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RESUMO

A Brucella abortus é uma bactéria Gram-negativa que apresenta forma de
vida intracelular facultativa e € responsével por causar a brucelose, doenca que
afeta humanos e animais. A resposta imune contra este patégeno envolve varios
mecanismos da imunidade inata e adquirida, entre os quais a citocina IFN-y tipica do
perfil Ty1l, bem como as células T CD8", executam papeis importantes. Além das
respostas imunitarias classicas que séo induzidas durante infeccfes por patdégenos,
as vias imunorregulatoérias do hospedeiro podem também tornar-se ativadas no
intuito de delimitar a amplitude e duracdo das respostas imunes, prevenindo a
imunopatologia excessiva. Varios dados na literatura mostram o papel de algumas
células e citocinas importantes no estabelecimento desta imunorregulacdo, tais
como células T e B regulatorias e as citocinas IL-10 e TGF-B. Sobreviver a uma
infeccdo requer, portanto, a geracdo de uma resposta imune controlada. Apesar da
importancia da imunorregulacéo, diversos patégenos tem exibido a capacidade de
estimular os mecanismos de regulagdo como uma forma de se evadir do sistema
imune e assim estabelecer sua infeccdo. Devido a isso a investigacdo do processo
imunorregulador que surge em resposta a infeccdo ou que é induzida pelo proprio
agente patogénico torna-se importante, podendo fornecer informacdes sobre novas
abordagens terapéuticas para o controle da infeccdo. Nesse contexto, o objetivo do
presente estudo foi avaliar 0os mecanismos imunolégicos envolvidos na
imunomodulac¢éo induzida pela bactéria B. abortus em modelo murino.

Como metologia, animais C57BL/6 foram infectados com B. abortus e
sacrificados uma, trés e seis semanas poés-infeccdo. Um grupo de animais nédo
infectados foi utilizado como controle. Primeiramente, avaliamos a carga bacteriana
presente no baco e o indice de proliferacao celular de animais infectados ou néo,
pelo método de MTT e por citometria de fluxo. Analisamos também os niveis de
citocinas (IFN-ye IL-10) pelo método de ELISA e a producdo de células T e B
regulatorias por citometria de fluxo, em esplendcitos derivados desses animais. Por
fim, avaliamos a influéncia da infeccdo com B. abortus no curso da Encefalomielite
auto-imune experimental (EAE).

Como resultados, verificamos uma diminuicdo na proliferacdo celular em
animais infectados, sendo esta mais proeminente em linfocitos TCD8" e células NK*
(natural killer). Concomitantemente, foi percebido um aumento na producédo da
citocina IL-10. Além disso, animais infectados apresentaram maior numero de
células TCD4" e TCD8" com perfil regulatério bem como células CD19" produtoras
de IL-10, principalmente na terceira semana pdés-infecgcdo. Em relagdo a EAE, de
forma inesperada, foi percebido um aumento do escore clinico em animais
infectados, comparados aos controles. Dessa forma, foi possivel concluir que a
infeccdo por Brucella abortus é capaz de induzir a presenca de elementos
imunorreguladores porém, estes elementos nao foram suficientes para causar uma
melhora no curso da EAE.

Palavras-chave: Brucella abortus, células regulatérias, imunomodulagéo.



ABSTRACT

Brucella abortus is a Gram-negative and facultative intracellular bacterium,
responsible for brucellosis in humans and animals. The immune response against
this pathogen involves different mechanisms from innate and acquired immunity,
including IFN-y, a typical cytokine from Tyl profile, as well as CD8" T-cells. Aside
from the classic immune responses induced during an infection caused by a
pathogen, the immunoregulatory pathways of the host can also be activated, limiting
the range and the response time of immune responses, preventing an excessive
immunopathology. Data from the literature shows the role of a range of cells and
cytokines in establishing this immunoregulation such as T- and B-cell regulators and
IL-10 and TGF-f cytokines. Survival to an infection process therefore requires the
generation of a controlled immune response. Despite the importance of
immunoregulation, a diversity of pathogens have shown the capacity to stimulate
some regulation mechanisms to evade the immune system and then establish the
infection. In this way, the investigation of the immunoregulation processes that occur
in response to the infection or are induced by the pathogenic agent become
important, as these can provide information about new therapeutic approaches for
the control of infections. In this context, this study aimed to evaluate the
immunological mechanisms involved in the immunomodulation induced by B.
abortus, in a mouse model.

C57BL/6 animals were infected with B. abortus and sacrificed after one, three
and six weeks of infection. Non-infected animals were used as a control group.
Bacterial load was evaluated in the spleen and the cellular proliferation index was
evaluated for infected and non-infected animals using the MTT method and flow
cytometry. Cytokine levels (IFN-ye IL-10) were evaluated through ELISA and
regulatory profiles of T-cells and B-cells were assessed by flow cytometry in the
splenocytes of these animals. The influence of B. abortus infection was also
evaluated using a experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) model.

As results, a decrease in cellular proliferation was observed in infected
animals, with a more prominent effect in TCD8" lymphocytes and NK (natural killer)
cells. An increase in IL-10 levels was concomitantly observed. Infected animals
presented a higher number of T- cells (CD4'CD25FoxP3" and CD8"'CD25 FoxP3")
and B-cells (CD197IL-10") with a regulatory profile, especially after the third week of
infection. Regarding EAE, an unexpected increase in clinical score was observed in
infected animals when compared to control group. Thus, we concluded that Brucella
abortus infection is able to induce immunoregulatory elements, although it is
insufficient to cause an improvement in EAE.

Key Words: Brucella abortus, regulatory cells, immunomodulation.
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Possiveis mecanismos supressores das células T regulatérias. Da esquerda para a direita:
indugdo da expressdo de B7H4 por células apresentadoras de antigenos, que por sua vez
promovem uma parada no ciclo celular de células T; indugdo de morte direta de células-
alvo, como APCs e células T, via liberagdo de perforinas e granzimas; inducdo da
expressao da molécula IDO, resultando na apoptose ou anergia das células T; liberacéo de
IL-10 e TGF-B que inibem a ativacdo de células T e suprimem a funcdo das APCs
(Adaptado de ZOU, 2006).

Mecanismos supressivos das células B regulatérias. As células Bregs podem agir:
suprimindo a ativag&o e diferenciagéo de células T CD4", T CD8" e células NK; promovendo
a disfuncdo de células apresentadoras de antigenos através da inibicdo das moléculas de
MCH e/ou moléculas co-estimulatérias; atraves da liberagdo de citocinas anti-inflamatérias
como a IL-10 e TGF-p que induzem a presen¢a de macréfagos supressivos e células T
regulatorias e; através da eliminagdo de células em apoptose e reducdo dos auto-antigenos
(Adaptado de MAURI; EHRENSTEIN, 2008).

Potenciais estratégias usadas por patdgenos para promover a indugdo e funcdo de células
T regulatorias. Os microrganismos podem promover a indugdo de células Tregs para
garantir sua prépria sobrevivéncia dentro do hospedeiro. O dano tecidual induzido pelo
processo patoldgico pode contribuir para aumentar a atividade de células Tregs nos locais
de infeccéo, pela apresentagdo de antigenos proprios ou induzindo a liberagao de citocinas
que promovem a inducdo e sobrevivéncia de células Tregs. Outras estratégias podem
envolver a indugdo da producdo de citocinas, que promovem o recrutamento de células
Tregs; a modulagdo de células apresentadoras de antigenos, interferindo na expressao de
moléculas co-estimulatérias ou induzindo a liberacdo de citocinas que direcionam o0s
linfocitos para um perfil regulatério; e também a liberacdo de PAMPs que induzem
diretamente a ativagdo de células Tregs(Adaptado de BELKAID, 2007).

Curso da infeccdo por B. abortus em camundongos C57BL/6. Animais foram infectados
intraperitonealmente com B. abortus S2308 (1x106bactérias/animal) e 0 numero de
unidades formadoras de colénias (UFC) presentes no baco foi determinado nos diferentes
intervalos de tempo apoés a infec¢do (n=5 por grupo).

Analise do indice de proliferacdo celular em animais infectados com B. abortus.
Animais foram infectados com a B. abortus S2308 (106bact/animal), (n=5 por grupo). Apos
uma, trés e seis semanas de infecg¢éo (A, B e C, respectivamente), células do baco destes
animais foram retiradas e cultivadas na presen¢a ou ndo do estimulo Concanavalina A (5
pg/mL). Apés 72 horas de incubacdo o indice de proliferacdo celular foi avaliado pelo
método de MTT. Como controles foram utilizados células provenientes de animais néo
infectados. O indice de proliferacdo foi calculado levando-se em conta a metabolizagdo do
MTT de células estimuladas e células ndo estimuladas. (*) significativo em relagdo aos
animais ndo infectados, por teste t de student. p<0,05.
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Determinacdo da populacdo de células CD3'CD4", CD3'CD8" e NK' no bacgo de
animais infectados ou ndo com B. abortus. Dot-plots, figuras representativas de um
experimento com 4 animais. (A) Populacéo de linfécitos. (B) Populagéo de células CD3". (C)
Populacéo de células CD4" e CD8". (D) Populacédo de células NK.

indice de proliferagdo celular de células CD3"CD4", CD3'CD8" e NK' no baco de
animais infectados ou ndo com B. abortus. Animais C57BL/6 foram infectados com B.
abortus S2308 (106bact/animal). Animais néo infectados (NI) foram usados como controle
(n=4 por grupo). Ap6s uma, trés ou seis semanas de infeccdo (1SPI, 3SPI e 6SPI,
respectivamente) as células do baco foram extraidas, estimuladas ou ndo com ConA,
lavadas e marcadas com anticorpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 ou anti-NK1.1. (A)
representacdo grafica do indice de proliferacdo celular de células CD3*CD4"; (B)
representacdo grafica do indice de proliferacdo celular de células CD3'CD8"; (C)
representacdo grafica do indice de proliferacdo celular de células NK*. O indice de
proliferacdo celular de cada animal foi determinado dividindo-se o nimero total de células
obtido apés estimulacdo com Concanavalina A pelo numero total de células nao
estimuladas. (*) significativo em relagdo aos animais néo infectados, por teste t de student.
p<0,05.

Producdo de IFN-y por esplendcitos de camundongos C57BL/6. Animais foram
infectados com a B. abortus S2308 (106bact/animal), e um grupo de animais ndo infectados
foram usados como controle (n=4 por grupo). Apds uma, trés e seis semanas de infecgao
(A, B e C, respectivamente), células do bacgo foram retiradas e cultivadas por 72 horas na
presenca dos estimulos B. abortus S2308 (102 bactérias/célula) e Concanavalina A
(5ug/ml). A concentragdo da citocina foi determina nos sobrenadantes das culturas por
ELISA. (*) significativo em relagdo aos animais ndo infectados, por teste t de student.
p<0,05.

Producdo de IL-10 por esplendcitos de camundongos C57BL/6. Animais foram
infectados com a B. abortus S2308 (106bact/animal), e um grupo de animais ndo infectados
foram usados como controle (n=4 por grupo). Apds uma, trés e seis semanas de infecgéo
(A, B e C respectivamente), células do bago foram retiradas e cultivadas por 48 horas na
presenca dos estimulos B. abortus S2308 (10? bactérias/célula) ou LPS (1ug/ml). A
concentragdo da citocina foi determina nos sobrenadantes das culturas por ELISA. (*)
significativo em relagéo aos animais néo infectados, por teste t de student. p<0,05.

Determinacdo da populacdo de células CD4'CD25'FoxP3" e CD8'CD25'FoxP3" no
baco de animais infectados ou ndo com B. abortus. Dot-plots, figuras representativas de
um experimento com 4 animais. (A) Populagéo de linfécitos. (B) Populagéo de células CD4"
e CD8". (C) Populacéo de células CD25". (D) Populacéio de células FoxP3".

+

Percentual e nimero de células regulatérias CD4"CD25'FoxP3" e CD8'CD25FoxP3
no bago de animais infectados com B. abortus. Camundongos C57BL/6 foram infectados
com B. abortus S2308 (106bact/animal), e, apos uma, trés e seis semanas de infec¢édo
(1SPI, 3SPI e 6SPI respectivamente) foram sacrificados para extracao de células do bago.
Um grupo de animais nao infectados foi usado como controle (n=4 por grupo). Estas células
foram entdo lavadas e marcadas com anticorpos anti-CD4, anti-CD25 e anti-FoxP3 ou, anti-
CD8, anti-CD25 e anti-FoxP3. (A e B) representacdo grafica do percentual e nimero de
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Figura 12

Figura 13

Figura 14

células T CD4'CD25'FoxP3". (C e D) representacédo gréfica do percentual e nimero de
células CD8'CD25'FoxP3*. Os valores referentes ao nimero de células foram obtidos
multiplicando-se o valor do percentual encontrado pelo nimero de células do bago de cada
tipo. Os percentuais de células FoxP3" s&o referentes ao percentual desta populagio
encontrado dentro da populacéo de células CD25", sendo o valor desta dltima populacéo
referente ao seu percentual dentro da populacdo de células CD4" ou CD8" (*) significativo
em relagdo aos animais néo infectados, por teste t de student. p<0,05.

Determinacéo da populacéo de células CD19°IL-10" no bago de animais infectados ou
ndo com B. abortus. Dot-plots, figuras representativas de um experimento com 4 animais.
(A) Populacéo de linfécitos. (B) Populacéo de células CD19". (C) Populacéo de células
produtoras de IL-10.

Percentual e nimero de células CD19" produtoras de IL-10 no baco de animais
infectados com B. abortus. Camundongos C57BL/6 foram infectados com B. abortus
S2308 (106bact/animal), e, apos uma, trés e seis semanas de infec¢do (1SPI, 3SPI e 6SPI
respectivamente) foram sacrificados para extracdo de células do bago. Um grupo de
animais ndo infectados foi usado como controle (n=4 por grupo). Estas células foram entéo
lavadas e marcadas com anticorpos anti-CD19 e anti-IL-10 (A) representacdo gréafica do
percentual de células CD19" produtoras de IL-10 (B) representacédo grafica do nimero de
células CD19" produtoras de IL-10. Os valores referentes ao nimero de células foram
obtidos multiplicando-se o valor do percentual encontrado pelo nimero de células do bago
de cada tipo. Os percentuais de IL-10 sdo referentes ao percentual desta populacédo
encontrado dentro da populagéo de células CD19" (*) significativo em relagéio aos animais
ndo infectados, por teste t de student. p<0,05.

Média do escore clinico em animais submetidos ao protocolo de EAE. Escore clinico
dos camundongos imunizados com o peptideo MOG3s.55 (n=5 por grupo). Os sinais clinicos
foram registrados do dia 0 ao dia 25 ap6s a imunizacdo. A infeccdo com B.abortus e o
tratamento com HKBa tiveram inicio no 12° dia apos a imunizagdo. EAE= grupo imunizado,
ndo tratado/infectado; EAE/Ba = grupo imunizado e infectado com Brucella abortus;
EAE/HKBa = grupo imunizado e tratado com HKBa. * Significativo em relagdo ao grupo
EAE, por ANOVA seguido de teste de Bonferroni post hoc. p<0,05.
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Tabela 1
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Distribui¢céo dos animais em grupos de acordo com a inducao e tratamento/infeccao.

Escala neurolégica clinica para avaliar a EAE.

48

49



ACK

APC

BB

Bregs

CTLA-4

DMSO

DNA

EAE

FMO

FoxP3

HKBa

IDO

IFN-y

IgG

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

“Ammonium-Chloride-Potassium” - Cloreto de amodnio e potassio

Células apresentadoras de antigenos

“Brucella Broth”- Meio Brucella

Células B regulatorias

“Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4” - Antigeno 4 associado a linfécito T citotoxico

Dimetilsulféxido

Acido desoxirribonucleico

Encefalomielite Autoimune Experimental

“Fluorescende Minus One” - Fluorescentes menos um

Fator de transcricdo Forkhead box P3

“Heat-Killed Brucella abortus” - Brucella abortus morta pelo calor

“Indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase” - Indoleamina-pirrole 2,3-dioxigenase

Interferon-gama

Imunoglobulina G

Interleucina



KO “Knockout” - Nocaute

LPS Lipopolissacarideo

MHC “Major histocompatibility complex” - Complexo de histocompatibilidade principal
MOG Glicoproteina associada ao oligodendrécito

MTT Corante thiazol blue tetrazolium bromido

NF-xB “Nuclear fator kappa B” - Fator nuclear Kappa B

NK Natural Killer

NKT Natural Killer T

NO Oxido nitrico

NOD “Non Obese Diabetic” — Diabéticos ndo obesos

PAMP “Pathogen-associated molecular pattern” - Padrdo molecular associado a patégenos
PBS Tampé&o salina fosfato

PCR Reacdo em cadeia da polimerase

PNCBT Programa nacional de controle da Brucelose e Tuberculose animal

PRR “Pattern recognition receptor” — receptor de reconhecimento de padrdes

TGF-B “Transforming growth fator- beta” - Fator-beta de transformacédo do crescimento
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1 INTRODUCAO

As bactérias do género Brucella sp sdo cocobacilos Gram-negativos néo
encapsulados, sem capacidade de Ilocomocdo e de formar esporos
(PESSEGUEIRO; BARATA; CORREIA, 2003). Estes microrganismos apresentam
forma de vida intracelular facultativa e sdo os responsaveis por causar a brucelose,
doenca que atinge humanos e varios tipos de animais (YOUNG, 1983).

Existem 10 espécies de Brucella sp classificadas com base na especificidade
de seu hospedeiro: B. melitensis (caprinos), B. abortus (bovinos), B. suis (suinos), B.
canis (caes), B. ovis (ovinos), B. neotomae (ratos do deserto), B. ceticeos
(cetaceos), B. pinnipedia (pinipedes), B. microti (ratazanas), e B. inopinata
(desconhecido). Dentre essas espécies conhecidas de Brucella, apenas B. abortus,
B.melitensis, B.suis e B. canis sdo patogénicas para os seres humanos, sendo as
infeccbes causadas por B. canis raras em humanos (CLOECKAERT et al., 2003; HE,
2012). Embora a B. melitensis seja a espécie mais patogénica, a B.abortus ganha
destaque por ser a principal fonte de infeccdo em fungéo da sua maior disseminagao
no mundo (CORBEL, 1997).

As bactérias do género Brucella sp podem apresentar dose infecciosa até
mesmo em baixas quantidades e séo facilmente aerossolizadas, ou seja, sdo
facilmente dispersas no ar, podendo ser transmitidas por meio deste. Além disso,
infeccdes humanas com estas bactérias sdo debilitantes e dificeis de tratar (FRANZ
et al., 1997; PAPPAS; PAPADIMITRIOU, 2007) . Em funcéo dessas caracteristicas,
estas bactérias encontram-se na lista dos agentes etiologicos de preocupac¢do com
relacdo ao seu potencial uso em bioterrorismo (GREENFIELD et al., 2002; PAPPAS
et al., 2006").

Nos animais, a brucelose é uma infecgéo crbénica que persiste por toda a vida.
O tropismo da bactéria pelos 6rgdos reprodutores é responsavel pelas suas
principais manifestagbes que sdo o aborto, a infertiidade e falhas reprodutivas.
(PESSEGUEIRO; BARATA; CORREIA, 2003; FRANCO et al., 2007).

Além de poder, eventualmente, infectar o homem, havendo assim uma
preocupacdo com a saude publica, as infec¢cdes por Brucella em animais tém um

importante impacto econémico, especialmente nos paises em desenvolvimento, pois
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além de causar a infertilidade e o aborto nas fémeas gestantes, reduzem também a
producdo de leite (BRIONES et al.,, 2001). Somado a isso, a doenca € ainda
considerada uma causa importante de morbidade e mortalidade veterinaria, gerando
perdas econdmicas ainda mais significativas (FRANCO et al., 2007). Em regibes
com alta prevaléncia da doenca, a Unica maneira de controlar e erradicar esta
zoonose é através da vacinacdo de todos os animais susceptiveis e eliminacdo de
animais infectados (BRIONES et al., 2001).

Em seres humanos, a infeccdo com Brucella sp ocorre através do contato
direto com animais ou materiais infectados ou culturas de laboratério. Em regides
endémicas, a via de infeccdo mais comum € o consumo de produtos lacteos ndo
pasteurizados, principalmente o leite e o queijo produzido com leite ndo pasteurizado
(JONG; ROLAN; TSOLIS, 2010; EKICI et al., 2012; AVILA-CALDERON et al., 2013).

Como ja citado, h& trés espécies de Brucella que merecem atencdo devido
aos riscos de infeccdo em humanos: B. abortus, B.suis, B.melitensis. Embora cada
uma delas possuam diferentes reservatorios zoonéticos, a nivel gendmico e com
relacdo ao seu comportamento em modelos de infeccdo, as trés espécies
compartilham muitas semelhancas, tanto com relacdo a forma de infeccdo quanto
em relacdo aos sintomas e patogénese (DELVECCHIO et al., 2002.; PAULSEN et al.,
2002). Os sintomas incluem febre ondulante, arrepios, mal-estar, astenia,
endocardite, artrite, encefalite e até complicacbes neuroldgicas (FRANCO et al.,
2007; HE, 2012).

Tem sido relatado que formas agudas e cronicas da brucelose podem afetar a
coluna vertebral (PAPPAS et al., 2005). Esta derivacdo da doencga, conhecida como
brucelose espinhal, normalmente afeta os idosos. A brucelose também pode levar a
inflamacé&o das articulacdes, causando a artrite, geralmente registrada nos pacientes
com até 30 anos (ALP; DOGANAY, 2008).

Um estudo de Ekici e colaboradores (2012) relataram a ocorréncia de
osteomielite em individuos com brucelose, que geralmente ocorre nas vértebras,
principalmente na regido lombossacral. O comprometimento do espaco epidural é
raro, mas a formacao de abcessos epidurais espinhais ja foi relatada em menos de
1,5% dos casos com complicacdes neuroldgicas e geralmente associadas com
espondilite. A frequéncia de comprometimento medular geralmente é visto na coluna

lombar, toracica e cervical.
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A brucelose em seres humanos raramente é fatal, mas pode levar a
debilidade severa e incapacidade. Relata-se que cerca de 2% dos pacientes nao
tratados morrem de brucelose. A doenca tem tendéncia para a cronicidade e
persisténcia, podendo se tornar uma doenca granulomatosa capaz de afetar
qualquer érgao (CHRISTOPHER; UMAPATHY; RAVIKUMAR, 2010).

O diagnostico rapido e preciso da brucelose humana continua a desafiar os
médicos devido a suas caracteristicas clinicas ndo especificas, sendo
frequentemente confundida com a gripe em funcdo de seus sintomas iniciais
semelhantes (MEMISH et al.,, 2000). O isolamento do microrganismo € o teste
padrdo para confirmar a infeccdo, no entanto, esse processo consome tempo e
requer técnicos qualificados. Além disso, 0 manuseamento das amostras contendo o
patdbgeno representa um alto risco de contaminacdo. A brucelose é a doenca
bacteriana mais comum de ser adquirida em laboratdrio no mundo (LUNA-
MARTINEZ; MEJIA-TERAN, 2002; PAPPAS et al., 2006?).

Segundo o programa nacional de controle da Brucelose e Tuberculose animal
(PNCBT) os métodos diretos de diagndstico utilizados no Brasil sdo o isolamento e a
identificagdo do agente, imunohistoquimica, e métodos de deteccdo de acidos
nucléicos (PCR — Reacdo em cadeia da polimerase). Ja os métodos indiretos
consistem primariamente na deteccdo de imunoglobulinas nos fluidos corporais
como soro, leite, muco vaginal e sémem (BRASIL, 2006).

Em relacdo ao tratamento, ainda ndo existe acordo em relagdo ao melhor
protocolo a ser usado, mas este geralmente requer a utilizacdo prolongada de uma
combinacédo de antibiéticos, que produz um alivio na sintomatologia, diminuindo a
duracdo da doenca e a ocorréncia de complicacdes, podendo assim prevenir uma
possivel recaida. Os antimicrobianos mais utilizados séo as tetraciclinas, os
aminoglicosideos, a rifampicina, o cotrimoxazol, as quinolonas e as cefalosporinas
de 32 geragdo. A escolha da associagdo de antibidticos esta em dependéncia direta
de varios fatores, dentre eles a idade, gravidez, toxicidade potencial e gravidade do
quadro clinico (PESSEGUEIRO; BARATA; CORREIA, 2003; ARIZA et al., 2007;
FANNI et al.,, 2013). Apesar do tratamento poder levar a cura, em funcéo da
localizac&o intracelular da Brucella sp e a sua capacidade de se adaptar as
condicbes ambientais encontradas em seu nicho replicativo, ha uma alta incidéncia
de falha do tratamento e de recidivas da patologia (PAPPAS et al., 2006%).
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1.1 Epidemiologia
A brucelose permanece sendo a zoonose bacteriana mais comum do mundo,

sendo endémica em muitas regides, inclusive na América Latina, oriente médio,
Africa, Asia e na bacia do mediterraneo. Cerca de meio milhdo de novos casos de
brucelose humana séo registrados anualmente no mundo (MANTUR; AMARNATH,
2008; HE, 2012; AVILA-CALDERON et al., 2013). Em determinados paises, a taxa
de prevaléncia pode ultrapassar 10 casos por 100.000 habitantes, sendo ainda mais
elevada em pessoas que trabalham em fazendas (MANTUR; AMARNATH, 2008).

O controle dos patdégenos que causam a brucelose e dos reservatorios
animais através da vacinacdo e remocdo de agentes € um fator que contribui de
forma satisfatéria para a reducéo da incidéncia da brucelose humana, fato que vem
sendo observado em alguns paises como Australia, paises do norte Europeu e
América do Norte (PAPPAS et al., 2006°).

Em 2008, 12 paises da Unido Europeia foram declarados oficialmente livres
da brucelose e quinze paises que ainda ndo haviam sido declarados livres relataram
casos de brucelose em bovinos. No sul da Europa, a situacdo é menos favoravel, no
entanto, a presenca da doenca permanece em niveis baixos, sendo inferior a 1%.
Nos Estados Unidos quase todos os estados sao classificados como livres de B.
abortus em bovinos. No entanto, a infeccdo persiste em animais selvagens em
algumas areas do pais. De 2007 até 2013 ja foram detectados rebanhos bovinos
infectados com brucelose em Montana, Wyoming e ldaho, sendo a fonte de infec¢éo
o0 veado norte-americano (Cervus elaphus), mostrando que a doenca pode
apresentar uma reemergéncia, principalmente na presenca de reservatorios animais
(APARICIO, 2013). A infeccdo por Brucella sp em um rebanho se deve
principalmente a introducdo de animais infectados, um fator que favorece a sua
reemergéncia em locais ja livres de brucelose (APARICIO, 2013).

No Brasil, a brucelose foi detectada pela primeira vez em 1913 por Gongalves
Carneiro, que relatou um caso de brucelose humana. Desde entéo, diversos estudos
epidemiologicos tem revelado a presenca da doenca na populacdo e no rebanho
bovino em todo o pais. A brucelose bovina, desencadeada pela Brucella abortus é a
infecc@o por Brucella sp mais prevalente no Brasil, seguido por B. suis em suinos. B.
melitensis e B. neotomae nunca foram isolados no pais (POESTER; GONCALVES;
LAGE, 2002).
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O Brasil tem a maior populacdo de gado comercial do mundo. Estudos
anteriores revelaram que a brucelose bovina foi difundida em todo pais, com
prevaléncia de 4,1% na regido norte; 2,5% na regido noroeste; 6,8% na regiao
oeste; 7,5% na regido sudeste; e 4% na regido sul do pais (BRASIL, 1997). O
estado do Rio Grande do Sul, como resultado de um programa de vacinagao bem
sucedida, teve sua prevaléncia diminuida de 2,0% em 1977 para 0,3% em 1986. Em
Santa Catarina, houve um aumento de 0,2% em 1977 para 0,6% em 1996. No Mato
Grosso do Sul, a prevaléncia era estavel entre 1977 e 1998, a uma taxa de 6,3%.
Em Minas Gerais, o maior estado de laticinios no Brasil, a prevaléncia caiu de 7,6%
em 1977 para 6,7% em 1980 (CASTRO, 1982). Assim, a prevaléncia da brucelose
bovina no Brasil variou de 4 a 5% no periodo de 1989 a 1998. As principais
pesquisas de prevaléncia ainda estdo em curso no momento na maioria dos estados
brasileiros. Os dados mostram uma situacdo endémica bastante estavel e uma maior
prevaléncia da doenca nas regides de densidade mais elevadas de gado
(POESTER, GONCALVES, LAGE, 2002).

Foi realizado recentemente um levantamento epidemioldgico dos estados
brasileiros a partir de um estudo amostral de propriedades rurais, para obtencdo da
prevaléncia da brucelose bovina. As coletas foram realizadas entre os anos de 2001
e 2004. Os dados ja analisados até agora, indicam que a prevaléncia de focos da
doenca nessas propriedades amostradas foi de 4,2% na Bahia; 2,5% no Distrito
Federal; 9% no Espirito Santo; 17,54% em Goias; 6,04% em Minas Gerais; 4,02%
no Parana; 15,42% no Rio de Janeiro; 35,18% em Rondbnia; 0,32% em Santa
Catarina; 12,60% em Sergipe; 9,70% em Sao Paulo; e 21,22% em Tocantins
(ALVES; VILLAR, 2011).

Poucas pesquisas de brucelose suina tém sido realizadas no Brasil, e as
perdas econbmicas devido a doenca nao sao determinadas com precisdo. Uma
pesquisa nacional realizada em 1981 revelou uma prevaléncia de 2,19% da doenca
(GARCIA-CARRILLO, 1987). O ultimo relatério da brucelose suina no Brasil indicou
uma prevaléncia de 0,34% (BRASIL, 2000). Provavelmente essa queda esta
relacionada ao controle da brucelose em locais com criagdo de suinos para fins
comerciais, uma vez que este é muito rigoroso e realizado sob supervisdo constante
(POESTER, GONCALVES, LAGE, 2002).

Em decorréncia da disseminacao da brucelose bovina no Brasil, observa-se

uma perda econdmica significativa deste rebanho, bem como dos produtos de
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origem animal, como carne, leite e derivados, tornando os mesmos vulneraveis as
barreiras sanitarias no mercado internacional, gerando também um grande prejuizo
para economia do pais (POESTER; GONCALVES; LAGE, 2002).

1.2 Patogénese
Nos seres humanos, as espécies patogénicas de Brucella sp causam uma

doenca febril conhecida como brucelose. A caracteristica patogénica chave deste
grupo de organismos € a sua capacidade para sobreviver em células hospedeiras e
persistir em tecidos do sistema mononuclear fagocitario (JONG; ROLAN; TSOLIS,
2010), sendo capaz de sobreviver e se replicar predominantemente em macréfagos
(ROORP et al., 2004).

Ap0s sua entrada em humanos ou animais, as bactérias invadem a circulagao
sanguinea e os vasos linfaticos, onde se multiplicam dentro de células fagociticas e
eventualmente podem causar septicemia (HE, 2012). Posteriormente, as bactérias
acumuladas sdo disseminadas para outras células hospedeiras. Uma vez que as
bactérias passam pelas superficies mucosas, estas podem disseminar-se
rapidamente para tecidos do sistema mononuclear fagocitario incluindo figado, baco
e linfonodos. Se a doenca inicial ndo for diagnosticada ou tratada adequadamente, a
bactéria pode persistir nesse sistema, bem como em outros tecidos tais como
articulacdes, levando a artrite e outras complicacdes osteoarticulares. Nas espécies
hospedeiras zoonoticas, a Brucella sp pode infectar o trato reprodutivo, onde entao
pode causar aborto ou esterilidade (JONG; ROLAN; TSOLIS, 2010).

A patogénese causada pela infeccdo com a Brucella sp esta intimamente
associada ao seu modo de vida intracelular. No interior das células, este patdogeno é
capaz de evitar mecanismos extracelulares de defesa do hospedeiro, como
anticorpos e complemento, e assim estabelecer a infeccdo (SANGARI; AGUERO,
1996). Uma vez no ambiente intracelular a Brucella sp é capaz de manter uma
infeccdo crbnica, o que muitas vezes dificulta o diagnostico e o tratamento (AVILA-
CALDERON et al., 2013). Para isso, estes patdgenos sao capazes de alterar ou se
adaptar ao ambiente da célula através de um mecanismo conhecido como sistema
de secrecdo do tipo IV. Este sistema permite a bactéria liberar fatores de viruléncia
tanto para o meio externo quanto para dentro da célula hospedeira, modulando o
ambiente e favorecendo sua sobrevivéncia e multiplicacdo intracelular
(CHRISTOPHER; UMAPATHY; RAVIKUMAR, 2010). Além disso, esse sistema de
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secrecdo também ajuda na aderéncia e entrada da bactéria na célula hospedeira
(MARIA et al.,2007)

O ciclo de vida da Brucella sp contém basicamente duas fases: a infeccdo
cronica de macrofagos, levando a sobrevivéncia e multiplicacdo da bactéria, e a
infeccdo aguda de células fagociticas ndo-epiteliais, causando uma patologia do
aparelho genital e aborto. O baco e o figado sdo os 6rgdos que mais apresentam
células bacterianas apdés a invaséo por Brucella sp (HORT et al., 2003).

1.3 Resposta imune
A primeira linha de mecanismos de defesa contra a Brucella sp se inicia com

o reconhecimento dos padrées moleculares associados a patdgenos (PAMPS) por
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) (KAWAI; AKIRA, 2007). Esta
deteccdo é realizada principalmente pelos receptores do tipo Toll (TLRs) e
representa um passo critico na ativacdo da resposta imune inata, sendo essencial
para o desenvolvimento da resposta imune adaptativa (O’NEILL, 2006; WEST,;
KOBLANSKY; GHOSH, 2006). Os TLRs se localizam na membrana plasméatica ou
em membranas endociticas e permitem ao hospedeiro distinguir as bactérias dos
agentes virais e parasitarios através do reconhecimento dos PAMPs (JANEWAY;
MEDZHITOV, 2002; HOEBE; JANSSEN; BEUTLER, 2004).

Com relacdo aos TLRs envolvidos no reconhecimento da Brucella sp, ja é
conhecido que o TLR2 e TLR4 participam dessa sinalizacdo, induzindo a producéo
de diferentes citocinas (OLIVEIRA et al., 2008). Entretanto, TLR9 parece ser o
receptor que desempenha um papel mais relevante na eliminacdo da bactéria
(MACEDO et al., 2008). Foi demonstrado que o DNA (acido desoxirribonucleico) da
Brucella sp apresenta ligantes para TLR9 e que a resposta de citocinas do tipo T
helper 1 (Tyl) é dependente da ativagédo de TLR9 (HUANG et al., 2005). Aléem disso,
Macedo e colaboradores (2008) demonstraram uma reducao parcial na producao de
interleucina (IL)-12 em macrofagos e células dendriticas oriundas de animais
deficientes de TLR9 (TLR9 KO - Knockout) bem como um aumento no numero de
bactérias presentes no baco, demonstrando a grande importancia deste receptor. J&
a producdo de TNF-a (Fator-alfa de Necrose Tumoral) e NO (Oxido nitrico) néo
foram afetadas pela auséncia do receptor TLR9 (HUANG et al., 2005; MACEDO et
al., 2008). Outros estudos utilizando modelo de infeccdo por B. melitensis, sugerem
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ainda que o receptor TLR4 coopera com TLR9 na deteccdo destas bactérias e no
estabelecimento de uma resposta efetiva (COPIN et al., 2007). Além dos receptores
ja citados, um estudo mais recente, realizado por Almeida e colaboradores (2013)
demonstrou que o TLR6 também é um importante componente envolvido no
desencadeamento de uma resposta imune e inducdo de resisténcia contra a
infec¢do. Os resultados deste estudo mostraram que componentes do patégeno séo
reconhecidos pelo TLR6 em células dendriticas derivadas da medula éssea,
induzindo a producéo de IL-12 e TNF-a por essas células (ALMEIDA et al., 2013).

Os macréfagos desempenham um importante papel na resposta imune contra
a brucelose, ja que as bactérias se multiplicam e sobrevivem dentro dos mesmos.
Uma vez ativados, os macréfagos realizam a fagocitose e a destruicdo do
microrganismo principalmente pela indugdo de superéxido, peréxido de hidrogénio e
oxido nitrico (BALDWIN; GOENKA, 2006). Além disso, produzem citocinas como a
IL-12, que induz respostas do tipo Tyl com consequente producdo de IFN-
v (Interferon-gama), e este, por sua vez, ativa mais macréfagos, ajudando no
combate a infeccdo (OLIVEIRA et al., 1998; MURPHY et al., 2001).

As células dendriticas também estdo envolvidas na imunidade contra Brucella
sp principalmente através do processo de apresentacdo de antigenos e producéo de
IL-12 que, como ja mencionado, estimula a diferenciacdo para o perfil Ty1l. Além
disso, a IL-12 liberada pelas células dendriticas e macréfagos é capaz de estimular
as células Natural Killer (NK) a produzirem IFN-y, 0 que potencializa ainda mais a
resposta Tyl e a acdo dos macréfagos (BIRON, 1999; HUANG et al., 2001).

A citocina TNF-o. oriunda de macréfagos ou de células Tyl também
desempenha um papel relevante na eliminacdo da bactéria. Esta molécula aumenta
a atividade bactericida dos fagocitos, além de estar envolvida nos processos
patolégicos (GOLDING et al.,, 2001; YINGST et al.,, 2003; BALDWIN; GOENKA,
2006).

Na resposta imune adquirida contra Brucella sp, a citocina IL-12 secretada
principalmente por células dendriticas e macrofagos parece executar um papel
crucial. Esta molécula atua na ativacdo de células T CD4" promovendo sua
diferenciacdo para o perfil Tyl, que produz IFN-y e TNF-a (SPLITTER et al., 1996;
HE et al., 2001). O IFN-y, além de ativar as funcdes microbicidas dos macrofagos,

também estimula a apresentacdo de antigenos através das moléculas de MHC
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(Complexo de histocompatibilidade principal) de classe | e Il (BOEHM, 1997) e induz
a troca de is6tipo de imunoglobulina (IgG) para IgG2a, o que favorece a fagocitose
do microrganismo, aumentando assim a protecdo contra o patégeno (GOLDING et
al., 2001).

Os linfocitos T CD8" também s&o importantes constituintes da resposta contra
a Brucella sp. Estas células além de contribuirem com a producéo de IFN-y e TNF-q,
também possuem funcdo citotdéxica, reconhecendo e eliminando as células-alvo
infectadas, através da liberacdo de perforinas e granzimas (OLIVEIRA; SPLITTER,
1995; HE et al.,, 2001). A resposta dessas células se mostrou essencial para a
eliminagcéo da infec¢do, uma vez que na auséncia da molécula de MHC de classe |,
na qual os linfocitos TCD8" se ligam para efetuar sua acéo efetora, ha uma
exacerbacdo da brucelose murina, o que ndo é visto na auséncia do MHC classe I,
ligante das células T CD4". Esses dados evidenciam a importancia das células T
CD8" na imunidade mediada por células no controle da brucelose experimental
(OLIVEIRA; SPLITTER, 1995).

Como descrito, o principal mecanismo responsavel pela protecdo contra a
Brucella sp é a liberagdo de IFN-y e 0o aumento da atividade antimicrobiana dos
macréfagos (OLIVEIRA et al., 1998). O papel crucial de IFN-y na resisténcia a
brucelose ja foi demonstrado e confirmado em varios estudos onde foram usados
camundongos knockout para IFN-y. Murphy e colaboradores (2001) demonstrou que
animais deficientes de IFN-y apresentam um aumento de cerca de 100 vezes no
namero de bactérias recuperadas do baco, seis semanas e meia apds a infeccao
com Brucella sp, quando entdo sucumbem a infeccdo. Corroborando com esses
dados, um estudo mais recente, de Branddo e colaboradores (2011), mostrou
também que camundongos KO para IFN-y apresentam significativamente mais
bactérias no baco na primeira semana poés-infeccédo, sucumbindo a infeccédo no 16°
dia, enquanto camundongos selvagens C57BL/6 continuaram vivos, mesmo apo6s 50
dias da infecgédo, tempo em que o trabalho foi analisado. Em ambos os estudos,
observamos que a falta de IFN-y ocasiona a morte desses animais, porém em
tempos bem diferentes, o que provavelmente esta relacionado com a carga
bacteriana utilizada na infeccdo, uma vez que no primeiro estudo esta foi de 5x10°
UFC e no segundo, de 1x10° UFC, ambos utilizando a cepa virulenta de B.abortus
S2308 (MURPHY et al., 2001; BRANDAO et al., 2001). Esses resultados reforcam
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os dados de que o IFN-y € um componente critico no combate a brucelose e que o
controle dessa zoonose é dependente dessa citocina (BRANDAO et al., 2011).

Além da imunidade celular, a imunidade humoral também pode contribuir para
a protegao contra a brucelose, embora de maneira pouco efetiva. Durante as
primeiras horas de infec¢cdo, 0s anticorpos sdo capazes de realizar a opsonizacao
dos microrganismos e assim facilitar a ocorréncia da fagocitose. Entretanto, a
habilidade do patdgeno de sobreviver e replicar no interior das células torna-o
inacessivel aos mecanismos extracelulares de controle do hospedeiro, como 0s
anticorpos e complemento (CHEERS; HO, 1983).

1.4 Imunorregulacéo
Além das respostas imunitarias classicas que séo induzidas durante infeccées

por patégenos, as vias imunorregulatorias do hospedeiro podem também tornar-se
ativadas para limitar a amplitude e duracéo das respostas imunes e para prevenir a
imunopatologia excessiva (HORIKAWA et al., 2013).

Véarios dados na literatura apontam para o papel de algumas células e
moléculas importantes no estabelecimento da imunorregulacdo do sistema imune,
tais como as citocinas IL-10 e TGF-f (Fator-beta de transformacéo do crescimento)
e as células T e B regulatérias (GAZZINELLI et al., 1992; REDPATH; GHAZAL,
GASCOIGNE, 2001; GORELIK; FLAVELL, 2002; MIZOGUCHI; BHAN, 2006;
SCOTT-BROWNE et al., 2007; SHAFIANI et al., 2010).

Inicialmente, a citocina IL-10 foi identificada como um “fator de inibicdo da
sintese de citocinas”, um produto da resposta de linfocitos T helper 2 (Ty2), capaz de
bloquear a producdo de citocinas Tyl (FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989).
Além disso, a IL-10 também seria capaz de inibir outras células, como macréfagos e
células dendriticas, impedindo a ativacdo da resposta Tyl (MOORE et al., 2001).
Atualmente j4 se sabe que a IL-10 ndo é produto apenas de células Ty2, mas
também pode ser produzida pela maioria das células, sendo todos os subconjuntos
de células T CD4", incluindo células de perfis Tyl e Tyl7 (T helper 17), células B,
macrofagos, neutréfilos e alguns subconjuntos de células dendriticas (SARAIVA;
O’'GARRA, 2010).

Um importante estudo que demonstra a a¢ao da IL-10 em controlar respostas

inflamatorias foi realizado por Sellon e colaboradores (1998). Utilizando animais
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deficientes para IL-10, estes autores demonstraram que a auséncia desta citocina
esta associada ao surgimento espontaneo de inflamacao intestinal em conjunto com
uma desregulacdo na producdo de citocinas pro-inflamatérias, principalmente a IL-
12, confirmando o papel essencial desta molécula no controle da resposta imune
patolégica.

Apesar de sua importante acdo em evitar respostas exacerbadas, a IL-10
também pode inibir a resposta imune protetora contra agentes patogénicos atraves
do bloqueio da producéo de citocinas pro-inflamatorias, tais como o TNF-a e a IL-12,
agindo diretamente sobre as células apresentadoras de antigenos, tais como 0s
macrofagos e células dendriticas (FIORENTINO et al., 1991% FIORENTINO et al.,
1991°) . A IL-10 também pode inibir a fagocitose e a morte de microorganismos
limitando a producé@o de espécies reativas de oxigénio, mecanismos fundamentais
para mediar a imunidade a patdégenos intracelulares (GAZZINELLI et al., 1992;
REDPATH; GHAZAL; GASCOIGNE, 2001). Esta acdo desfavoravel da IL-10 tem
sido evidenciada em diversos estudos com doencas infecciosas utilizando os
patdogenos Listeria monocytogenes, Leishmania major, Leishmania donovani e
Brucella abortus. Nestes trabalhos foi relatado um aumento na eliminagcdo de
patdgenos na auséncia da citocina IL-10 o que demonstra que a producdo desta
citocina pode, em determinados casos, beneficiar o patégeno (WAGNER et al.,
1994; DAI; KOHLER ; BROMBACHER ,1997; BELKAID et al., 2001; MURRAY et al.,
2002; CORSETTI et al., 2013).

Uma importante fonte da citocina IL-10 sdo as células T regulatorias (Tregs).
Essas células possuem grande relevancia para o estabelecimento da
imunorregulacdo e podem suprimir respostas efetoras através da liberacdo de
citocinas como TGF- e IL-10, bem como através de mecanismos de contato, via
molécula CTLA-4 (Antigeno 4 associado a linfécito T citotoxico) (ZOU, 2006;
BARNES; POWRIE, 2009; SARAIVA; O’ GARRA, 2010).

Um estudo utilizando o modelo animal da esclerose multipla (Encefalomielite
autoimune experimental - EAE) mostrou um aumento na diferenciacdo de células
Tregs na presenca da citocina IL-10, o que induz ainda mais a producao de IL- 10
durante a doenca (BARRAT et al.,, 2002). Além disso, essa citocina se mostrou
necessaria para manter a expressao de FoxP3 (fator de transcricdo forkhead box
P3) , caracteristica de células Tregs e a funcdo destas células (MURAI et al., 2009).

Esses dados prop6em um feedback positivo para a inducao de IL-10 por populacdes
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de células Tregs, e evidenciam um papel importante das células Tregs e da citocina
IL-10 na regulacéo da resposta imune.

Outra citocina que exerce grande importancia na regulacdo da resposta
imune, principalmente de células T, e na inducéo da tolerancia imunolégica € o TGF-
B (GORELIK; FLAVELL, 2002). O papel crucial do TGF-B na regulacéo foi sugerido
pela descoberta dos efeitos anti-proliferativos dessa citocina sobre as células T in
vitro. Sua acdo inibitoria sobre a proliferacéo foi largamente atribuido a inibicdo da
producdo de IL-2, uma citocina essencial para a proliferacdo de células T
(BRABLETZ et al.,1993).

Foi demonstrado também que o TGF- é uma importante citocina que auxilia
na diferenciacdo de células T CD4" naive em células T regulatérias (CHEN et al.,
2003; YAMAGIWA et al., 2001), além de inibir substancialmente a funcdo das
células apresentadoras de antigenos (BONECINI-ALMEIDA et al., 2004).

Em concordancia, estudos recentes realizados por Song e colaboradores
(2014) demonstraram que o TGF-B é capaz de induzir a diferenciacdo de células
dendriticas para um perfil tolerogénico, limitando a expressédo de CD40, CD86 e de
MHCII, além de aumentar a expressdao de CD45RB (considerado um importante
marcador de células dendriticas tolerogénicas) e IDO (Indoleamine-pyrrole 2,3-
dioxygenase). O tratamento com TGF- também aumentou a producéo de IL-10 e
diminuiu a producdo de IL-12. Estes estudos demonstram claramente o
envolvimento do TGF- na indugao da imunorregulagao.

Além da participagdo das citocinas IL-10 e TGF-$ e das células Tregs na
imunorregulacdo, outra célula que exerce grande papel nesse processo sdo as
células B regulatorias (Bregs). A funcdo reguladora das células Bregs parece estar
diretamente relacionada com a produgao das citocinas IL-10 e TGF- e/ou pela
capacidade das células B em interagir com células T patogénicas, diminuindo as
respostas imunes prejudiciais (MIZOGUCHI; BHAN, 2006). Os tipos e fun¢cbes das

células regulatérias serdo discutidos a seguir.

1.4.1 Células regulatérias
Estudos diversos tém sido direcionados para o melhor entendimento da

funcdo de células regulatérias nas mais variadas patologias. Em funcédo de seu

potencial, o desenvolvimento ou inducéo de células regulatérias tem se mostrado um
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mecanismo promissor, uma vez que permite uma modelagéo favoravel da resposta
imune (BELKAID, 2007; FEUERER et al., 2009).

1.4.1.1 Células T regulatorias
Em todos os sistemas biologicos ha o envolvimento de um feedback negativo

no intuito de limitar as respostas imunes e assim diminuir a imunopatologia. Ja se
sabe que as células T regulatérias desempenham papéis fundamentais nestes
processos, contribuindo para a manutencdo da homeostase do sistema imune
(FEUERER et al., 2009).

As células Tregs sdo definidas principalmente pela expressdo dos
marcadores CD4 ou CD8, CD25 e do fator de transcricdo FoxP3 (BUCKNER, 2010).
Essa populacdo de células T é especializada na supressao de respostas imunes, 0
que ja tem sido postulado desde os anos de 1970 (GERSHON, 1975). Portanto,
exercem importante fungcdo na manutencao da tolerancia imunoldgica e prevencao
de doencas inflamatoérias (CAMPBELL; KOCH, 2011). Estudos com camundongos
mostram que a auséncia ou deplecdo de células Tregs e também deficiéncias no
fator de transcricdo FoxP3 fundamentam a linfoproliferagcdo e a autoimunidade em
diversos 6rgdos (FEUERER et al., 2009; BUCKNER, 2010).

Estudos utilizando modelos experimentais de doencas auto-imunes tem
sugerido que as células T regulatérias sdo capazes de controlar em parte a
autoimunidade (MALOY; POWRIE, 2001). Em modelos murinos de colite, por
exemplo, a transferéncia de células Tregs foi suficiente para controlar o
estabelecimento da doenca inflamatéria (MOTTET; UHLIG; POWRIE, 2003).

A alteracdo da funcé@o e/ou homeostase de células Tregs tem sido implicada
no desenvolvimento de doencas autoimunes com caracteristicas inflamatorias,
incluindo diabetes tipo 1, artrite reumatoide, esclerose multipla e lUpus eritematoso
sistémico. Além disso, as células Tregs também mostraram ac¢des na regulacéo da
imunidade a infec¢cdes de origens virais, bacterianas ou parasitérias, e podem
também conter respostas imunes dirigidas para tumores ou transplantes. Desta
forma, estas células sdo importantes no estabelecimento de uma imunidade nao
patolégica, impedindo doencas inflamatorias e restringindo respostas aberrantes

contra antigenos proprios ou contra outros antigenos (CAMPBELL; KOCH, 2011).
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Tem sido observado que algumas citocinas e moléculas envolvidas nas
cascatas de sinalizacao intracelular podem contribuir para o desenvolvimento de
células Tregs. A exposicdo a IL-2 e a presenca do fator de transcricdo STAT5, por
exemplo, podem contribuir para promover a diferenciagdo em células CD25FoxP3".
Essa importancia da IL-2 na indugcdo da expressdo de FoxP3 foi mostrada em
camundongos, que na auséncia de IL-2 ou do receptor para IL-2, tiveram uma
diminuicdo na populacao de células Tregs (SAKAGUCHI et al., 2008). Ja foi relatado
também que essas células podem ser induzidas pela presenca de TGF-B
(DAVIDSON et al., 2007). Além disso, a ativacdo do fator de transcricdo NF-xB
(Fator nuclear Kappa B) também parece ter um importante papel para a
diferenciacdo de células Tregs, mais do que para as células T convencionais, uma
vez que camundongos knockout para algumas moléculas envolvidas nessa via de
sinalizacdo apresentaram defeitos na geracdo das células Tregs (SCHMIDT-
SUPPRIAN et al., 2004). Entretanto, ndo esta totalmente claro que tipo de
relacionamento existe entre as vias de sinalizacdo que promovem a selecdo da
linhagem de células Tregs.

As células Tregs podem atuar induzindo a supressdo da resposta imune
através de diversos mecanismos. A principal via ja bem conhecida € pela liberacao
de citocinas anti-inflamatdrias relevantes nesse perfil regulatério, como IL-10 e TGF-
B que podem promover a anergia de células T e a disfuncdo de células
apresentadoras de antigenos (APC). Outras acbes dessas células vém sendo
descritas, tais como a inducdo da expressdo da molécula B7-H4 por APCs, que ao
interagir com células T promoveria uma parada no ciclo celular dessas células.
Mecanismos envolvendo a ligacdo das células Tregs com a molécula CTLA-4,
promoveriam a inducdo da expressédo da molécula IDO, envolvida no metabolismo
do triptofano, resultando na inducdo de um estado anérgico ou apoptose das ceélulas
T. Além disso, as células Tregs poderiam agir via liberacdo de perforinas e
granzimas, mecanismo semelhante ao das células citotdxicas, que levam a apoptose
de APCs e células T (ZOU, 2006) (Figura 1).

Devido a sua fundamental importancia para a funcdo imune e seu potencial
para a modulacdo terapéutica mostrada nesses estudos, as células Tregs tém

atraido grande interesse de toda a comunidade cientifica.
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Figura 1. Possiveis mecanismos supressores das células T regulatérias. Da esquerda para a direita:
inducdo da expressdo de B7H4 por células apresentadoras de antigenos, que por sua vez promovem
uma parada no ciclo celular de células T; indu¢@o de morte direta de células-alvo, como APCs e
células T, via liberagéo de perforinas e granzimas; indugéo da expressao da molécula IDO, resultando
na apoptose ou anergia das células T, liberagédo de IL-10 e TGF-B que inibem a ativacédo de células T
e suprimem a func¢éo das APCs (Adaptado de ZOU, 2006).

1.4.1.2 Células B regulatérias
A existéncia de um subconjunto de células B imunorreguladoras (células B

regulatérias - Bregs) desempenhando um papel na regulacdo imune foi relatada pela
primeira vez por Wolf e colaboradores (1996) num modelo murino de EAE. Neste
estudo, foram utilizados camundongos geneticamente deficientes de células B e
susceptiveis a EAE. Em camundongos onde havia a presenca de células B, foi
observada uma recuperacdo completa da EAE aguda, enquanto que camundongos
deficientes raramente voltaram ao normal. Devido a iSso, 0S autores propuseram
que as células B poderiam desempenhar um papel na regulacdo imune da EAE
provavelmente por induzir um desvio da producgéo de citocinas Tyl para citocinas
Ty2. Outros estudos também relataram a presenca de um subconjunto de células B
capazes de aumentar a recuperacdo de animais com EAE através da producéo de
IL-10 (FILLATREAU et al., 2002)

Evidéncias adicionais para a existéncia de células B regs foram mostradas
em modelos de inflamacédo crénica. Esses estudos indicam que, como homodlogas

das células T, as células B também podem ser divididas em subconjuntos
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reguladores funcionalmente distintos capazes de inibir respostas inflamatérias e
induzir a toleradncia imunolégica (MIZOGUCHI et al., 2000; TSITOURA et al., 2002;
MAURI et al.,, 2003; MANGAN et al.,, 2004; GILLAN; LAWRENCE; DEVANEY,
2005).

De fato, um subconjunto de células B imunorreguladoras j& vem sendo
funcionalmente identificado em camundongos e em seres humanos pela sua
capacidade de produzir quantidades significativas de IL-10 (YANABA et al., 2008;
DILILLO; HORIKAWA; TEDDER, 2011). Essas células B produtoras de IL-10
mostraram limitar a inflamagdo e a doengca em modelos murinos de
hipersensibilidade por contato, encefalomielite auto-imune experimental (EAE),
lUpus, alergia e artrite induzida por colageno (EVANS et al., 2007; MATSUSHITA et
al., 2008; BOUAZIZ; YANABA; TEDDER, 2008; MADAN et al., 2009; MATSUSHITA
et al., 2010). Além disso, a inducéo da producédo de IL-10 por células B também esta
sendo relatado em diferentes modelos de infec¢do, o que em geral tem favorecido a
sobrevivéncia do patogeno (YANABA et al., 2008; DILILLO; HORIKAWA; TEDDER,
2011).

Na tentativa de caracterizar melhor a populacdo de células B regulatérias,
Kessel e colaboradores (2012) realizaram um estudo relacionando as caracteristicas
fenotipicas das células Bregs. Este trabalho evidenciou que o fenoétipo dessas
células esta relacionado com a liberacdo da citocina IL-10 e com a expressédo do
marcador CD19, utilizado para marcacéo de células B (KESSEL et al., 2012).

A funcéo regulatéria das células B parece ser mediada ndo somente pela
producédo de citocinas anti-inflamatérias, mas também pela capacidade das células B
de interagir com células T e inibir respostas imunes prejudiciais (WEI et al., 2005;
MAURI; EHRENSTEIN, 2008). Estudos mostram uma ligagdo entre células Bregs e
Tregs, que funcionaria como uma estratégia adicional do sistema imunoldgico para
reagir eficientemente aos desafios ambientais e prevenir a autoimunidade. As
células Bregs aparentemente teriam a capacidade para regular e/ou gerar Tregs
(ASHOUR; NIEDERKORN, 2006; REICHARDT et al., 2007). Em experimentos de
co-cultura de células Tregs com células Bregs foi observado um aumento na
expressédo do fator FoxP3 em células T mediado principalmente por TGF-3 (KESSEL
et al., 2012). Foi demonstrado ainda que esse aumento na expressdo de FoxP3
também é dependente de IL-10 (MANN et al., 2007).
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Além das acdes ja relatadas, as células Bregs também podem executar
diversas outras acdes regulatorias. Estas células podem agir inibindo as células T
CD8", células NK e a producdo de IFN-y. Podem ainda induzir a disfuncdo das APCs
(células apresentadoras de antigenos), inibir moléculas co-estimulatérias e
moléculas de MHC, além de promover a apoptose de células B e T. Todas essas
acOes parecem ocorrer principalmente através da liberacdo de citocinas anti-
inflamatérias como IL-10 e TGF-B. As células Bregs também podem agir via
liberacdo de anticorpos, promovendo a eliminagéo de células em apoptose, reducao
da presenca de auto-antigenos e geracdo de macréfagos supressivos, capazes de
liberar TGF-B (MAURI; EHRENSTEIN, 2008; KESSEL et al., 2012) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos supressivos das células B regulatérias. As células Bregs podem agir:
suprimindo a ativacéo e diferenciacdo de células T CD4", T CD8" e células NK; promovendo a
disfuncao de células apresentadoras de antigenos através da inibicdo das moléculas de MCH e/ou
moléculas co-estimulatorias; atraves da liberacdo de citocinas anti-inflamatdrias como a IL-10 e TGF-
B que induzem a presenca de macrofagos supressivos e células T regulatérias e; através da
eliminacdo de células em apoptose e reducdo dos auto-antigenos (Adaptado de MAURI;
EHRENSTEIN, 2008).

1.4.2 Imunomodulacéo e patégenos
E notdrio que muitas patologias sdo consequéncias de uma resposta imune

descontrolada. Assim, a inducdo ou ativacdo de elementos regulatérios € a chave

para o tratamento ou prevencdo dos danos teciduais decorrentes dessas patologias.
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Desta maneira, sobreviver a uma determinada infeccao requer, portanto, a geracao
de uma resposta imune efetiva, porém controlada (BELKAID, 2007).

Nesse contexto, tem sido observado que diversos patdgenos utilizam as mais
variadas estratégias para manipular os mecanismos regulatérios do sistema imune e
assim assegurar a sua sobrevivéncia. Uma destas estratégias envolve a inducéo de
respostas regulatorias que sd&o normalmente associadas com o término das
respostas imunes efetoras do hospedeiro. Este tipo de manipulacdo pode ser
realizado de forma direta, através da inducéo da producéo de citocinas regulatorias
em resposta aos constituintes do patdgeno, ou indiretamente através da geracdo de
células regulatodrias. Neste ultimo caso, o patégeno pode se valer de variadas formas
tais como: |- inducdo de dano tecidual no intuito de aumentar a apresentacdo de
antigenos proprios e consequentemente aumentar a atividade de células
regulatérias; IlI- manipulacdo de células apresentadoras de antigenos de forma a
interferir com a expressdo de moléculas co-estimulatérias ou induzir a producéo de
citocinas que vao direcionar os linfécitos para um perfil regulatério; 1ll- estimulacéo
da producédo de quimiocinas que promovem o recrutamento de células regulatérias
para o local da infeccdo e IV- liberagdo de PAMPs que diretamente induzem a
ativacdo de células regulatérias (BELKAID, 2007) (Figura 3).
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Figura 3. Potenciais estratégias usadas por patégenos para promover a inducéo e fungéo de células
T regulatdrias. Os microrganismos podem promover a indu¢do de células Tregs para garantir sua
prépria sobrevivéncia dentro do hospedeiro. O dano tecidual induzido pelo processo patolégico pode
contribuir para aumentar a atividade de células Tregs nos locais de infec¢do, pela apresentacéo de
antigenos proprios ou induzindo a liberagdo de citocinas que promovem a indugdo e sobrevivéncia de
células Tregs. Outras estratégias podem envolver a inducdo da producédo de citocinas, que promovem
o recrutamento de células Tregs; a modulacdo de células apresentadoras de antigenos, interferindo
na expressao de moléculas co-estimulatérias ou induzindo a liberagéo de citocinas que direcionam os
linfdcitos para um perfil regulatorio; e também a liberagcdo de PAMPs que induzem diretamente a
ativacao de células Tregs(Adaptado de BELKAID, 2007).

Em concordancia, estudos com diferentes tipos de patdgenos evidenciam que
a presenca de células regulatérias pode contribuir para a persisténcia do patdgeno.
Hisaeda e colaboradores (2004) mostraram que a deplecdo de células Tregs podem
proteger camundongos infectados com Plasmodium yoelii, cepa do parasita
responsavel por causar maléria letal em roedores, restaurando uma resposta imune
efetora capaz de erradicar o parasito. Outro estudo abordando a filariose mostra que
essa doenca esta associada a uma supressao profunda do sistema imune do
hospedeiro. Neste modelo, a infeccdo e a imunossupressdo subsequente estao
associadas a um acumulo de células Tregs na cavidade toracica e a remocéo
dessas células resulta na eliminacéo do parasito (TAYLOR et al., 2005).

Em humanos, ja foi demonstrado que a remoc¢éo de células Tregs in vitro &

capaz de aumentar a proliferacdo, bem como a producdo de IFN-y, por células
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mononucleares do sangue periférico oriundas de individuos infectados com
Plasmodium falciparum, em resposta a antigenos da malaria. Estes achados
sugerem mais uma vez um papel deletério das células regulatérias na resposta
imune protetora (WALTHER et al., 2005).

No contexto de células B, diversos estudos em diferentes modelos de
infeccéo, tais como Salmonella, Borrelia hermsi, Brudia pahangi e Leishmania major,
ja demonstraram que a inducdo da producdo de IL-10 pelas células B atuaria
suprimindo a imunidade contra esses microrganismos. Nestes trabalhos a IL-10
estaria atuando na inibicdo de neutrdéfilos, de células NK e de células T inflamatdrias,
além de induzir uma regulacdo negativa da expressdao de moléculas co-
estimulatérias B7-1 e B7-2 ou inibindo a producéo de IL-12 por células dendriticas
(GILLAN; LAWRENCE; DEVANEY, 2005; NEVES et al., 2010; RONET et al., 2010;
SINDHAVA et al., 2010). Assim, estes estudos também embasam a suposicdo que
0S patdgenos sdo capazes de estimular mecanismos regulatorios na tentativa de
subverter a resposta imune e prolongar sua sobrevivéncia.

Em relagcdo a infeccdo por Brucella sp, ja foi relatado que este patégeno é
capaz de induzir uma diminui¢do na proliferacdo de linfécitos nas primeiras semanas
apés a infeccdo, com diminuicdo da resposta pro-inflamatéria de linfocitos T CD4"
(SPERA et al., 2006). Além disso, Pasquali e colaboradores (2010), utilizando
camundongos depletados de células CD4'CD25" encontraram uma diminuicdo no
namero de bactérias presentes no baco destes animais em relacdo aos controles,
sugerindo que esta populacdo de células estd diretamente envolvida na
sobrevivéncia do patdgeno.

Outro importante estudo que sugere a modulacéo da resposta pela Brucella
sp é o trabalho de Goenka e colaboradores (2011). Estes pesquisadores
demonstraram que a auséncia de células B diminui a progressdo da brucelose
murina além de aumentar a producdo de IFN-y por células T. Estes resultados,
juntamente com estudos recentes de Corsetti e colaboradores (2013), que
demonstram uma diminuicdo na carga bacteriana em animais deficientes para a
citocina IL-10, reforcam a hipotese de uma importante acdo das células B
regulatorias (produtoras de IL-10) na imunomodulacéo induzida pelo patogeno.

Assim, uma vez que diversos trabalhos tem apontado para a acao
imunomoduladora das infecgcbes por Brucella abortus, nosso estudo ganha

importancia na tentativa de elucidar os diversos mecanismos de imunomodulacao
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utilizados pelo patdgeno para estabelecer seu processo infeccioso e sobreviver no
organismo hospedeiro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os mecanismos imunologicos envolvidos na imunomodulacao induzida

pela bactéria Brucella abortus.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a carga bacteriana presente no baco de camundongos infectados com
B.abortus apds uma, trés e seis semanas de infec¢ao.

Avaliar o indice de proliferacdo celular de esplendcitos oriundos de animais
infectados ou néo.

Avaliar a producédo das citocinas IL-10 e IFN-y em resposta a estimulacao
com B. abortus em esplendcitos.

Avaliar o percentual de células T e B regulatorias em animais infectados com
B. abortus apds uma, trés e seis semanas de infeccao.

Avaliar se a imunomodulacao induzida pela bactéria B. abortus é capaz de

alterar o curso de uma doenca auto-imune, como a Esclerose Mdltipla.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Para os experimentos realizados, foram utilizados camundongos da linhagem
C57BL/6, divididos em dois grupos, cada um com quatro animais cada, sendo um
grupo controle, ndo infectado; e um grupo infectado com a cepa virulenta de Brucella
abortus S2308. Os mesmos grupos de animais foram utilizados para todas as

analises realizadas.

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 com idade entre
8 e 10 semanas, pesando cerca de 18 a 20 g, que foram adquiridos do Centro de
Biologia da Reproducéo da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais foram
acondicionados em gaiolas plasticas e mantidos no Biotério do laboratério de

Imunologia da Universidade Federal de Juiz de Fora com agua e racao ad libitum.

3.3 Cepas bacterianas
Utilizou-se neste estudo a cepa lisa S2308 da B. abortus disponivel em nosso

laboratorio.

3.4 Condicbes de cultivo bacteriano
A cepa S2308, que foi utilizada na infeccdo ou como antigeno na cultura de

células, foi cultivada em meio Brucella Broth (BB) liquido (DIFCO), a 37°C sob
agitacdo constante. ApOs trés dias de crescimento, a cultura bacteriana foi
centrifugada e o sedimento foi ressuspendido em tampé&o salina fosfato (PBS) 0,15
M pH 7,4 (2,8 mM Na2PO4; 7,2 mM Na2HPO4; 0,14 M NaCl). As aliquotas foram
armazenadas no glicerol a 30%, a uma temperatura de - 80°C. Para a contagem
aliquotas destas culturas foram diluidas serialmente e plagueadas em meio BB
solidificado com 1,5% de &gar bacterioldgico. Apds incubacgéo por 72 horas a 37°C
foi possivel determinar a concentracdo bacteriana presente na suspensao por meio
da contagem do nimero de unidades formadoras de colénias (UFC) visualizadas na

placa.
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3.5 Inativacdo das bactérias pelo calor

Apbs a determinagdo da concentracdo bacteriana, aliquotas desta suspensao
foram colocadas em banho-maria, a 80°C, durante 1,5 horas, sendo agitados a cada
15 minutos. Para certificacdo da morte das bactérias, amostras foram plagueadas
em meio BB solidificado e incubadas por 72 horas, a 37°C.

As bactérias inativas pelo calor sdo referidas neste estudo pela sigla HKBa

(Heat-Killed Brucella abortus).

3.6 Infeccdo
Os animais foram infectados intraperitonealmente com 1x10° UFC da cepa

virulenta S2308 da B. abortus diluidas em 200ul de PBS. Apds os tempos
determinados (1, 3 e 6 semanas), esses camundongos foram eutanasiados, por
deslocamento cervical, para a retirada do bacgo e determinacao da carga bacteriana.

3.7 Carga bacteriana
O baco extraido de cada animal foi macerado em 10 mL de PBS, com o

auxilio de uma peneira de aco, e serialmente diluido. As diluicdes foram plagueadas,
em duplicata, em meio BB agar e colocadas em estufa microbiol6gica. Apos trés
dias de incubacdo a 37°C, o numero de unidades formadoras de colbnia foi
determinado. Os resultados foram expressos como a média do log de UFC de cada

animal. As células excedentes do baco foram utilizadas nas culturas de esplendcitos.

3.8 Cultura de esplenécitos
O baco extraido de cada animal foi macerado em 10 mL de PBS, com o

auxilio de uma peneira de aco. Apdés serem macerados foram submetidos a
centrifugacéo por 10 minutos a 600g. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado
e as células foram ressuspendidas em 2 mL de tampdao ACK (Ammonium-Chloride-
Potassium - 1% KHCO3 e 8% NH4CIl em agua destilada) e incubadas por 5 minutos,
a temperatura ambiente, ocorrendo a lise osmotica dos eritrocitos. Apos a

incubacéo, 28 ml de PBS foram acrescentados e seguiu-se nova centrifugacao.
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Novamente o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas
em 2 mL de meio RPMI (GIBCO) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
dos antibidticos penicilina (100 U/mL, GIBCO) e estreptomicina (1 pg/mL, GIBCO).
Em seguida a concentracéo das células foi determinada na camara de Neubauer.

As células foram cultivadas na concentracdo de 1x10° células/poco em placas
de 96 pocos de fundo em U (NUNC) e estimuladas com B. abortus S2308 (MOI de
100:1). Células nédo estimuladas (Meio) foram usadas como controle negativo e as
estimuladas com Concanavalina A (5,0 pyg/mL - Sigma) ou lipopolissacarideo (LPS)
de Escherichia coli (1 yg/mL- Sigma) serviram como controle positivo. Apds 48 ou 72
horas de incubacao a 37°C e sob atmosfera com 5% de CO,, os sobrenadantes dos

esplendcitos foram coletados para a quantificacdo da producao de citocinas.

3.9 Dosagem de citocinas
Para a determinacdo da concentracdo de citocinas nos sobrenadantes de

cultura de esplendcitos, foi usado o teste ELISA do tipo sanduiche, usando kits
comerciais (BD- Becton & Dickinson Company; e R&D Systems) conforme protocolo
do fabricante.

Nos sobrenadantes de cultura, foram determinadas as concentracfes de IL-
10, apos 48 horas e IFN-y, apos 72 horas de cultivo. Todos os ensaios foram feitos

em duplicata.

3.10 indice de proliferagdo (MTT - Corante thiazol blue tetrazolium bromido)
Os esplendcitos foram cultivados e estimulados conforme procedimento

descrito na cultura de esplendcitos. Apds 72 horas de incubacdo a 37°C e sob
atmosfera com 5% de CO,, 0 sobrenadante das amostras foram retirados e foram
adicionados 90 ul/poco de meio RPMI suplementado (10% de soro fetal bovino e 1%
de antibidtico) e 10 pl/poco de MTT, (5 mg/ml). As células foram entdo novamente
incubadas a 37°C e sob atmosfera com 5% de CO, durante 4 horas. Apés esse
periodo, os sobrenadantes foram retirados para adicdo de 100 ul de DMSO
(Dimetilsulfoxido). A reacéo foi lida em leitor de microplaca (Biorad) em comprimento
de onda de 550 nm. O indice de proliferacdo foi calculado levando-se em conta a

metabolizacdo do MTT de células estimuladas e células nédo estimuladas.
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3.11 Anédlise do indice de proliferacédo celular por citometria de fluxo
Para avaliar o indice de proliferacdo celular, camundongos C57BL/6 (quatro

por grupo) foram infectados com B. abortus, (1x10° bactérias/animal). Ap6s uma,
trés e seis semanas de infeccdo esses animais foram eutanasiados e os bacos
foram retirados para realizacdo das analises. Os bacos foram macerados com telas
de metal em 10 ml de solucéo salina e a suspensao celular centrifugada a 600g por
10 minutos. As células foram entdo ressuspendidas em 2ml de tampdo ACK
(Ammonium-Chloride-Potassium - 1% KHCO3 e 8% de NH4Cl em agua destilada) e
incubadas por 5 minutos para realizacdo da lise osmética de hemacias. Apés este
tempo adicionou-se solucao salina até atingir o volume de 30 ml. Novamente as
células foram centrifugadas e agora ressuspendidas em 3 ml de meio RPMI 1640
(GIBCO-BRL) suplementado com 2mM L-glutamina, 25mM HEPES, 10% de soro
fetal bovino (Sigma), Penicilina (100U/ml) e Streptomycina (100Ug/ml). Apds a
determinacdo da concentracdo celular em camara de Neubauer, as células foram
plaqueadas (1x10° células/poco) em placas de 96 pocos de fundo em “U”
(SARSTEDT) e estimuladas com Concanavalina A (5,0 ug/mL - Sigma). Células ndo
estimuladas (Meio) foram usadas como controle negativo. Ap6s 72 horas de
incubacdo a 37°C e sob atmosfera com 5% de CO,, iniciou-se o processo de
marcacao.

Primeiramente as placas contendo as células foram centrifugadas a 2509 por
10 minutos e o sobrenadante removido por inversdo rapida da placa. As células
foram entéo ressuspendidas em 100 pl de tampé&o de FACS (PBS com 1% de soro
fetal bovino e 0,09% de azida (NaNOgz). Em seguida, as placas de cultura foram
submetidas a nova centrifugacao (250g, 10 minutos) e foram adicionados, a cada
poco, 20uL de solucao de tampao de FACS acrescida de anticorpo anti-CD3 (Clone
145-2C11), anti-CD4 (Clone GK1.5), anti-CD8 (Clone 53-6.7) e anti-NK1.1 (Clone
PK136) (Becton & Dickinson) na concentracdo de 0,5 ug por poco. Estes anticorpos
apresentavam as marcagdes APCCy7, FitC, PECy5 e PE, respectivamente. Seguiu-
se entdo uma incubacdo por 20 minutos a temperatura ambiente e acrescentou-se
200ul/poco de tampéo de FACS seguida de centrifugacéo (2509, 10 minutos), sendo
esse procedimento realizado duas vezes. As células foram entdo ressuspendidas
em 250ul de tampdo de FACS e transferidas para tubos especificos para FACS
(CORNING). As amostras foram coletadas em citometro de fluxo FACScanto Il

(Becton & Dickinson), onde 50.000 eventos foram adquiridos. Os resultados foram
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analisados pelo software Flowjo . A zona de linfécitos foi demarcada de acordo com
o tamanho (FSC) x granulosidade (SSC) caracteristicos destas células e a
porcentagem de células foi determinada. As regides (gates) das populacdes
analisadas foram determinadas com base nas amostras de FMO (Fluorescence
Minus One).

Para andlise do indice de proliferacdo celular, utilizamos o percentual de
células de cada tipo, determinado pela citometria de fluxo. Em seguida, o niamero
total de células de cada tipo foi determinado multiplicando-se o percentual
encontrado pela quantidade de células existentes no baco de cada animal. O indice
de proliferacé@o celular de cada animal foi entdo determinado dividindo-se o nimero
total de células obtido apds estimulagdo com Concanavalina A pelo nimero total de

células nao estimuladas.

3.12 Andlise do perfil de células T regulatorias por citometria de fluxo

Para avaliar o percentual de células regulatérias, camundongos C57BL/6
(quatro por grupo) foram infectados com B. abortus, (1x10° bactérias/animal). Apds
uma, trés e seis semanas de infec¢cdo esses animais foram eutanasiados e os bacos
foram retirados para realizacdo das analises. Os bacos foram macerados com telas
de metal em 10 ml de solugéo salina e a suspensao celular centrifugada a 600g por
10 minutos. As células foram entdo ressuspendidas em 2 ml de tampao ACK e
incubadas por 5 minutos para realizacdo da lise osmética de heméacias. Apds este
tempo adicionou-se solucdo salina até atingir o volume de 30 ml. Novamente as
células foram centrifugadas e agora ressuspendidas em 3 ml de meio RPMI 1640
(GIBCO-BRL) suplementado com 2 mM L-glutamina, 25 mM HEPES, 10% de soro
fetal bovino (Sigma), Penicilina (100U/ml) e Streptomycina (100Ug/ml). Apds a
determinacdo da concentracdo celular em camara de Neubauer, as células foram
plaqueadas (1 x 10° células/pogo) em placas de 96 pocos de fundo em “U’
(SARSTEDT) e iniciou-se o0 processo de marcagao.

A marcacdo foi feita com kit especifico para FoxP3 (Mouse FoxP3 Buffer Set
— Becton & Dickinson). Primeiramente as placas contendo as células foram
centrifugadas a 250g por 10 minutos e o sobrenadante removido por inversdo rapida
da placa. As células foram entdo ressuspendidas em 100ul de tampao de FACS

(PBS com 1% de soro fetal bovino e 0,09% de azida (NaNOgs). Em seguida, as
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placas de cultura foram submetidas a nova centrifugacao (250g, 10 minutos) e foram
adicionados, a cada pocgo, 20uL de solucdo de tampdo de FACS acrescida de
anticorpos anti-CD4 (Clone GK1.5), anti-CD8 (Clone 53-6.7) e anti-CD25 (Clone
PC61) (Becton & Dickinson) na concentracdo de 0,5ug por poco. Estes anticorpos
apresentavam as marcagfes FITC, PECy5 e PECy7 respectivamente. Seguiu-se
entdo uma incubagé&o por 20 minutos a temperatura ambiente e acrescentou-se 200
pl/poco de tampdo de FACS seguida de centrifugacdo (250g, 10 minutos). O
sobrenadante foi removido e as células foram ressuspendidas em 200 ul do tampéo
de fixacdo (Fixation Buffer ) e incubadas por 30 minutos a 4°C. Seguiu-se nova
centrifugacdo a 500g por 5 minutos, o sobrenadante foi removido e as células
ressuspendidas em 200 pl de tampéo de permeabilizacdo (Permeabilization Buffer)
pré-aquecido (37°C). As placas foram novamente centrifugadas (500g, 5 minutos), o
sobrenadante descartado e as células ressuspendidas em 200 pl de tampao de
permeabilizagdo pré-aquecido novamente. Foi realizada a incubacédo por 30 minutos
a 37°C. Em seguida a placa foi submetida a nova centrifugacéo (5009, 5 minutos), o
sobrenadante foi descartado e foram adicionados , a cada po¢o, 20uL de solugao de
tampdo de FACS acrescida de anticorpos anti-FoxP3 (Clone MF23), com a
marcacdo PE. Seguiu-se uma incubacéo por 20 minutos a temperatura ambiente.
Acrescentou-se 200 pl/poco de tampéo de FACS seguida de centrifugacao (500g, 5
minutos), sendo esse procedimento realizado duas vezes. As células foram entdo
ressuspendidas em 250 pl de tampéo de FACS e transferidas para tubos especificos
para FACS (CORNING). As amostras foram coletadas em citdbmetro de fluxo
FACScanto Il (Becton & Dickinson), onde 50.000 eventos foram adquiridos.

Os resultados foram analisados pelo software Flowjo. A zona de linfécitos foi
demarcada de acordo com o tamanho (FSC) x granulosidade (SSC) caracteristicos
destas células e o numero e percentual de células CD4'CD25'FoxP3" ou
CD8'CD25'FoxP3" foi determinado. Os gates das populacbes analisadas foram

determinadas com base nas amostras de FMO (Fluorescence Minus One).

3.13 Andlise do perfil de células B regulatérias por citometria de fluxo
Para avaliar o percentual de células B, camundongos C57BL/6 (quatro por
grupo) foram infectados com B. abortus, (1x10° bactérias/animal). Apds uma, trés e

seis semanas de infeccdo esses animais foram eutanasiados e os bagos foram
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retirados para realizagcdo das analises. Os bagos foram macerados com telas de
metal em 10 ml de solucéo salina e a suspensao celular centrifugada a 600g por 10
minutos. As células foram entdo ressuspendidas em 2ml de tampdo ACK e
incubadas por 5 minutos para realizacdo da lise osmaética de hemacias. Apos este
tempo adicionou-se solucdo salina até atingir o volume de 30 ml. Novamente as
células foram centrifugadas e agora ressuspendidas em 3 ml de meio RPMI 1640
(GIBCO-BRL) suplementado com 2mM L-glutamina, 25mM HEPES, 10% de soro
fetal bovino (Sigma), Penicilina (100U/ml) e Streptomycina (100Ug/ml). Apds a
determinacdo da concentracdo celular em camara de Neubauer, as células foram
plaqueadas (1x10° células/poco) em placas de 96 pocos de fundo em “U”
(SARSTEDT). Foram adicionados 0,6 ul/mL de Golgi Stop (Becton & Dickinson) e
apos 3 horas e iniciou-se o processo de marcacéo.

A marcacao foi feita com kit de marcacdo intracelular para citocinas
(Cytofix/Citoperm - Becton & Dickinson). Primeiramente as placas contendo as
células foram centrifugadas a 250g por 10 minutos e o sobrenadante removido por
inversdo rapida da placa. As células foram entdo ressuspendidas em 100ul de
tampéo de FACS (PBS com 1% de soro fetal bovino e 0,09% de azida (NaNO3). Em
seguida, as placas de cultura foram submetidas a nova centrifugacdo (250g, 10
minutos) e foram adicionados, a cada poco, 20uL de solucédo de tampédo de FACS
acrescida de anticorpo anti-CD19 (Clone eBiolD3) (Becton & Dickinson) na
concentracdo de 0,5ug por poco. Este anticorpo apresentava a marcacdo APC.
Seguiu-se entdo uma incubacdo por 20 minutos a temperatura ambiente e
acrescentou-se 200ul/poco de tampéo de FACS seguida de centrifugacao (250g, 10
minutos), sendo esse procedimento realizado duas vezes. O sobrenadante foi
removido e as células foram ressuspendidas em 100yl do tampdo de
fixacado/permeabilizacdo (Fixation/permeabilization) e incubadas por 20 minutos a
4°C. As células foram ressuspendidas em 250ul de tampdo BD Perm/wash
(Permeabilization Buffer). As placas foram centrifugadas (250g, 10 minutos) duas
vezes. O sobrenadante descartado e foram adicionados , a cada poco, 20uL de
solugéo de tampao BD Perm/wash acrescida de anticorpos anti-IL-10 (Clone JES5-
16E3) com a marcacdo PE. Seguiu-se uma incubacdo por 30 minutos a 4°C.
Acrescentou-se 200ul/poco de tampdo BD Perm/wash seguida de centrifugacéo
(2509, 10 minutos), sendo esse procedimento realizado duas vezes. As células
foram entéo ressuspendidas em 250ul de tampé&o de FACS e transferidas para tubos
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especificos para FACS (CORNING). As amostras foram coletadas em citbmetro de
fluxo FACScanto Il (Becton & Dickinson), onde 50.000 eventos foram adquiridos.

Os resultados foram analisados pelo software Flowjo. A zona de linfocitos foi
demarcada de acordo com o tamanho (FSC) x granulosidade (SSC) caracteristicos
destas células e o nimero e percentual de células CD19°IL-10" foi determinado. Os
gates das populacdes analisadas foram determinadas com base nas amostras de

FMO (Fluorescence Minus One).

3.14 Inducéo do Modelo de EAE
Para o experimento realizado, foram utilizados camundongos da linhagem

C57BL/6, divididos em trés grupos, cada um com cinco animais cada (Tabela 1).
Cada animal foi imunizado por via subcutanea em ambos os lados da base da cauda
com total de 100 pg do peptideo MOGssss (glicoproteina associada ao
oligodendradcito) (sintetizado no Laboratério de Biofisica da Universidade Federal de
Séao Paulo) emulsificado em Adjuvante Completo de Freund (SIGMA) suplementado
com 400 pg de Mycobacterium tuberculosis (H37RA; Difco Laboratories, Detroit, MI).
No dia da imunizacdo e 48 horas apdés a imunizacdo os animais receberam 300

ng/mL de toxina pertussis (Sigma, EUA, St. Louis, MO, USA) via intraperitoneal.

Tabela 1. Distribuicdo dos animais em grupos de acordo com ainducéo e tratamento/infecc¢éo.

GRUPOS EAE TRATAMENTO/INFECCAO
EAE Induzido N&o tratado/infectado
EAE/Ba Induzido Infectado com B.abortus S2308
EAE/HKBa Induzido Tratado com HKBa

A andlise do escore clinico foi realizada do dia 0 ao 25° dia apos a indugéo,
sendo clinicamente avaliados e classificados com relacdo a incapacidade
neurologica através da escala apresentada na tabela 2, adaptada por De Paula e
colaboradores (2008). O escore final foi realizado somando-se 0s escores
apresentado em cada parte do animal. A partir do 12° dia apos a inducdo do modelo,
os animais foram infectados intraperitonealmente com 1x10° UFC da cepa virulenta
S2308 de B. abortus diluidas em 200ul de PBS; ou tratados com 1x10° UFC da cepa
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S2308 de B. abortus morta pelo calor (HKBa) e diluidas em 200ul de PBS

diariamente, do dia 12 ao 25° dia, obedecendo sempre o mesmo horario.

Tabela 2 Escala neurologica clinica para avaliar a EAE.

Parte do animal Sinais clinicos Escore

Cauda Nenhum sinal clinico 4]
Perda do tonus muscular da cauda 1
Paralisia 2

Membro-posterior MNenhum sinal clinico 0
Fragueza de uma das patas do animal 1
Fragueza de ambas as patas do animal 2
Paralisia de uma das patas 3
Paralisia de ambas as patas 4

Membro-anterior Nenhum sinal clinico 4]
Fragueza de uma ou ambas as patas do 1
animal
Paralisia de uma ou ambas as patas do 2
animal

Bexiga Continéncia 0
Incontinéncia 1

3.15 Eutanasia e coleta de tecidos e orgéos dos animais (Experimento com

EAE)

No 25° dia apds a imunizagdo, os animais foram eutanasiados com uma dose

letal de xilazina (10mg/Kg) e ketamina (150mg/kg). A medula espinhal e os

linfonodos foram coletados para posterior determinagdo da concentracdo de

citocinas.
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3.16 Analises estatisticas
Os resultados obtidos neste trabalho foram analisados através de teste t de

Student, apos a andlise de normalidade dos dados, utilizando o programa GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software, Inc). Para analise do resultado do experimento com
EAE foi utilizado ANOVA seguido do teste de Bonferroni, através do programa
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc). O nivel de significAncia adotado nas
analises foi de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagéo da carga bacteriana
Para avaliar o namero de bactérias presentes no baco, camundongos

C57BL/6 foram infectados com B. abortus (10° bactérias/animal). Uma, trés e seis
semanas apos a infeccdo, os animais foram eutanasiados e o numero de unidades
formadoras de col6nias foi determinado. Como observado na figura 4, o nimero de
bactérias presentes no baco foi mais elevado na primeira semana, diminuindo
bastante entre a primeira e a terceira semana e se estabilizando da terceira para a

sexta semana apos a infeccéo, exibindo uma tendéncia a cronicidade.
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Figura 4. Curso dainfecgéo por B. abortus em camundongos C57BL/6. Animais foram infectados
intraperitonealmente com B. abortus S2308 (1x106bactérias/animal) e 0 numero de unidades
formadoras de colénias (UFC) presentes no baco foi determinado nos diferentes intervalos de tempo

apos a infec¢éo (n=4 por grupo).

4.2 Avaliacéo da proliferacéo celular
Como ja visto na literatura, nas primeiras semanas de infeccdo, onde

encontramos maior numero de bactérias presentes no baco, a Brucella abortus é
capaz de induzir uma imunossupressao caracterizada pela diminuicdo da
proliferacdo de linfocitos em resposta ao estimulo (SPERA et al., 2006). Assim,
buscando confirmar a presenca dessa imunossupressao, o indice de proliferacao
celular foi determinado em esplendcitos de camundongos C57BL/6 apods
estimulacdo com o mitégeno Concanavalina A. Como mostrado na Figura 5, animais

infectados com B. abortus apresentaram um menor indice de proliferacdo celular na
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primeira e terceira semana poés-infeccédo (A e B) quando comparados a animais nao
infectados. Ja na sexta semana (C), os animais infectados apresentam uma
recuperacdo nesse indice, equivalendo-se aos animais ndo infectados. Esses
resultados confirmam que a bactéria realmente € capaz de induzir uma diminuicao
da resposta de linfocitos, principalmente nas primeiras semanas apos a infeccao,
corroborando com os dados vistos na previamente nos estudos de Spera e
colaboradores (2006).
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Figura 5. Analise do indice de proliferacdo celular em animais infectados com B. abortus.
Animais foram infectados com a B. abortus S2308 (106bact/animal), (n=4 por grupo). Apés uma, trés
e seis semanas de infeccdo (A, B e C, respectivamente), células do baco destes animais foram
retiradas e cultivadas na presenca ou ndo do estimulo Concanavalina A (5 pg/mL). ApGs 72 horas de
incubacéo o indice de proliferacao celular foi avaliado pelo método de MTT. Como controles foram
utilizados células provenientes de animais ndo infectados. O indice de proliferacao foi calculado
levando-se em conta a metabolizacdo do MTT de células estimuladas e células ndo estimuladas. (*)

significativo em relacdo aos animais ndo infectados, por teste t de student. p<0,05.
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Uma vez confirmada a influéncia da infeccdo na proliferacdo de esplendcitos,
determinamos quais tipos celulares sdo mais afetados. Para isso, avaliamos a
proliferacdo de células T CD4, TCD8 e células NK. Para essa analise, células
oriundas do baco de animais infectados ou ndo infectados foram retiradas,
cultivadas na presenca ou ndo do mitdgeno Concanavalina A e entdo marcadas com
anticorpos anti-CD3 e anti-CD4; anti-CD3 e anti-CD8; ou anti-NK1.1. O indice de
proliferacdo celular de cada animal foi determinado dividindo-se o numero total de
células obtido apds estimulagcdo com Concanavalina A pelo namero total de células
nao estimuladas. Os gates das populacbes analisadas foram determinados com
base nas amostras de FMO, demonstrados na Figura 6.

Figura 6. Determinacdo da populacdo de células CD3'CD4", CD3'CD8" e NK' no baco de
animais infectados ou ndo com B. abortus. Dot-plots, figuras representativas de um experimento
com 4 animais. (A) Populacéo de linfécitos. (B) Populacdo de células CD3". (C) Populaco de células
CD4" e CD8". (D) Populacgéo de células NK".

Conforme demonstrado na Figura 7 (A), ndo foram encontradas diferencas
entreos indices de proliferacédo de linfécitos TCD4" permanecendo semelhantes em
animais infectados e nao infectados, nos trés tempos analisados. Entretanto, foi

possivel perceber que animais infectados com B.abortus apresentam uma menor
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proliferacdo de células NK* na primeira e terceira semana poés-infeccdo quando
comparado aos animais ndo infectados (Figura 7 C). Ja na sexta semana ainda é
possivel perceber a existéncia de uma reducdo na proliferacdo destas células,
porém nao houve diferenca significativa entre os grupos.

De forma interessante, a analise do indice de proliferacdo de linfécitos TCD8*
(Figura 7B), revelou uma drastica reducdo na proliferacdo destas células
(CD3"CD8") em animais infectados com B.abortus, quando comparados a animais
nao infectados. Esta diminuicdo foi ainda mais evidente no decorrer dos tempos
analisados (1, 3 e 6 semanas pos-infec¢ao). Esses dados evidenciam que a bactéria
é capaz de induzir uma diminui¢do na proliferacdo de linfécitos TCD8" e NK, o que,
provavelmente, favorece a sobrevivéncia deste patégeno, uma vez que essas
células sdo de grande relevancia para o controle da infeccdo (OLIVEIRA;
SPLITTER, 1995).
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Figura 7. indice de proliferacdo celular de células CD3'CD4", CD3'CD8" e NK' no baco de
animais infectados ou ndo com B. abortus. Animais C57BL/6 foram infectados com B. abortus
S2308 (10°bact/animal). Animais ndo infectados (NI) foram usados como controle (n=4 por grupo).
ApOs uma, trés ou seis semanas de infecgdo (1SPI, 3SPI e 6SPI, respectivamente) as células do
baco foram extraidas, estimuladas ou ndo com ConA, lavadas e marcadas com anticorpos anti-CD3,
anti-CD4, anti-CD8 ou anti-NK1.1. (A) representacdo gréfica do indice de proliferacdo celular de
células CD3'CD4"; (B) representacéo gréafica do indice de proliferacéo celular de células CD3*CD8";
(C) representacéo gréafica do indice de proliferacéo celular de células NK*. O indice de proliferacdo
celular de cada animal foi determinado dividindo-se o nimero total de células obtido apés estimulacéo
com Concanavalina A pelo numero total de células ndo estimuladas. (*) significativo em relacao aos

animais ndo infectados, por teste t de student. p<0,05.

4.3 Avaliagcdo da producdo de citocinas por esplendécitos estimulados com
B.abortus
A resisténcia a patdgenos intracelulares facultativos como a Brucella sp

depende basicamente da resposta celular adquirida caracterizada pela ativacéo de
linfécitos T e subsequente ativacdo e aumento do poder bactericida de macréfagos.

O IFN-y é uma citocina diretamente envolvida neste processo e de fundamental
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importancia no controle da Brucelose murina (OLIVEIRA et al., 1998; MURPHY et
al., 2001). Em funcdo disso, analisamos a producdo de IFN-y em animais nao
infectados e animais infectados com B. abortus apos estimulo com a bactéria viva ou
com o mitégeno Concanavalina A.

Conforme demonstrado na Figura 8 e acordando com dados da literatura
(MACEDO et al., 2008), esplendcitos de animais previamente infectados com B.
abortus produzem quantidades elevadas de IFN-y quando estimulados in vitro com a
bactéria viva, (A, B e C). E interessante notar que, apesar da diminuicdo na
proliferacédo celular, a infecgdo com Brucella parece ndo afetar a produgéo de IFN-y
uma vez que o estimulo com Concanavalina A também resultou em aumento

significativo na producéo desta citocina, mesmo em animais infectados.
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Figura 8. Producdo de IFN-y por esplenécitos de camundongos C57BL/6. Animais foram
infectados com a B. abortus S2308 (106bact/animal), e um grupo de animais néo infectados foram
usados como controle (n=4 por grupo). Apos uma, trés e seis semanas de infec¢cdo (A, B e C,
respectivamente), células do baco foram retiradas e cultivadas por 72 horas na presenca dos
estimulos B. abortus S2308 (102 bactérias/célula) e Concanavalina A (5ug/ml). A concentracdo da
citocina foi determina nos sobrenadantes das culturas por ELISA. (*) significativo em relacdo aos

animais ndo infectados, por teste t de student. p<0,05.

Aléem da reducdo do indice de proliferacdo celular, ja foi observado na
literatura um aumento da citocina anti-inflamatéria IL-10, relevante para o
estabelecimento do perfil regulatério. Essa citocina contribui para promover a
supresséao da resposta de linfocitos, contribuindo ainda mais para a sobrevivéncia da
bactéria (SPERA et al., 2006). Visto isto, avaliamos a diferenga na producgéo de IL-
10 em animais né&o infectados e infectados com B.abortus durante os diferentes
tempos de infecgao.

Conforme demonstrado na Figura 9, esplendcitos de animais previamente

infectados com B. abortus produzem uma gquantidade significativamente maior de IL-
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10 na primeira e terceira semana pos-infeccdo (A e B, respectivamente) quando
comparados aos animais ndo infectados. J& na sexta semana (C), a producéo de IL-
10 em ambos os grupos analisados ndo apresentou diferenca significativa. Os
resultados sugerem que a IL-10 exerce um papel relevante na infeccdo por B.
abortus, provavelmente por favorecer o estabelecimento de um perfil regulatério,
contribuindo também para a sobrevivéncia do patégeno nas primeiras semanas de
infeccao.

De forma interessante, células oriundas de animais nédo infectados também
demonstraram um aumento na producdo de IL-10 quando estimulados com B.
abortus. Uma vez que a populacédo de esplendcitos € heterogénea, estes resultados
poderiam sugerir que 0 patdégeno também é capaz de induzir a producdo desta
citocina em células da imunidade inata (como macréfagos e células dendriticas) que

também estdo presentes entre os esplendcitos.
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Figura 9. Producdo de IL-10 por esplené6citos de camundongos C57BL/6. Animais foram
infectados com a B. abortus S2308 (106bact/animal), e um grupo de animais ndo infectados foram
usados como controle (n=4 por grupo). Apdés uma, trés e seis semanas de infeccdo (A, B e C
respectivamente), células do baco foram retiradas e cultivadas por 48 horas na presenca dos
estimulos B. abortus S$2308 (10” bactérias/célula) ou LPS (1ug/ml). A concentracdo da citocina foi
determina nos sobrenadantes das culturas por ELISA. (*) significativo em relacdo aos animais nao

infectados, por teste t de student. p<0,05.

4.4 Avaliacdo do percentual de células regulatérias em animais infectados com

B.abortus
Conforme descrito, alguns patégenos sdo capazes de usar diversas

estratégias para promover a inducdo e funcdes de células T regulatorias,
promovendo um controle da resposta imune e contribuindo para a sua persisténcia
(BELKAID, 2007). Uma vez que observamos uma diminuicdo do indice de
proliferacdo celular em animais infectados com Brucella abortus, sendo essa
diminuicdo significativa na proliferacdo de células NK e linfocitos TCDS,

acompanhado também de um significativo aumento da producéo de IL-10, avaliamos
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se esse patdgeno também seria capaz de influenciar na formagcdo de células T
regulatorias. Para isso, células oriundas de animais infectados foram retiradas e
marcadas com anticorpos anti-CD4, anti-CD25 e anti-FoxP3 ou anti-CD8, anti-CD25
e anti-FoxP3, e avaliadas por citometria de fluxo. Os gates das populacoes
analisadas foram determinados com base nas amostras de FMO, demonstrados na
Figura 10.

Adotamos a marcacdo com CD4'/CD25'/FoxP3* ou CD8'/CD25'/FoxP3*
como sendo caracteristica de células Tregs, uma vez que varios estudos mostram
que essas células sao distinguidas principalmente pela presenca deste fator de
transcricdo e pelo marcador CD25 (FEUERER et al., 2009; BUCKNER, 2010).

Figura 10. Determinagdo da populacdo de células CD4'CD25'FoxP3" e CD8'CD25'FoxP3" no
baco de animais infectados ou ndo com B. abortus. Dot-plots, figuras representativas de um
experimento com 4 animais. (A) Populagéo de linfocitos. (B) Populacéo de células CD4" e CD8". (C)

Populacéo de células CD25". (D) Populacéo de células FoxP3".

Conforme esperado, a bactéria B. abortus é capaz de induzir a presenca de
um perfil regulatério com um aumento significativo no numero de células T
CD4'/CD25%/FoxP3" na terceira semana pos-infec¢éo, quando comparado ao grupo

nao infectado (Figura 11 B). De forma surpreendente, também encontramos um
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aumento no nimero de células T CD8'/CD25"/FoxP3" na terceira e sexta semana
pés-infeccdo comparando-a ao grupo nédo infectado (Figura 11 D). Entretanto, o
percentual de células regulatdrias permaneceu maior no grupo de animais nao
infectados quando comparados com a primeira e sexta semana pos-infeccdo, e
equivalente ao percentual encontrado na terceira semana (Figura 11 A e C).
Embora o percentual dessas células no grupo controle seja inicialmente maior ou
equivalente ao grupo ndo infectado, esse resultado precisa ser analisado com
cautela.

Uma vez que o célculo do percentual € relativo a populacgéo total de células, o
recrutamento e a proliferacdo dos mais variados tipos celulares ocasionado pela
infeccdo com o patdgeno, pode causar uma significativa reducdo do percentual de
um tipo celular em particular, mesmo que a quantidade destas células tenha
aumentado.

Estes resultados permitem sugerir que a bactéria é capaz de induzir um perfil
regulatorio estimulando a diferenciacdo de células T CD4 e T CD8 regulatérias,

favorecendo assim sua sobrevivéncia no hospedeiro.
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Figura 11. Percentual e namero de células regulatérias CD4'CD25'FoxP3" e CD8'CD25'FoxP3"
no baco de animais infectados com B. abortus. Camundongos C57BL/6 foram infectados com B.
abortus S2308 (106bact/animal), e, apls uma, trés e seis semanas de infec¢do (1SPI, 3SPI e 6SPI
respectivamente) foram sacrificados para extragdo de células do bago. Um grupo de animais nao
infectados foi usado como controle (n=4 por grupo). Estas células foram entdo lavadas e marcadas
com anticorpos anti-CD4, anti-CD25 e anti-FoxP3 ou, anti-CD8, anti-CD25 e anti-FoxP3. (A e B)
representacdo grafica do percentual e ndmero de células T CD4'CD25'FoxP3". (C e D)
representacdo grafica do percentual e nimero de células CD8'CD25'FoxP3". Os valores referentes
ao numero de células foram obtidos multiplicando-se o valor do percentual encontrado pelo nimero
de células do bago de cada tipo. Os percentuais de células FoxP3" séo referentes ao percentual
desta populagéo encontrado dentro da populacdo de células CD25", sendo o valor desta Ultima
populacéo referente ao seu percentual dentro da populacdo de células CD4" ou CD8" (*) significativo

em relacdo aos animais ndo infectados, por teste t de student. p<0,05.

Uma vez que diversos estudos tem demonstrado que alguns patdgenos
podem ainda induzir a presenca de um perfil regulatorio pelo aumento de células B
produtoras de IL-10 (Células B regulatorias - Bregs) (MOORE et al., 2001; YANABA
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et al., 2008; DILILLO; HORIKAWA; TEDDER, 2011), associado ao fato de animais
deficientes em células B serem mais resistentes a infeccbes por B. abortus
(GOENKA et al., 2011), avaliamos se a infeccdo por este patdgeno é capaz de
influenciar o nimero e percentual deste tipo celular. Para isso, células oriundas de
animais infectados ou néo foram retiradas e marcadas com anticorpos anti-CD19 e
anti-IL-10 e avaliadas por citometria de fluxo. Os gates das populacdes analisadas
foram determinados com base nas amostras de FMO, demonstrados na Figura 12.

Para essa analise, utilizamos a marcacdo com CD19, marcador de células B,
e com IL-10, uma vez que estudos mostram que as células B produtoras da citocina
IL-10 apresentam um carater regulatorio (YANABA et al, 2008; DILILLO;
HORIKAWA; TEDDER, 2011).

IL-i0

Figura 12. Determinac&o da populacio de células CD19'IL-10" no bago de animais infectados
ou ndo com B. abortus. Dot-plots, figuras representativas de um experimento com 4 animais. (A)
Populacéo de linfocitos. (B) Populacéo de células CD19". (C) Populagéo de células produtoras de IL-
10.

Conforme mostra a Figura 13 B, a infeccdo por B. abortus induziu um
significativo aumento no numero de ceélulas B regulatorias na terceira e sexta
semana poés-infeccdo, quando comparados ao grupo nao infectado. Com relacéo ao
percentual dessas células (Figura 13 A), observamos que animais infectados
apresentam um percentual significativamente menor na primeira e sexta semana, e
equivalente na terceira semana, comparados ao grupo controle. Entretanto, como ja

mencionado anteriormente, a analise do percentual por si s6 pode nao refletir a
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realidade visto que animais infectados apresentam um recrutamento de outros tipos
celulares para o local da infec¢ao, o que influencia no calculo do percentual.

Esses resultados em conjunto demonstram que a bactéria induz a presenca
de um perfil regulatério com a producao de células T e B regulatorias, principalmente

na terceira semana pos-infeccéo, onde o numero dessas células foi mais elevado.
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Figura 13. Percentual e numero de células CD19" produtoras de IL-10 no baco de animais
infectados com B. abortus. Camundongos C57BL/6 foram infectados com B. abortus S2308
(106bact/animal), e, apos uma, trés e seis semanas de infec¢do (1SPI, 3SPI e 6SPI respectivamente)
foram sacrificados para extracao de células do bago. Um grupo de animais nédo infectados foi usado
como controle (n=4 por grupo). Estas células foram entdo lavadas e marcadas com anticorpos anti-
CD19 e anti-IL-10 (A) representacéo gréafica do percentual de células CD19" produtoras de IL-10 (B)
representacdo grafica do nimero de células CD19" produtoras de IL-10. Os valores referentes ao
numero de células foram obtidos multiplicando-se o valor do percentual encontrado pelo nimero de
células do baco de cada tipo. Os percentuais de IL-10 sao referentes ao percentual desta populacédo
encontrado dentro da populacdo de células CD19" (*) significativo em relacdo aos animais nao

infectados, por teste t de student. p<0,05.

4.5. Influéncia da imunossupressao induzida pela B. abortus no curso da
Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE)
Como demonstrado, a B.abortus é capaz de induzir um ambiente

imunossupressor, com a presenca de células de perfis regulatorios, diminuicdo da
proliferacdo de linfocitos e presenca de IL-10. Em muitas doencgas, a presenca de

um quadro inflamatdrio intenso pode ser suprimida pela presenca de células com
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perfil regulatério e citocinas anti-inflamatorias (ELLIOTT et al., 2000; ELLIOTT et al.,
2003; BRAAT et al., 2007).

Nesse contexto, estudos demonstram que alguns patégenos podem
influenciar na recuperacao de algumas doencas, por induzir determinadas respostas
no sistema imune, seja promovendo a presenca de uma forte resposta Ty2, que
inibe respostas do tipo Tyl, ou estimulando a formagdo de componentes com
atividade anti-inflamatéria (ELLIOTT et al., 2000; ELLIOTT et al., 2003; BRAAT et al.,
2007). Assim, avaliamos se o perfil regulatorio induzido pela bactéria B. abortus
seria capaz de promover uma melhora no quadro clinico da EAE, um modelo animal
para estudo da esclerose multipla. Esta doenca apresenta natureza autoimune e é
caracterizada por um processo inflamatério crénico no Sistema Nervoso Central
ocasionando a destruicdo da bainha de mielina que reveste o axénio dos neurdnios
e interferindo diretamente na conducdo do impulso nervoso. Consequentemente,
esses processos geram uma interferéncia na comunicacdo do cérebro, medula
espinhal e outras areas do corpo, podendo, em casos mais graves, levar a perda
das capacidades motoras, tornando-se uma doenca debilitante (KAWAKAMI et al.,
2004; BASSO et al.,, 2008; GOVERMAN, 2009). No modelo de EAE, o animal
apresenta um comprometimento da cauda, membros anteriores e posteriores, e, em
casos mais graves, incontinéncia urinaria. Os principais sinais clinicos incluem a
perda do tdnus muscular e fraqueza dos membros, podendo evoluir para paralisia
(DE PAULA et al., 2008).

Para esta andlise, animais C57BL/6 foram submetidos ao protocolo de
inducdo da EAE (descrito no item 3) e, apds o 12° dia de inducdo, estes animais
foram infectados com a cepa virulenta de B. abortus (S2308). Alternativamente,
animais submetidos ao protocolo de EAE foram tratados com a bactéria morta pelo
calor, HKBa, do dia 12 ao 25° dia pos-inducdo, quando entdo foi realizada a
eutanasia. O 12° dia foi escolhido para o inicio da intervencéo uma vez que coincide
com o inicio dos sintomas (garantindo o sucesso da inducéo) e esta a uma semana
do pico da doenca, que ocorre entre 0 17° e 19° dia pés-inducdo (CASTRO et al.,
2012; DIAS, et al., 2015). O score clinico da doenca foi entdo acompanhado
diariamente até o 25° dia, quando os animais foram eutanasiados.

Como demonstrado na Figura 14, no grupo EAE, o pico do escore clinico
ocorreu entre 0 14° e o 17° dia pds-inducado, decrescendo a partir desse ponto. No
grupo EAE/Ba, esse pico foi presente no 15° e 16° dia pds-inducdo, decrescendo a
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partir desse ponto até o 20° dia, tornando a aumentar significativamente no 21° dia e
assim permanecendo até o dia do sacrificio. Ja no grupo EAE/HKBa, o pico se deu
no 16° dia pés-inducao, decrescendo a partir desse ponto e apresentando resultado
semelhante ao grupo EAE. Esses resultados indicam que a infecgao com B. abortus
ndo foi capaz de promover uma recuperacdo no escore clinico dos animais com
EAE, mostrando uma elevacdo significativa na pontuacdo do mesmo quando
comparado aos demais grupos. O tratamento com HKBa nao apresentou melhora
significativa nos animais com EAE, se assemelhando aos resultados encontrados no

grupo EAE sem tratamento.
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Figura 14. Média do escore clinico em animais submetidos ao protocolo de EAE. Escore clinico
dos camundongos imunizados com o peptideo MOGss.s5 (N=5 por grupo). Os sinais clinicos foram
registrados do dia 0 ao dia 25 apés a imunizagao. A infec¢cdo com B.abortus e o tratamento com
HKBa tiveram inicio no 12° dia ap6s a imunizacdo. EAE= grupo imunizado, néo tratado/infectado;
EAE/Ba = grupo imunizado e infectado com Brucella abortus; EAE/HKBa = grupo imunizado e tratado
com HKBa. * Significativo em relacédo ao grupo EAE, por ANOVA seguido de teste de Bonferroni post
hoc. p<0,05.
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5 DISCUSSAO

A brucelose é uma zoonose presente em diversas regides do mundo, capaz
de, eventualmente, infectar o homem e varios animais domésticos (HE, 2012;
AVILA-CALDERON et al., 2013). O tratamento para a brucelose humana tem se
demonstrado eficiente, entretanto em humanos, ndo existem vacinas capazes de
evita-la (PAPPAS et al., 2006%). Assim sua prevencdo torna-se dependente do
controle da doencga no animal hospedeiro (BRIONES et al., 2001).

Além das significativas perdas econdmicas relacionadas ao rebanho e
produtos de origem animal, a Brucella sp tem ainda um grande potencial como arma
biologica, em funcdo do seu alto poder infeccioso, o que torna relevante o estudo de
tal doenca (POESTER; GONCALVES; LAGE, 2002; GUIHOT, BOSSI, BRICAIRE,
2004). Além disso, a melhor compreensdo de seus mecanismos imunologicos
contribui para o futuro desenvolvimento de novas estratégias vacinais e para
investigagdo do potencial bacteriano no tratamento de outras patologias, decorrentes
de sua capacidade de induzir mudancas na presenca e perfil de células do sistema
imunoldgico.

Neste trabalho, analisamos a capacidade da bactéria Brucella abortus em
induzir um perfil imunossupressor, através da analise de proliferacdo celular,
producéo de citocinas e perfil de células regulatorias.

A diminuicdo nos indices de proliferagcdo celular foi evidenciada em
camundongos C57BL/6 na primeira e terceira semana pos-infeccdo com B.abortus
(Figura 5), confirmando que a bactéria é capaz de induzir uma diminuicdo da
resposta de linfécitos, corroborando com os dados vistos na literatura nos estudos
de Spera e colaboradores (2006). Essa diminuigao ocorreu de forma significativa na
proliferacdo de células NK e de células T CD8" (Figura 7 B e C).

A acdo das células NK na infeccdo pela Brucella sp tem sido bastante
controversa. Uma vez ativadas, as células NK agem induzindo a lise celular via
perforinas e granzimas ou através da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como
IFN-y e TNF-a (VIVIER et al.,, 2008) o que, teoricamente, contribuiria para a
eliminacdo do patégeno. Apesar disso, um antigo e classico trabalho realizado por
Fernandes e colaboradores (1995) demonstrou que as células NK nao possuem

uma acao crucial na resposta imune contra a Brucella sp uma vez que sua deplecao
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nao foi capaz de afetar a eliminacdo da bactéria. Além disso, Akbulut e
colaboradores (2007) também n&o encontraram nenhuma alteracdo na populagéo de
células NK e NKT em pacientes infectados com Brucella sp, tratados ou né&o.
Entretanto, de forma contraditoria, um interessante estudo realizado por Dornand e
colaboradores (2004) demonstrou que “in vitro”, as células NK sao ativadas,
secretam citocinas (IFN-y e TNF-a) e impedem o desenvolvimento intracelular do
patdgeno, sugerindo uma acdo para estas células no combate a Brucella. Estas
contradicbes tornam evidente a necessidade de mais estudos envolvendo este tipo
de célula no contexto desta infeccéo.

Considerando os trabalhos relatados e a diminuicdo na proliferacdo
encontrada no presente estudo, é razoavel inferir que as células NK possam
executar um importante papel no controle da Brucelose. Apesar disso, é provavel
gue o patdégeno seja capaz de evitar este controle, impedindo que estas células se
proliferem e executem suas acdes. Esta hipotese ganha ainda mais forca com o
trabalho de Salmeron e colaboradores (1992) que demonstraram uma diminui¢do na
atividade de células NK derivadas do sangue periférico em pacientes infectados com
B. abortus. Segundo estes autores, a adicdo de IL-2, uma citocina relacionada a
proliferacéo celular, foi capaz de reverter este quadro. Assim como ocorreu com as
células NK, também observamos uma diminui¢do significativa na proliferacdo de
linfocitos TCD8™ (Figura 7 B), sendo esta proliferagdo gradativamente menor com o
passar do tempo pos-infec¢do. Estes achados sugerem que, de alguma forma, o
patdbgeno € capaz de influenciar nas respostas destas células, favorecendo sua
sobrevivéncia e o estabelecimento de uma infeccéo cronica. Como ja demonstrado,
linfécitos T CD8+ sdo extremamente importantes na eliminacdo da infeccdo, pois,
além de contribuirem com a producdo de IFN-y e TNF-o, também possuem funcao
citotéxica, reconhecendo e eliminando as células-alvo infectadas, através da
liberacdo de perforinas e granzimas (OLIVEIRA; SPLITTER, 1995; HE et al., 2001).

Estudo de Barrionuevo e colaboradores (2013) mostrou uma diminuicdo na
resposta de células T CD8", relatando que a bactéria Brucella abortus é capaz de
induzir uma baixa expressao de MHC de classe |, o que restringe a apresentacéo de
antigenos bacterianos a essas células, evitando respostas citotoxicas e promovendo
um mecanismo de escape.

Corroborando com esses dados, estudos de nosso grupo, realizados por

Queiroz e colaboradores (2013) demonstraram que animais infectados com B.
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abortus e tratados com a droga Talidomida apresentaram uma significativa reducéo
na carga bacteriana esplénica. Essa reducao foi associada ao aumento no
percentual e na atividade de células T CD8" encontrada nestes animais
evidenciando que a presenca desses linfocitos potencializa a eliminacédo da bactéria.

A acdo de patégenos sobre células T CD8" também tem sido evidenciada em
outros modelos de infeccdo. Estudos mostram que existe uma reducdo no
percentual e/ou nimero de linfécitos T CD8" no sangue periférico durante infecgbes
por Plasmodium sp (KASSA et al.,, 2006; BORGES, FONTES, DAMAZO, 2013;
HOJO-SOUZA et al., 2015) e que essas reducdes tém sido atribuidas a apoptose
dessas células, a realocacédo de células T para os locais de inflamacédo, ou outros
fatores, como inducéo da supressdo dessas células (TOURE-BALDE, SARTHOU,
ROUSSILHON, 1995; HVIID et al., 1997; HVIID, KEMP, 2000; OCANA-MORGNER,
MOTA, RODRIGUEZ, 2003; RICCIO et al., 2003).

Além da importancia na reducdo do indice de proliferacdo celular, ja foi
observado que a presenca da citocina IL-10 contribui para promover a supressao da
resposta de linfécitos, contribuindo ainda mais para a sobrevivéncia da bactéria
(SPERA et al.,, 2006). Visto isto, demonstramos que esplendcitos de animais
previamente infectados com B. abortus produzem uma quantidade significativamente
maior de IL-10 na primeira e terceira semana pos-infeccao (Figura 9), sugerindo que
essa citocina exerce um papel relevante neste modelo de infeccdo provavelmente
por favorecer o estabelecimento de um perfil regulatério, contribuindo também para
a sobrevivéncia do patégeno nas primeiras semanas de infec¢éo.

A importancia da IL-10 vem sendo demonstrada em diversos estudos e ja foi
visto que a presenca desta citocina promove uma desregulacdo ou bloqueio na
producdo de citocinas pro-inflamatoérias (SELLON et al., 1998; FIORENTINO et al.,
1991%; FIORENTINO et al., 1991°), mostrando sua capacidade em controlar
respostas inflamatorias e evitar a patologia. Um estudo de Corsetti e colaboradores
(2013) avaliou a contribuicdo da IL-10 na patologia e resposta imune durante a
infeccdo com B.abortus, demonstrando que camundongos KO para essa citocina
apresentavam reduzidas cargas bacterianas quando comparados a camundongos
selvagens, com eliminacdo da infeccdo apos 14 semanas. Além disso, a analise
histol6gica demonstrou que tanto camundongos KO para IL-10 quanto selvagens
desenvolveram granulomas e necrose no tecido hepético, ocorrendo uma diminuicédo

significativa dessas lesbes em animais KO na sexta semana pos-infeccao,
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acompanhado de um aumento no numero de células Tregs. Esses resultados
demonstram que a auséncia de IL-10 aumenta a resisténcia a infeccéo por B.abortus
e promove um equilibrio entre a eliminacdo do patégeno e a patologia.

Além disso, a acdo da IL-10 causa uma supressao da resposta imune, uma
vez que essa citocina é capaz de inibir outras células, como macréfagos e células
dendriticas impedindo a ativagdo de uma resposta celular de perfil Tyl
(FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989; MOORE et al., 2001). Desta maneira, o
aumento nos niveis de IL-10 também poderia contribuir para o estabelecimento do
microrganismo infeccioso, beneficiando o patégeno. Assim, a producdo de IL-10
encontrada no presente estudo poderia estar associada a maior sobrevida do
patdogeno e esta de acordo com os dados encontrados em diversos estudos que
demonstram um aumento na eliminagcédo de patégenos na auséncia da citocina IL-10
(WAGNER et al.,, 1994; DAI; KOHLER ; BROMBACHER ,1997; BELKAID et al.,
2001; MURRAY et al., 2002; CORSETTI et al., 2013). Além disso, observamos uma
diminuicdo na producédo de IL-10 na sexta semana pos-infeccao, que foi semelhante
a producéo encontrada em animais nao infectados, associado a uma estabilidade da
carga bacteriana encontrada nesse mesmo tempo. A diminuicdo dos niveis dessa
citocina pode estar relacionada a um aumento na producdo de outros componentes
de regulacdo do sistema imunoldgico, como a citocina anti-inflamatoria TGF-, o que
promoveria uma manutencdo do numero de UFC presente no baco desses animais
infectados, mesmo na auséncia de niveis significativos de IL-10. Corroborando com
esta hipotese, Corsetti e colaboradores (2013) demonstraram que na auséncia de IL-
10, ocorre ativagdo de células T reguladoras e producdo de TGF-B durante a
infeccdo por Brucella, sendo o TGF-B presente a partir da segunda semana poés-
infec¢@o, com niveis mais elevados na sexta semana.

Associado a todos esses resultados, foi observado um aumento no numero de
células T regulatérias (CD4'CD25'FoxP3") e células B produtoras de IL-10,
chamadas de B10 (Figura 11 B e 13 B respectivamente) evidenciados
principalmente na terceira semana pos-infec¢ao. Estes resultados indicam que a B.
abortus pode induzir a presenca dessas células com caracteristicas
imunossupressoras no intuito de controlar a resposta imunoldgica e assim favorecer
sua sobrevivéncia e desenvolvimento no hospedeiro. Estes achados estao
corroboram com estudos de Belkaid (2007) e Dilillo e colaboradores (2011), que
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relatam que a presenca desses elementos regulatérios favorece o patdégeno em
diferentes modelos de infecgao.

De forma surpreendente, também encontramos um aumento no namero de
linfécitos T CD8 com caracteristica regulatoria (expressando o marcador CD25 e o
fator de transcricdo FoxP3) na terceira e sexta semana poés-infec¢do (Figura 11 D)
mostrando que a bactéria ndo sé induz a diferenciacdo de células T CD4"
regulatorias, mas induz uma imunossupressdo envolvendo também outros tipos
celulares, inclusive células T CD8" e células B. Estudos demonstram que essas
células regulatdrias podem atuar na supressao de respostas imunes e diminuicao de
respostas inflamatorias (GERSHON, 1975; CAMPBELL; KOCH, 2011), contribuindo
para a sobrevivéncia do patdégeno.

E interessante notar que, ao avaliarmos o nimero de UFC (Figura 4), é
possivel observar uma maior carga na primeira semana pos-infeccdo, associado ao
menor indice de proliferacdo celular encontrado. Da primeira para terceira semana,
ocorre uma queda significativa na quantidade de bactérias presentes no baco. Esta
gueda pode estar associada a maior efetividade da resposta imune visto que, neste
tempo, existe uma menor quantidade de células T e B regulatérias. JA na terceira
semana, o numero de células T e B regulatérias aumentam significativamente e o
namero de UFC no baco permanece praticamente estavel da terceira para sexta
semana. Assim, € provavel que o aumento no numero de células com caréter
regulatorio, esteja modulando a resposta imune contra o patdégeno e assim
contribuindo para sua sobrevivéncia. Apesar destes interessantes resultados,
diversos outros estudos ainda se fazem necessarios no intuito de confirmar a forma
de acdo destas células regulatérias, bem como os mecanismos pelos quais o
patdgeno é capaz de influencia-las.

Por fim, uma vez que a Brucella abortus é capaz de induzir uma
imunossupressao no sistema imune, o proximo passo foi avaliar se essa inducao
seria capaz de melhorar o curso de uma doenca autoimune, de carater inflamatorio,
como a Esclerose Mdltipla.

A esclerose multipla € uma doenca cronica, difundida em todo o mundo, que
se inicia geralmente com um surto, mas a maioria dos pacientes comeca a
desenvolver deficiéncias neuroldgicas progressivas (COMPSTON; COLES, 2008). A
etiologia da doenca ainda ndo é bem definida, mas acredita-se que fatores genéticos

e ambientais contribuam para seu desenvolvimento (HOLM@Y T; HESTVIK, 2008;
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GOURRAUD et al.,, 2012). A doenca parece ser mediada por mecanismos
imunoldgicos, no entanto, os aspectos patogénicos envolvem também o0s neurdnios,
axbnios e sinapses nervosas (MCFARLAND; MARTIN, 2007). A patogénese da
progressdo da EM e o envolvimento neuro-axonal ainda sdo complexos e nao
completamente elucidados (IMITOLA; CHITNIS; KHOURY, 2006).

A EAE é o modelo animal mais utilizado para o estudo da esclerose multipla,
pois apresenta um predominio do carater inflamatorio e da desmielinizagéo,
caracteristico da doenca (YIN et al., 2010). E considerado um modelo de inflamacéo
aguda e acredita-se que a doenca seja ocasionada pela exacerbacdo de uma
resposta inflamatéria, causada principalmente por células T (KOMIYAMA et al.,
2006; COMPSTON; COLES, 2008; DOLEI et al., 2014). Os linfécitos T CD4" sdo um
dos principais mediadores dessa inflamacdo, e age principalmente através da
secrecdo de IFN-y, o que leva a ocorréncia de lesdes (COMPSTON; COLES, 2008).
Além disso, as citocinas pro-inflamatorias liberadas por células Ty17 também séo de
grande relevancia para ocorréncia desse processo (LANGRISH et al., 2005;
STEINMAN, 2007).

Um estudo ainda mostrou que pacientes com esclerose multipla apresentam
uma perda significativa de células Tregs quando comparados a individuos saudaveis
(VIGLIETTA et al., 2014), sendo que sua reducédo tem sido relacionada com a baixa
expressao do fator de transcricdo FoxP3 (VENKEN et al., 2008). Esse subconjunto
de células regulatdrias provavelmente poderiam exercer um papel importante na
inibicdo de células T auto-reativas, minimizando o processo inflamatério da doenca
(MCFARLAND; MARTIN, 2007). Além disso, ja foi demonstrado que a presenca de
um subconjunto de células B foi capaz de aumentar a recuperacdo de animais com
EAE através da producéo de IL-10 (FILLATREAU et al., 2002). Portanto, a utilizagao
de componentes capazes de induzir a presenca de um perfil regulatorio pode ser de
grande relevancia para o tratamento da EAE.

Assim, avaliamos a influéncia de infeccdo com B.abortus no curso da EAE.
De forma inesperada, os resultados demonstram um aumento na pontuagao do
escore clinico dos animais com EAE infectados com B.abortus apds o 20° dia p0Os-
indugdo (Figura 14). Este agravamento do quadro clinico provavelmente foi
resultado do aumento da inflamacdo ocasionado pela infeccdo com o patdgeno,
visto que, apesar da B. abortus induzir um perfil imunossupressor, ela também induz

uma forte resposta Tyl, com a presenca de diversas citocinas pro-inflamatérias
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como o IFN-y e o TNF-a (OLIVEIRA et al.,, 1998; MURPHY et al., 2001) o que
provavelmente contribuiu para potencializar o perfil inflamatorio ja presente na EAE.
A comparacéo entre o perfil de citocinas presentes nos tecidos neurais (cérebro e
medula éssea) de animais submetidos a EAE infectados ou ndo com B. abortus,
poderia esclarecer este ponto.

A utilizacdo de patdgenos na recuperacao de algumas doencas ja vem sendo
pesquisada devido a capacidade destes em induzir determinadas respostas no
sistema imune. J& foi relatado que, a exposicdo de camundongos ao Schistosoma
mansoni, por exemplo, € capaz de prevenir o desenvolvimento de diabetes tipo 1 em
camundongos NOD (camundongos diabéticos ndo obesos) e em um modelo murino
de colite experimental (ELLIOTT et al., 2003), pois promovem uma forte resposta
Tn2, que inibem as respostas do tipo Tyl. Assim, a exposicéo a parasitos helmintos
podem prevenir o desenvolvimento de respostas Tyl excessivas (ELLIOTT et al.,
2000). Além disso, o uso de pequenas moléculas microbianas com funcao
terapéutica também tem sido relatado, onde a utlizagdo de filamentos de
hemaglutinina de Bordetella pertussis, uma bactéria gram-negativa, se mostrou
eficiente no tratamento da colite experimental, por induzir a supressao do perfil Tyl e
de citocinas proé-inflamatérias e induzir a presenca de citocinas anti-inflamatorias
(BRAAT et al., 2007).

Esses estudos mostram que alguns organismos infecciosos podem contribuir
para a protecdo de outras doencas devido ao tipo de resposta imune que é
desenvolvida na presenca destes, o que nao foi observado inicialmente neste estudo
no uso de B.abortus como tratamento para EAE.

No entanto, faz-se necessario salientar que a utilizacdo de B.abortus como
tratamento para EAE néo foi relatada antes por nenhum outro trabalho, e em fungéo
disto, os protocolos de infec¢ao e tratamento foram definidos com base em outros
parametros encontrados na literatura, tais como o pico da doenca e o tempo que a
bactéria levaria para iniciar a producdo de componentes imunossupressores, dados
ja relatados anteriormente neste trabalho. Logo, a infecgcéo ou o tratamento realizado
uma semana antes do pico da EAE pode ndo ter sido suficiente para induzir a
producdo de componentes imunossupressores capazes de promover uma melhora
significativa da doenca. Apesar da diminuicdo na proliferacédo celular e aumento da
producdo de IL-10 ter sido observado ja na primeira semana apoés a infeccdo com

B.abortus, o aumento significativo de células T e B regulatérias ocorreu somente na
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terceira semana apos a infeccdo, quando os animais com EAE ja haviam sido
sacrificados. Assim, novos experimentos utilizando diferentes formas de intervencao
deverdo ser testados antes de descartar completamente a influéncia desta infeccao
sobre a EAE. Ademais, diversos outros componentes imunorregulatorios presentes
na resposta imune contra a Brucella, bem como os mecanismos pelos quais 0
patégeno é capaz de induzi-los ainda precisam ser esclarecidos e fazem parte das

perspectivas futuras deste trabalho.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo permitem concluir que a infeccéo
por Brucella abortus € capaz de induzir uma imunossupressado caracterizada pela
diminuic&o na proliferacéo de linfocitos T CD8" e NK, elevada producéo de células B
produtoras de IL-10 e aumento na populacéo de células T CD4" e T CD8" com perfil
regulatorio. Apesar disso, mais estudos se fazem necessarios para embasar a
utilizacdo deste patdgeno, ou de seus componentes, no tratamento de doencas com

forte perfil inflamatorio.
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7 PERSPECTIVAS

e Avaliar a producéo da citocina IL-6 e TGF-, uma vez que a presenca de
ambas as citocinas estédo envolvidas na inducdo de um perfil regulatorio.

e Avaliar a produgéo de citocinas (IL-10 e TGF-B) por células da imunidade
inata (macréfagos e células dendriticas).

e Avaliar o percentual de células CD39", uma vez que a presenga desse
marcador vem sendo relacionada com a mediagédo de imunossupressao;

e Avaliar a expressao de outros marcadores relacionados a imunossupressao,
tais como CTLA-4, LAG-3 e LAP.

e Avaliar diferentes protocolos de intervencdo com Brucella em animais

submetidos ao modelo de Esclerose Mdltipla.
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