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Brucella ovis:
invasiao, trafego, fatores de viruléncia e resposta imune

Brucella ovis:
invasion, traffic, virulence factors and immune response

Jodo Marcelo Azevedo de Paula Antunes'; Jane Megid*

Resumo

A brucelose permanece como problema econémico em animais e de saude publica. Em todo o mundo a
brucelose ovina ocasionada pela Brucella ovis ¢ considerada uma das principais causas de infertilidade
em ovinos. Os fatores responsaveis pela persisténcia do agente ndo sdo conhecidos, bem como os
mecanismos imunes envolvidos na defesa e eventualmente na persisténcia do agente. Brucella spp.
induz resposta inflamatoria moderada. A natureza intracelular do agente estimula resposta imune celular
do tipo linfécito T helper 1. Os estudos de patogenia da brucelose ovina sdo escassos. Recentes avangos
demonstraram que a resposta inflamatéria moderada induzida pelas brucelas representam provavelmente
o resultado de tentativa de escape da resposta imune e supressao da resposta imune hospedeira. Foram
revisados os mecanismos descritos pelas brucelas e pela Brucella ovis para penetracdo no hospedeiro,
escape da resposta imune, bem como a resposta imunoldgica gerada pela infecgao.
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Abstract

Brucellosis remains an economic problem in animals and public health. Worldwide ovine brucellosis
caused by Brucella ovis is considered a major cause of infertility in sheep. The factors responsible for
persistence of the agent are not known, as well as the mechanisms involved in immune defense and
possibly the persistence of the agent. Brucella spp. induces moderate inflammatory response. The nature
of the intracellular agent stimulates immune response of the type 1 helper T lymphocytes. Studies of the
pathogenesis of ovine brucellosis are scarce. Recent developments have shown that the inflammatory
response induced by moderate brucelas represent probably the result of an attempt to escape the immune
response and suppression of host immune response. Were reviewed by the mechanisms described by
brucelas and Brucella ovis for penetration into the host, escape of the immune response and the immune
response generated by the infection.
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Introducao

A brucelose ¢ uma doenga infecto-contagiosa
cronica comum a diversas espécies animais causada
por cocobacilos Gram-negativos do género Brucella.
Brucelas sdo bactérias patdgenas dos mamiferos e
sdo fortemente relacionadas com outros parasitas
intracelulares da classe a-Proteobacteria e género
Orchrobactrum como  Bartonella, Rickettsia,
Anaplasma e Wolbachia (ETTEMA; ANDERSSON,
2009).

Mundialmente a brucelose permanece como
problema econdémico na criagdo de animais
domésticos (NOZAKI et al, 2004; LIRA,
2008; NOZAKI, 2008) e de saude publica, com
aproximadamente 500.000 casos por ano na espécie
humana (TALESKI et al., 2002). Atualmente, sdo
reconhecidas seis espécies do género Brucella: B.
melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae, B. ovis
e B. canis (LOPEZ; BEST, MORALEZ, 1998),
além de novas espécies em animais marinhos
classificadas, previamente, como B. cetaceae ¢
B. pinnipediae (FOSTER et al.,, 2002). Novas
espécies de brucelas foram isoladas de animais
selvagens (B. microti) (SCHOLZ et al.,, 2008),
de implante de mama (SCHOLZ et al., 2010) e
de pneumonia (TILLER et al., 2010), esta tltima
denominada B. inopinata. As espécies classicas
mostram preferéncias por diferentes hospedeiros,
mesmo exibindo 98% de homologia em seu DNA

(FERRAZ, 1999; NOZAKI et al., 2011a). Seis das
dez espécies de Brucella (B. melitensis, B. abortus,
B. suis, B. canis, B. ceti ¢ B. pinnipedialis) t€ém
potencial zoondtico (TILLER et al., 2010).

A brucelose ovina ¢ reconhecida como a mais
importante causa de epididimite,
das principais causadoras de infertilidade em
ovinos (RIDLER; WEST, 2011, NOZAKI et al.,
2011b). Embora encontrada em varios orgaos,

sendo uma

B. ovis causa lesdo especifica em orgaos do trato
reprodutivo masculino. Os fatores responsaveis
pela persisténcia do agente nos 6rgdos reprodutivos
nao sdo conhecidos, bem como o0s mecanismos
imunes envolvidos na defesa e eventualmente
na persisténcia do agente (GIL-TURNES, 1998;
TSOLIS et al., 2009).

Lira e Megid (2009), relatando que estudos sobre
a brucelose ovina ainda sdo escassos, afirmaram que
o conhecimento da patogenia da infec¢ao dos ovinos
pela B. ovis podera reduzir a ocorréncia de prejuizos
econdmicos aos criadores dessa espécie animal.
Recentes avancos demonstraram que o género
Brucella induz apenas uma resposta inflamatoria
moderada que resulta provavelmente da evasdo
e supressdo da resposta imune do hospedeiro
susceptivel (XAVIER etal., 2010; ANTUNES etal.,
2013). Neste trabalho de revisdo serdo apresentados
os mecanismos utilizados pela B. ovis, para invadir
0 hospedeiro e para proteger-se de sua resposta
imune (Figura 1).

Figura 1. Aderéncia, internalizacdo, trafego intracelular, fatores de viruléncia e resposta imune induzida pela B. ovis
em um macrdfago infectado. Todos os mecanismos relacionados a invasao de B. ovis ndo interrompem o processos
basicos da célula do hospedeiro. O objetivo da B. ovis ¢ alcangar o RE e multiplicar. A bactéria penetra no ovino
pelas mucosas conjuntival, retal e prepucial ou por pele lesionada. Macrofagos e neutrofilos sdo as primeiras células
de defesa contra B. ovis. B. ovis possui a capacidade de infectar células fagociticas (macrofagos, células dendriticas)
e ndo fagociticas (epiteliais, trofoblasticas, células do sistema respiratorio e neurdnios). 1- Aderéncia: os PAMPs
bacterianos aderem a célula do hospedeiro reconhecendo os receptores de acido sialico, residuos sulfatados, PRRs
(LFA-1, CR3, integrinas, MPR, receptores Fc), TLRs, NODs e LBP mediando a aderéncia/internalizagao, resultando
em: opsonizacao, endocitose, fagocitose e trancri¢ao de genes da Rl inata. Fatores de viruléncia da fase 1: Omp25
(responsavel por aderéncia, replicacao e sobrevivéncia); 2- Internalizacio: realizada principalmente pelos receptores
de colesterol e gangliosideo GM1 classe A “scavenger”; Fatores de viruléncia fase 1 e 2: BvrR/BvrS- regulam a
expressao das Omp e é requerido para recrutar GTPases e filamentos de actina, evitam a fusdo do BCV com o lisossomo,
mutantes BvrR/BvrS sdo incapazes de penetrar na célula; 3- Trafego: dentro da célula a brucela utiliza o citoesqueleto
de actina/microtiibulos para o trafego intracelular com ativagdo de GTPases (Rho, Rac, Cdc42) que modulam a
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invasdo para translocar as vesiculas dentro da célula. Tyr-K (tirosina quinase), PIP3-K (fosfoinositol-3 quinase) atuam
como segundos mensageiros dos sinais das GTPases no processo de internalizagdo e trafego; 4- Brucellassomos
tardios: marcados com LAMP-1 e acidificados onde a bactéria funde com o lisossomo, resultando o fagolisossomo
(marcado com catepsina D) que realiza a produg@o de 6xido nitrico para eliminaciio das brucelas (5), nesta fase
dentro do fagolisossomo a brucela pode sobreviver devido a expressdao do fator de viruléncia T4SS que inibem a
explosdo respiratoria; Fatores de viruléncia fase 4 e 5: T4SS (virB) aparato de transporte localizado na Omp capaz
de translocar DNA bacteriano/proteinas no interior da célula hospedeira, trafego do BCV até o nicho de replicagio;
virB mutantes ndo atingem o RE; 6- BCV precoces: estas vesiculas estdo marcadas com Rab5 ¢ EEA1 permitindo sua
sobrevivéncia; 7- BCVs se fundem com os RE que estam marcados com calnexina e multiplicam-se podendo lesar
a célula para sua disseminagio; 8- B. ovis induz transcricio do fator NF-kf que controla a expressdo génica de
citocinas. Nesta fase B. ovis inibe sinais via TLRs, que por cascata inibem maturacdo de CD, citocinas inflamatorias,
inibem apoptose, induzem necrose de macréfagos, afetando a RI; 9- B. ovis compromete a producio de TNF-a, que
bloquea a produgao de IL-12 ¢ INF-y inibindo a RIC (Th1) citotoxica promovendo uma evasdo da RI e prolongando
sua vida intracelular (persisténcia). M- marcadores; FV- fatores de viruléncia; RE- reticulo endoplasmatico; BCV-
brucellas containing vacuoles; CD- células dendriticas; BvrR-BvrS- sistema regulatério de dois componentes;
PRRs- pattern recognition receptors; LFA-1- leucocyte function-associated antigen 1; CR3- complement receptor 3;
integrinas alpha-5, beta-1 e beta-3, MPR- receptores de manose-6-fosfato; PAMPs- pathogen-associated molecular
pattern; NODs- nucleotide-binding oligomerization domain proteins, LBP- lipopolysaccharide binding protein;
RI- resposta imune; Rab5- GTP-binding protein rab5; EEA1- antigeno endossomal precoce 1; LAMP 1- proteinas
associadas a membrana lisossomal 1; T4SS ou gene virB- sistema de secregio tipo-I1V; RIC- resposta imune celular;
Th1- linfocitos T helper 1; NK- natural killers; PMN-polimorfonucleares.

BCYV precoce _
6-M: Rab5, EEAI

i \ Brucellassomos tardios
b\ M: LAMP |

5-FV.T4SS

7 RE
M: Multiplicacdo, calnexina

=

Nucleo

Fagolisossomo-M: Catepsina D

_—-—._--_.-—.-—.-.-

ﬂ

TNF-u (primeira citocina a ser produzida) que em cascata induz [L-12,
que estimula LT a secretarem INF-y que ativam: macrofagos, NK, PMN,
apoptose e explosio respiratoria

Fonte: Elaboracao dos autores.
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Revisdo Bibliografica

Brucella pode ser definida como microrganismo
intracelular-extracelular facultativo (GORVEL;
MORENO, 2002). Os verdadeiros elementos de
viruléncia da Brucella spp. sdo os determinantes
moleculares que permitem a bactéria invadir,
resistir a morte e se replicar em células fagocitarias
profissionais e ndo profissionais (GUZMAN-
VERRI et al., 2001). As brucelas lisas inibem a
apoptose da célula hospedeira, enquanto que as
rugosas tais como B. ovis induzem a necrose do
macrofago (PEI et al., 2006). Seleem, Boyle ¢
Sriranganathan (2008), referiram que as brucelas
ndo possuem os genes classicos de viruléncia, e sim
fatores de viruléncia que evitam a resposta imune e
aumentam sua sobrevivéncia.

A B. ovis inicialmente coloniza os linfonodos
regionais da porta de entrada e a , seguir por volta
dos 30 dias da infecgao, por bacteremia, acaba por
atingir os orgdos do trato genital (LIRA, 2008;
NOZAKI et al., 2008). Os fatores que definem
o tropismo pelo trato genital ainda ndo foram
totalmente esclarecidos (BIBERSTEIN et al., 1964).
As estratégias que impedem a deteccdo das brucelas
pelo sistema imune do hospedeiro infectado incluem:
infecgdo intracelular prolongada com modificagao
da expressao dos genes, sobrevivéncia em vesiculas
acidificadas, alteracdo da apoptose de macrdofagos,
com bloqueio da fusdo do fagolisossomo com
reducdo da ativagdo dos mecanismos de protecdo e
da inflamacdo (RAJASHEKARA et al., 20006).

Aderéncia e penetragdo

As linhagens de Brucella spp. podem ser lisas
ou rugosas, dependendo da presenca ou auséncia
da cadeia de polissacarideo O na molécula de
lipopolissacarideo (LPS). Linhagens como B.
ovis ndo possuem a cadeia O. Assim a cadeia de
polissacarideo O nao recobre outros antigenos da
superficie como os das outer membrane proteins
(OMPs), deixando-os mais expostos. O antigeno

29-kDa ¢ composto por duas OMPs, a Omp25 ¢ a

Omp31 (VISCAINO et al., 2001). Destes, a Omp25
estd diretamente envolvida na invasdo, replicagdo
e sobrevivéncia da B. ovis no interior de células
hospedeiras (CARO-HERNANDEZ et al., 2007;
MARTIN-MARTIN et al., 2008). A invasio celular
ocorre por receptores de moléculas contendo acido
sidlico ou residuos sulfatados, poucos minutos
apos a aderéncia nas células alvos (CASTANEDA-
ROLDAN et al., 2004).

Martin-Martin et al.
que a infec¢do por B. ovis em macrofagos utiliza

(2010) demonstraram

receptores de superficie comuns a Brucella spp. lisas
o que limita a ativagdo de macrofagos e favorece a
a sua sobrevivéncia e replicacdo intracelular . Esta
infec¢do ¢ dependente de dois componentes dos
lipideos que internalizam a bactéria, denominados
de receptores de colesterol e o gangliosideo GM1
classe A “scavenger”. Apds a internalizacdo as
brucelas, sdo endocitadas por macréfagos regionais
e transportadas para linfonodos regionais da porta
de entrada. Caso as bactérias nao sejam eliminadas
neste estagio ocorrera a sua disseminagdo pelo
sistema mononuclear fagocitario (SMF). no qual
ocorre a sua multiplicagdo (GORVEL; MORENO,
2002).

O mecanismo exato utilizado para a
internalizagdo das brucelas nas células do SMF
ainda ¢ desconhecido. Entretanto, as evidéncias
atualmente disponiveis admitem que a fungdo da
expressdo das células do sistema imune inato com
os seus receptores padroes de reconhecimento
(PRRs), incluindo LFA-1 (leucocyte function-
associated antigen 1), complement receptor
3 (CR3), integrinas alpha-5, beta-1 e beta-3,
receptores de manose-6-fosfato (MPR) e receptores
Fc reconhecem os PAMPs (pathogen-associated
molecular pattern) do patdégeno e possibilitam a sua
aderéncia e internalizacdo (CAMPBELL; ADAMS;
SOWA, 1994). Ap6s os PAMPs serem reconhecidos
pelos PRRs ocorre a opsonizagdo, endocitose e
fagocitose da bactéria e inicia-se a transcri¢ao dos
genes da resposta imune nao especifica. Os produtos

destes genes incluem peptideos antimicrobianos
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(GANZ; LEHRER, 1998) e citocinas inflamatorias
(BARNES; LUBYOVA; PITHA, 2009).

Ap6s a aderéncia das brucelas nos macrofagos do
hospedeiro, o citoesqueleto de actina e microtubulos
participam da internalizacdo das Brucellas. No
interior da célula ocorre ativacdo de GTPases
da familia Rho (Rho, Rac e Cdc42), proteinas
envolvidas em diversos processos celulares, que
permitem a modulagdo da invasdo pelas brucelas.
Sabe-se que os components BvrS e BvrR que estdo
envolvidos na homeostase estrutural das proteinas
externas de membrana (OMP3a ¢ OMP3Db), quando
inativados sdo incapazes de ativar Cdc42 ficando a
B. abortus incapaz de invadir as células. Brucelas
BvrR/BvrS null mutantes sdo incapazes de ativar
Cdc42 small GTPase, entdo sdo incapazes de invadir
células, permanecendo ligadas na superficie celular
do hospedeiro (GUZMAN-VERRI et al., 2001).
Uma falha na eliminac¢do da Brucella spp. apos a
sua internalizacdo nos macrdéfagos e transporte
para os linfonodos leva a sua disseminag@o para
os oOrgdos e linfadenopatia regional (ENRIGHT,
1990). As brucelas opsonizadas ligam-se as células
fagocitarias profissionais através do complemento
e receptores Fc, enquanto que em células ndo
fagocitarias a ligacdo ¢ efetuada via lecitina e
fibronectina (RITTING et al., 2001).

Trafego intracelular e replicagdo

Dentro da célula do hospedeiro o nicho
intracelular das brucelas incluem os fagossomos

precoces denominados “brucellas containing
vacuoles” (BCVs) e os fagossomos tardios
acidificados  especializados dos macréfagos,

chamados de brucellassomos. Apds a internalizagdo
da Brucella spp., o BCV precoce que ¢ bem justo
sera o compartimento que permitira a sobrevivéncia
dabactéria, enquanto que o brucellassomo tardio que
se apresenta mais espagoso, sera o compartimento
da eliminagdo da bactéria (RITTING et al., 2001).
Os BCVs acidificam mas falham em acumular
MPR e catepsina D como marcadores de BCVs

tardios. Em seguida, os BCVs se fundem-se com
o reticulo endoplasmatico (RE) e proteinas como
calrreticulina e calnexina, onde a Brucella spp. pode
sereplicar. As brucelas replicam em compartimentos
semelhantes ao RE e lisam a célula hospedeira
para sua disseminagdo (QIN et al., 2008). Uma
vez dentro do fagossomo sobrevivem a explosao
respiratoria e ao ambiente adverso através da
interagcdo com o sistema de secre¢do tipo-1V (T4SS
ou virB) com o reticulo RE do hospedeiro (CELLI;
CHASTELLIER; FRANCHINI, 2003). O sistema
T4SS codificado pelo gene virB controla o trafego
intracelular e evita sua degradagao inibindo a fusao
fagossomo-lisossomo (COMERCI et al., 2001).

O retardo da fagocitose ¢ o tempo necessario
para B. abortus modificar a membrana plasmatica
da célula criando uma organela que possibilita a
sobrevivénciaereplicacdo intracelular (BELLAIRE;
ROOP; CARDELLI, 2005). Muitas brucelas sao
eliminadas pelos fagolisossomos dos macrofagos.
Entretanto, as que impedem a fusdo lisossomal sdo
capazes de se multiplicar amplamente durante o
trafego intracelular (GORVEL; MORENO, 2002).
Apds poucos minutos da invasdo a B. abortus
interage compartimentos
relacionados com a rede endossomal precoce,
confirmada pela presenca de marcadores como
receptores de transferrina, pequenas GTP-binding

com intracelulares

protein rab5 ou o antigeno endossomal precoce
1 (EEAIl). Os fagossomos ou BCVs precoces
gigantes contendo bactérias marcadas com Rab5
permitem limitada multiplicagdo do microrganismo
(CHAVES-OLARTE et al., 2002).

O encontro de BCVs marcados com proteinas
associadas a membrana lisossomal 1 (LAMP 1)
e marcadores do reticulo endoplasmatico como
calreticulina ou sec61p, mas desprovidos de
hidrolase lisossomal luminal como a catepsina D,
confirmam a hiposte de que as brucelas trafegam
de autofagossomos para o RE onde ocorre a
sua multiplicagdo, e escape da sua inativacdo
(PIZARRO-CERDA; MERESSE;  PARTON,
1998). A sobrevivéncia intracelular nos macréfagos

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 34, n. 3, p. 1301-1312, maio/jun. 2013
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esta ligada a inibicdo dos fagossomos que contém
as brucelas e da fusdo da membrana lisossomal
(NAROENTI et al., 2001; CELLI; CHASTELLIER;
FRANCHINI, 2003).
mecanismos do T4SS regulam o trafego intracelular
do compartimento do autofagossomo até o RE
(GORVEL; MORENO, 2002). O parasitismo da
Brucella spp. nao restringe as funcgdes celulares
basicas (CHAVES-OLARTE et al., 2002). As
brucelas inibem a morte celular programada da

O operon virB e os

célula infectada, bem como das células vizinhas
(GROSS et al., 2000).

Fatores de viruléncia

Do
fortemente o sistema imune do hospedeiro as
brucelas coordenam a expressdo de multiplos

interior dos macréfagos, sem ativar

fatores de viruléncia relacionados a sua entrada e
trafego até ser atingido o seu nicho de replicagdo
(RAMBOW-LARSEN et al., 2009). Diversos
mecanismos reguladores da expressao génica foram
identificados no género Brucella: Quorum sensing,
stringent response, sistema regulatorio de dois
componentes e, mais recentemente, o blue-light
responsive LOV-HK protein, que ¢ responsavel
pela adaptacao das brucelas a diferentes ambientes
(RAMBOW-LARSEN et al., 2009). O Quorum
sensing no género Brucella coordena a expressao
de genes em diferentes condi¢cdes ambientais,
como a producdao do fator de necrose tumoral-a
(TNF-a). Devido a poucos nutrientes dentro do
fagossomo, as brucelas dependem de seu regulador
de stringent response que sintetiza transportadores
periplasmaticos como nutrientes (LAMONTAGNE
et al., 2009).

O sistema regulatério de dois componentes
permite um ajuste individual da infeccdo e da
expressao génica em resposta ao estimulo ambiental.
O sistema BvrR-BvrS (sistema regulatorio de dois
componentes) regula a fusdo do fagolisossomo. O
fator blue-light responsive LOV-HK protein também
¢ utilizado pela Brucella spp., onde a exposicao

a luz aumenta a atividade enzimatica sugerindo
o aumento da viruléncia. As brucelas regulam a
expressdo de multiplos fatores de viruléncia em
resposta aos sinais moleculares acumulados via
quorum sensitive system, e respondem a falta de
nutrientes pela upregulation do T4SS via stringent
system, enquanto o sistema de dois componentes
contribui para a regulacdo dos genes OMPs,
responsaveis pela divisdo celular e aumento da
viruléncia em resposta a luz (RAMBOW-LARSEN
et al., 2009).

Tsolis et al. (2009) compararam o genoma de
B. ovis com os genomas de B. suis, B. melitensis
e B. abortus e constataram que no genoma de B.
ovis faltavam os genes que codificam proteinas.
Verificaram também que a B. ovis possui 33 genes
codificantes de proteinas tinicas para esta espécie. No
cromossomo I de B. ovis falta a regido que contém
o gene wbo glycosyl transferase, considerado como
essencial para a biossintese do LPS. A auséncia deste
gene contribui para o fenotipo rugoso da linhagem.
No cromossomo II, B. ovis contém uma ilha
gendmica unica para a espécie de 26.5kb chamada
de B. ovis-pathogenicity island 1 (BOPI-1), que
possui genes envolvidos com a patogénese como
ORFs, ATP-Binding Cassete (ABC), transporter
(abcABCDE) e um suposto gene da hemaglutinina
(hmg). A presenga de pseudogenes esta relacionada
com a baixa viruléncia em humanos. O genoma
de B. ovis possui 244 pseudogenes identificados
(TSOLIS et al., 2009).

Nas fases iniciais da infec¢do o sistema de
transporte ABC ¢ requerido para a sobrevivéncia
intra e extracelular da B. ovis (SILVA et al., 2011).
Devido sua quantidade de pseudogenes a B. ovis
codifica poucas proteinas do sistema de transporte
ABC (TSOLIS et al., 2009), o que resulta na falha
do transporte de certos nutrientes. Silva et al. (2011)
ressaltaram que esta deficiéncia no transporte de
nutrientes poderia ser a responsavel pela completa
auséncia de viruléncia da B. ovis em certos animais.
Nos testes de biotipagem, a B. ovis é urease negativa,
entretanto, o seu genoma possui dois clusters de
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urease com mutacdes, delecdes e pseudogenes
que sugerem a inatividade do teste de urease. Isto
justificaria o fato da infec¢do oral na brucelose ovina
nao ser importante, pois sendo urease negativa nao
sobrevive a passagem pelo estomago (BANDARA
et al,, 2007). Varios genes do metabolismo do
acUcar que sao funcionais nas espécies de Brucella
spp. patogénicas para os humanos sdo incompletos
na B. ovis (TSOLIS et al., 2009).

Sabe-se que o eritritol é uma fonte de carbono
presente, na placenta de bovideos, suideos e
caprinos que funciona como substincia atrativa,
respectivamente para B. abortus, B. suis e B.
melitensis. Entretanto, a brucelose ovina possui
baixa incidéncia de abortamentos. E a B. ovis nao
oxida o eritritol e também sua multiplicagdo nao ¢
inibida pela presenca deste alcool. Isto é ocasionado
devido ao stop codon no gene eryA e um frameshift
no gene eryD, que evita a entrada do eritritol na
célula e impossibilita a sua utilizagdo como fonte
de carbono necessario para sua multiplicagdo. Estas
limitagdes podem contribuir explicar a limitada
viruléncia de B. ovis (TSOLIS et al., 2009).

Diversos transportadores ABC de agucares
possuem pseudogenes no genoma de B. ovis, que
reduzem a sua habilidade para a utilizacdo da
glicose e da galactose. A B. ovis ¢ a inica espécie do
género com fendtipo oxidase negativo dependente
da atividade do gene citocromo oxidase C, inativado
em seu genoma . O metabolismo do nitrogénio
da B.ovis ¢ dependente de genes que codificam a
produgdo da 6xido nitro redutase, que estdo ausentes
no genoma de B. ovis, o que pode contribuir com o
tropismo restrito para os tecidos, bem como, pela
reduzida gama de hospedeiros (TSOLIS et al,
2009).

Os fatores responsdveis pela interagdo entre
hospedeiro e patogeno podem ser sintetizados
topicos: LPS, T4SS, proteinas
autotransportadoras ¢ OMPs. A B. ovis possui um
fenodtipo rugoso de LPS. De fato sabe-se que o
antigeno da cadeia O exerce uma fung¢@o critica na

em quatro

patogenicidade de B. abortus, B. suis e B. melitensis.
O gene wboA ausente no genoma da B. ovis, bem
como um pseudogene de glicoriltransferase que
participa da biosintese do LPS, outro pseudogene
da familia LpxA4 de aceiltransferase e uma suposta
transferase que pode estar envolvida na biossintese
da mureina. Estas diferencas no LPS de B. ovis
podem afetar a interagdo com toll-like-receptors
(TLR) da resposta imune inata (TSOLIS et al.,
2009).

O T4SS, codificado pelos genes virBI-virB12, é
essencial para a viruléncia das linhagens de brucelas
lisas (DELRUE et al., 2001). No genoma de B.
ovis os genes virBI-virBI12 estdo intactos, o que
indica que este sistema seja funcional nessa espécie
(TSOLIS et al., 2009).

Admite-se que quatro proteinas estejam
de proteinas

autotransportadoras das brucelas e que cada espécie

envolvidas no sistema
do microrganismo codifica uma combinacdo de
tais proteinas (CHAIN et al., 2005), o que indica
que nenhuma das quatro proteinas ¢ essencial
para a viruléncia, mas que diferentes combinacdes
das mesmas podem contribuir para o tropismo
por tecidos bem como pela gama de hospedeiros
suscetiveis a infeccdo por B. ovis. A proteina
autotransportadora OmaA esta ausente na B. ovis,
aspecto que também contribui para o limitado
tropismo por tecidos ¢ pela gama de hospedeiros
suscetiveis (TSOLIS et al., 2009). As OMPs sdo
reguladas por dois components BvrR/BvrS, tidos
como reguladores principais de varias fungdes de
viruléncia que se encontram intactos no genoma de
B. ovis (GUZMAN-VERRI et al., 2001). Os dois
genes ompZa ¢ omp3l que codificam as OMPs
possuem mutacdes na B. ovis, o que leva as OMPs
de B. ovis a serem mais susceptiveis a pepitideos
cationicos (FREER et al., 1999), comprometendo a
estabilidade da célula e reduz a sua capacidade de
sobrevivéncia r em ambientes desfavoraveis.

A biologia unica de B. ovis se comparada com
a das outras espécies patogénicas para os humanos
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se deve em parte ao resultado da degradacdo
do seu genoma (TSOLIS et al., 2009). Além da
importancia da urease na infecgdo estabelecida pela
via oral, também foi comprovado que esta enzima
contribui para o estabelecimento da infeccdo pela
via respiratoria em suinos (BOSSE; MACINNES,
2000). Desta forma, possivelmente B. ovis ndo se
estabelece no hospedeiro tanto pela via respiratoria
como pela via oral que sdo as duas principais vias
de infeccdo das Brucellas patogénicas aos humanos
(TSOLIS et al., 2009).

Resposta imune

Devido ao LPS pouco imunogénico que evade
da deteccdo dos TLRs da resposta imune inata as
brucelas induzem fraca resposta inflamatéria nos
hospedeiros infectados com conseqiiente retardo
em uma resposta imune efetiva (LAPAQUE;
FORQUET; CHASTELLIER, 2006). A resposta
inata ocorre imediatamente pelas PRRs que se
ligam aos PAMPs bacterianos. TLRs, “nucleotide-
binding oligomerization domain proteins” (NODs),
“lipopolysaccharide binding protein” (LBP), MPR,
sdo receptores eucaridticos que reconhecem os
PAMPs (TIZARD, 2009). As brucelas produzem
proteinas que inibem os sinais dependentes de TLRs,
responsaveis pela maturagdo das células dendriticas
(DC) e de
inflamatorias com conseqliente interferéncia na
resposta imune (R.1.) inata e adaptativa (SALCEDO;
MAECHESINI; LELOUARD, 2008; CIRL;
WIESER; YADAY, 2008). Quando as células de
defesa (macrofagos, DC, mastocitos) sdo expostas

secrecao citocinas/quimiocinas

aos PAMPs das bactérias mediante os receptores
tipo PRRs via TLRs estas células secretam diversas
proteinas, incluindo as citocinas, principalmente IL-
la e TNF-a, assim como IL-6, IL-12 e IL-18 que
desencadeiam uma resposta inflamatéria da fase
aguda (LAPAQUE; FORQUET; CHASTELLIER,
2006).

O bloqueio da produgdo de TNF-a também
¢ uma atividade imuno-inibitéria induzida pelas

brucelas (BILLARD; DORNAND; GROSS, 2007).
A ativacdo do complexo de TLRs pelas brucelas
ocasiona a inibicdo da R.I. inata, secrecdo de
citocinas, maturagdo de fagocitos, processamento
de antigenos e apresentagdo de antigenos a LT
(CIRL; WIESER; YADAV, 2008).

Em ovinos experimentalmente infectados com
B. ovis estirpe PA Galindo et al. (2009), verificaram
que até 60 dias pos-infecgdo havia o aumento da
expressao (upregulation) de genes envolvidos com
a ativacdo da resposta inflamatoria e fagocitose.
Também foi constatada a diminui¢do de expressao
genes
os mecanismos de protecdo o que favoreceu a

(downregulation) dos envolvidos com
cronicidade do processo e a manutenc¢ao de um perfil
de resposta imune celular (RIC) com linfocito T (LT)
helper 1 (LThl1). De fato a natureza intracelular do
agente estimula uma resposta imune celular do tipo
linfécito T helper (RIC, LTh1) (VEMULAPALLI et

al., 2000).

Os linfécitos T(LT) s@o diferenciados em
duas classes: Thl e Th2. A subclasse Thl secreta
principalmente IL-2, INF-g, TNF-a, que participam
da RIC. A subclasse Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 promotoras da resposta imune humoral (RIH)
(SALAS-TELLEZ et al., 2005). Ficht e Adams
2009. verificaram que tanto a resposta imune
celular quanto a humoral participam na protegao
contra a brucelose. A localizagdo intracelular
requer uma estimulagdo da RIC (Thl). Contudo,
em camundongos foi demonstrado que a imunidade
protetora contra brucelose ¢ conseqiiéncia de uma
combinagdo entre anticorpos ¢ RIC

Antunes (2012) analisando o perfil da expressao
de citocinas em orgdos reprodutivos de carneiros
por 240 dias apods a infeccao (dpi) com B. ovis
(ATCC25840) contatou que, aos 30 dpi houve
expressao aumentada das citocinas em epididimos
(IL-6, IL-1pB, IL-1 @), testiculos (INF-y, IL-12),
glandulas bulbouretrais (IL-6, TNF-a) e nas
ampolas (INF-y, IL-10, IL-1B, IL-la), o que
comprovou a indugdo da resposta imune pela B.
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ovis. Com o decorrer da infeccdo (60 dpi) houve
um decréscimo na expressdo de citocinas o que
demonstrou a evasdo da resposta imune, com
excecdo da observada nas glandulas bulbouretrais, o
que favoreceu a persisténcia da B. ovis nesse orgao.
Também foi observado que durante a fase cronica de
infec¢ao (120 e 240 dpi) a B. ovis induziu expressao
menor das citocinas nos epididimos (IL-1B, IL-
la), testiculos (INF-y, IL-12) e ampolas (INF-y,
IL-10, IL-1P, IL-1a), com excegdo das glandulas
bulbouretrais (IL-6 and TNF-a) e epididimos (IL-
6) ainda numa tentativa de eliminag¢do. Antunes
(2012) destacou que a ativacao da RI aos 30 dpi,
com um decréscimo da expressdo de citocinas e
desenvolvimento da infec¢do, seria um mecanismo
de escape da RI. No final da infec¢ao foi constatada
a existéncia de pequena ativacao de citocinas Thl
e Th2, o que levou a conclusdo de que a resposta
imune celular ¢ humoral seriam ineficazes para
a eliminacdo do microrganismo. Este perfil de
resposta imune demonstrado pela expressdo génica
de citocinas ¢ consequéncia da persisténcia da
infec¢do.

Conclusio

A natureza intracelular do género Brucella
estimula imunidade mediada por células, onde a
resposta inflamatoria moderada com padrao de
citocinas inflamatorias ¢ provavelmente o resultado
da evasdo e supressio da resposta imune dos
hospedeiros. Na brucelose dos ovinos causada
pela B. ovis, apesar da localizagdo do agente ficar
restrita aos tecidos do sistema reprodutor, os
mecanismos e fatores de viruléncia utilizados para
evasdo da resposta imune sdo semelhantes aos
empregados pelas outras espécies de brucelas nos
seus respectivos hospedeiros preferenciais .
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