mutante S23084virB10 apresentou
esplenomegalia leve, tanto nos animais somente inoculados e nos animais inoculados e
desafiados. Porém na avaliagdo histopatolégica, os animais inoculados com a cepa
mutante apresentaram alteracGes hepéticas e quando estes animais foram desafiados
com a cepa virulenta S2308 as lesbes histopatoldgicas foram mais severas e

irreversiveis do que as observadas no grupo inoculado com a cepa vacinal B19.

Fig. 1. Morfologia do bago de camundongos BALB/c inoculados com PBS e as cepas
B19, S2308AvirB10 e S2308 de Brucella abortus. Os animais foram inoculados por via
intraperitoneal com 1x10° UFC de cada amostra e eutanasiados duas semanas apos.
Observa-se em A o grupo controle PBS; (B) a cepa mutante S2308AvirB10; (C) cepa
vacinal B19 e (D) cepa virulenta S2308 de B. abortus. Os animais inoculados com a
cepa vacinal B19 e a cepa virulenta apresentaram esplenomegalia exacerbada e 0s
inoculados com a cepa S2308AvirB10 apresentaram esplenomegalia leve.

Fig. 2. Morfologia do baco de camundongos BALB/c inoculados com a cepa mutante
S2309AvirB10, cepa vacinal B19 e PBS. Os animais foram inoculados por via
intraperitoneal com 1x10° UFC de cada amostra e seis semanas apds desafiados com
1x10° UFC com a cepa virulenta $2308 de B. abortus, sendo eutanasiados duas semanas
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apos. Observa-se em (A) a cepa mutante S2308AvirB10, (B) grupo controle PBS e (C)
cepa vacinal B19. Todos os grupos apresentam esplenomegalia, porém a do grupo
controle PBS foi mais exacerbada.

Nas analises histopatologicas nos animais eutanasiados duas semanas apos a
inoculacdo, os animais inoculados com PBS néo apresentaram alteracdo histopatologica
no bago (Fig. 3A) e figado (Fig. 3B). Os animais inoculados com a cepa S2308AvirB10
apresentaram hepatite multifocal, sendo o infiltrado inflamatorio composto
predominantemente por células monucleares (Fig. 3C), e baco sem alteracdes (Fig. 3D).
Os animais inoculados com a cepa virulenta S2308 de B. abortus, apresentaram
desorganizacdo do parénquima esplénico (Fig. 3E) e no figado formacdo de granuloma
(Fig. 3F). Os animais inoculados com a cepa vacinal B19, apresentaram no bago, fuséo
da zona marginal para a polpa vermelha (Fig. 3G) e no figado, granuloma em formacéao
e hepatite multifocal (Fig. 3H). As alteracfes observadas nos animais destes grupos

estdo apresentadas de forma resumida na (Tabela 3).

Tabela 3. AlteracOes histopatoldgicas encontradas no baco e figado de camundongos
eutanasiados duas semanas apés a inoculacdo com as cepas de Brucella abortus B19,
S2308AvirB10 e S2308.

ALTERACOES OBSERVADAS

Grupo Baco Figado

PBS - -

Hepatite multifocal infiltrado
S2308virB10 - inflamatorio, células
monucleares

S2308 Desorganizagao do parénquima Formacdo de granuloma

a1 Fusdo da zona marginal para a Granuloma em formagdo

polpa vermelha Hepatite multifocal
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Nos animais eutanasiados duas semanas ap6s o desafio com a cepa virulenta
S2308, as alteragdes mais severas foram observadas no grupo inoculado com PBS, que
apresentou fibrose no baco (Fig. 4A) e no figado, reacdo inflamatdria constituida por
células mononucleares, células epitelioides e fibroblastos caracterizando o granuloma
(Fig. 4B). Os animais inoculados com a cepa S2308AvirB10, apresentaram lesfes mais
severas e irreversiveis quando comparados ao animais inoculados com a cepa B19,
como: desorganizacdo do parénquima esplénico e fibrose (Fig. 4C) e no figado,
formacéo de granuloma e varios focos inflamatérios (Fig. 4D). Os animais, inoculados
com a cepa vacinal B19, apresentaram no bago desorganizacao do parénquima (Fig. 4E)
e focos inflamatérios constituidos de células porlimorfonucleares e monuclerares no
figado (Fig. 4F). As alteracGes observadas nos animais deste grupo estdo apresentadas

de forma resumida na Tabela 4.

Tabela 4. Alteraces Histopatoldgicas encontradas nos camundongos eutanasiados duas

semanas apos o desafio com a cepa virulenta S2308 de B. abortus

ALTERACOES OBSERVADAS

Grupo Baco Figado

Reacdo inflamatdria, células

monucleares, epitelioides.

PBS Fibrose _
Presenca de fibroblastos
caracterizando o granuloma
B19 Desorganizagao do Focos inflamatorios, células

parénquima polimorfonucleares e

monucleares

_ Desorganizagéao do
S2308VirB10 o Formacao de granuloma
parénquima

_ Focos inflamatorios
Fibrose
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Os achados histopatolégicos dos animais inoculados com a B19 deste estudo
foram semelhantes aos encontrados por Arenas-Gamboa et al. (2009) que relata lesoes
no baco e figado de camundongos eutanasiados trés semanas pos-inoculacdo. Os
camundongos inoculados com a cepa B19 apresentaram no figado focos inflamatoérios,
neutréfilos e linfocitos aumentados, jA& no baco foi observado desorganizacdo do
parénquima esplénico. Esses resultados demostram que a cepa vacinal B19 mesmo
sendo efetiva em sua protecdo, pode causar alteracbes histopatologicas em
camundongos.

Nos animais inoculados com a cepa mutante S2308virB10 de B. abortus e
eutanasiado duas semanas pds-inoculacdo, ndao houve alteracdo histopatolégicas no
baco, apenas foco inflamatdrio no figado. J& o grupo inoculado com a B19 apresentaram
desorganizacdo do parénquima esplénico e presenca de granuloma em formacgdo no
figado. Estes resultados mostram que a cepa vacinal B19 é efetiva em sua protecéo,
porém ela provocou lesGes mais graves do que a cepa mutante S2308virB10 de B.
abortus.

Silva et al. (2011), observou um discreto infiltrado neutrofilico no baco e figado
de camundongos BALB/c, sete dias ap6s a infeccdo com a cepa de B. ovis. Apds sete
dias da infeccéo, foi verificada a presenca de microgranulomas multifocais, composto
por macréfagos no baco e figado desses animais. Alteracdes semelhantes foram
encontradas nos animais eutanasiados duas semanas pdés-inoculacdo, que foram
inoculados com as cepas B19, S2308 e S2308virB10 de B. abortus.

Rélan et al. (2009), verificaram nas andlises histopatoldgicas do baco de
camundongos C57BL/6, inoculados com a cepa S2308 de B. abortus presenca de
microgranulomas, ja& nos animais inoculados com a cepa mutantes virB, (insercdo de
1.232 nucleotideos ap6s o gene virB1) ndo teve presenca de microgranulomas e nao foi
observado alteracdes morfologicas no baco destes, com 21 dias pos-infeccdo. Esses
resultados diferem do presente estudo, pois animais inoculados com a cepa mutante
S2308virB10, tanto os animais inoculados como os desafiados, apresentaram
esplenomegalia leve e presenca de lesbes histopatologicas quando estes foram
desafiados. As lesdes observadas na analise histopatologica do grupo inoculado com a
cepa mutante indicam que frente ao desafio com a cepa virulenta S2308 de B. abortus, a

mutante ndo protegeu os camundongos dos danos causados pela cepa virulenta. Lesdes
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irreversiveis, como fibrose e granuloma, foram observadas nos animais inoculados com
esta cepa mutante, indicando impossibilidade de recuperacgéo tecidual pelo organismo
do animal. Estes resultados demostram que a cepa mutante S23084virB10 induz uma
fraca protecdo, o que pode ser provavelmente evidenciada pelas lesdes irreversiveis

causada pela cepa virulenta ap6s o desafio.
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3E S2308 de B. abortus 3F S2308 de B. abortus

Fig. 3. Andlise histopatoldgica do baco e figado de camundongos BALB/c inoculados
com a mutante S2308AVirB10, cepa vacinal B19, cepa virulenta S2308 e PBS. (1A-
objetiva 10x) e (1B-objetiva 20x) baco e figado: PBS sem alteracdes; (1C-objetiva 10x)
S2308AvirB10 figado: hepatite multifocal sendo infiltrado inflamatério composto
predominantemente por células monucleares; (1D-objetiva 20x) baco: sem alteracdes;
(1E-objetiva 40x) S2308, baco: desorganizacdo do parénquima; (1F-objetiva 63x)
figado: formacdo de granuloma; (1G-objetiva 40x) B19 bago: fusdo da zona marginal
para a polpa vermelha e desorganizagdo do parénquima; (1H-objetiva 40x) figado:
granuloma em formacéo e hepatite multifocal.
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Fig. 4. Analise histopatoldgica do baco e do figado de camundongos BALB/c
inoculados com a cepa mutante S2308AVirB10 de B. abortus, cepa vacinal B19 de B.
abortus e PBS ap6s o desafio com a cepa virulenta S2308 de B. abortus. ; (2A-objetiva
40x) PBS, baco: fibrose; (2B-objetiva 40x) figado: Reacdo inflamatéria constituida por
células monucleares, células epitelioides e fibroblastos caracterizando o granuloma (2C-
objetiva 20x) S2308AVirB10, bago: desorganizacdo do parénquima e fibrose; (2D-objetiva
63x) figado: formacéo de granuloma e varios focos inflamatorios ; (2E-objetiva 10x) B19,
baco: desorganizacdo do parénquima; (2F-objetiva 40x) figado: focos inflamatdrios
constituidos de células polimorfonucleares e monucleares.
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