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RESUMO 
 

 

 A Brucelose é uma zoonose causada por bactérias do gênero Brucella que 

causa em seres humanos febre ondulante, endocardite, artrite e osteomielite e em 

animais causa aborto e infertilidade. Destaca-se na resposta imune contra a Brucel-

la a produção de IFN- e a atividade de linfócitos T CD8+, destruindo o patógeno ou 

deixando-o vulnerável aos mecanismos extracelulares da imunidade. 

A Talidomida (Td) é um fármaco capaz de induzir a formação de um perfil 

TH1, com elevada produção de IFN-, além de co-estimular e induzir a proliferação 

e produção de citocinas por linfócitos T CD8+. Assim, o objetivo deste estudo foi 

avaliar a influência do tratamento com Talidomida na resposta imune contra a B. 

abortus, focando no futuro desenvolvimento de novos fármacos ou componentes 

vacinais que auxiliem no combate a esta importante patologia. 

Foram avaliadas a forma de tratamento e a concentração de Talidomida ca-

paz de influenciar a carga bacteriana presente no baço de animais C57BL/6 infec-

tados; O número de bactérias no baço de animais tratados, após 1,3 e 6 semanas 

de infecção; A produção de IFN- e óxido nítrico em esplenócitos derivados destes 

animais; A produção de citocinas (IL-12, IFN- e TNF-α) no tecido hepático; O per-

centual de células T CD4+ ou CD8+ presentes no baço de animais tratados e infec-

tados e o potencial citotóxico de esplenócitos derivados destes animais. 

Foi verificado que o tratamento prévio com Td reduziu a carga bacteriana em 

todas as semanas avaliadas, conforme evidenciado pela cinética. A produção de 

IFN- e óxido nítrico foram maiores em esplenócitos derivados de animais tratados 

com Td. A produção de IL-12, IFN- e TNF- foi elevada no tecido hepático após o 

tratamento. E nos esplenócitos foi observado maior percentual de células T CD8+ e 

maior citotoxicidade. Assim, os resultados encontrados até o momento nos levam a 

sugerir que o tratamento com Talidomida potencializam a eliminação do patógeno.  
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ABSTRACT 
 
 

Brucellosis is a zoonosis caused by bacteria from the genus Brucella which 

causes undulant fever, endocarditis, arthritis and osteomyelitis in humans and, in 

animals, it causes abortion and infertility. The production of IFN- and the activity of 

T CD8+ lymphocytes have an important role in the immune response against 

Brucella destroying the pathogen or leaving it vulnerable to extracellular immunity 

mechanisms. 

Thalidomide (Td) is a drug which is able to induce the formation of a TH1 pro-

file, with high production of IFN-, and it also coestimulates and induces proliferation 

and production of cytokines by T CD8+ lynphocytes. The purpose of this study was 

to evaluate the influence of the treatment with Thalidomide on the immune response 

against B. abortus, focusing in the development of new drugs or vaccine compo-

nents in the future which will help in the fight against this important pathology.  

The form of treatment and Thalidomide concentration capable of influencing 

the bacterial load in the spleen of C57BL/6 infected animals were evaluated; the 

number of bacteria in the spleen of treated animals after 1, 3 and 6 weeks of infec-

tion; the production of IFN- and nitric oxide in splenocytes from these animals; the 

(IL-12, IFN- e TNF-α) cytokine production in the liver tissue; the percentage of T 

CD4+ or CD8+  cells in the spleen of treated and infected animals and the cytotoxic 

potential of splenocytes from these animals. 

 In this study it was verified that previous treatment with Td reduced the bac-

terial load in all the evaluated weeks, as it was evidenced by kinetics. The produc-

tion of IFN- and nitric oxide was higher in splenocytes from animals treated with 

Td. The production of  IL-12, IFN- and TNF- was high in the liver tissue after 

treatment. And a higher percentage of T CD8+ cells and higher citotoxicity were ob-

served in splenocytes. The results so far suggest that treatment with Thalidomide  

potentializes the elimination of the pathogen.   
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
1.1  A Brucella e a Brucelose 
 
 
1.1.1 Histórico 
 
 

A Brucelose é uma doença antiga que pode ser rastreada por volta do ano 

1.600 antes de Cristo (AC) no Egito. Análises de ossos egípcios antigos, datando 

de cerca de 750 AC, já apresentaram evidências de sacroileíte e outras lesões os-

teoarticulares, complicações comuns da Brucelose (PAPPAS; PAPADIMITRIOU, 

2007).  

David Bruce conseguiu isolar uma bactéria (hoje conhecida como Brucella 

melitensis) em 1887 do baço de um soldado britânico que morreu de doença febril 

(febre de Malta) comum entre os militares estacionados em Malta, um arquipélago 

situado no centro do Mediterrâneo. Por quase 20 anos após o isolamento da B. 

melitensis, a febre de Malta permaneceu um mistério e foi descrita como uma do-

ença transmitida por vetores (SRIRANGANATHAN et al., 2009; WYATT, 2005). 

Em 1897, L.F. Benhard Bang isolou e identificou uma bactéria intracelular 

em vacas que abortaram, denominando-a Bacillus abortus bovis. Os sintomas fo-

ram reproduzidos em novilhas gestantes infectadas experimentalmente e a doença 

foi chamada de “doença de Bang”. Porém, não havia sido estabelecida qualquer 

relação entre essa doença e a Febre de Malta (PACHECO; MELLO, 1956).   

Em 1.905, Themistocles Zammit acidentalmente demonstrou a natureza zo-

onótica da doença por isolar a B. melitensis do leite de cabra. Acreditava-se que as 

cabras não fossem a fonte de infecção, uma vez que elas não ficavam doentes 

quando inoculadas com culturas do microorganismo. Entretanto, a descoberta de 

que cabras saudáveis poderiam ser portadoras da doença foi um grande avanço no 

estudo epidemiológico dessa doença (SRIRANGANATHAN et al., 2009; WYATT, 

2005). 

 Alice Evans, uma cientista americana, executou um trabalho de referência 

sobre bactérias patogênicas em produtos lácteos que finalmente confirmou a rela-

ção entre a doença de Bang e a Febre de Malta, e renomeou o gênero como Bru-
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cella. Seu trabalho foi central na conquista da aceitação do processo de pasteuri-

zação para prevenir a Brucelose humana nos Estados Unidos (SRIRANGANA-

THAN et al., 2009).   

 A descoberta da Brucella abortus em mamíferos marinhos no início de 1990 

mudou o conceito da distribuição da Brucelose, assim como a maior necessidade 

de medidas de controle da patologia (SRIRANGANATHAN et al., 2009). 

 
 

1.1.2 Caracterização da bactéria 

 
 

O agente etiológico da Brucelose é a bactéria Brucella spp, um pequeno co-

cobacilo, Gram-negativo, não capsulado, parasita intracelular facultativo, sem ca-

pacidade de locomoção e de formar esporos (PESSEGUEIRO et al., 2003). Embo-

ra descrita como imóvel, a Brucella spp. possui todos os genes necessários para a 

montagem de um flagelo funcional (FRETIN et al., 2005).  

As bactérias do gênero Brucella, possuem crescimento aeróbio, porém al-

gumas espécies requerem uma atmosfera com adição de 5 a 10% de CO2. Cres-

cem bem a 37°C, em meios ricos, com pH entre 6,6 e 7,4. As colônias de Brucella 

tornam-se visíveis em meio sólido em dois ou três dias (Figura 1), podendo apre-

sentar-se sob a forma lisa ou rugosa, dependendo da cepa (ALTON et al., 1998). 
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Figura 1: Aspecto das colônias de B. abortus, cepa S2308, após 3 dias de 

crescimento em meio Brucella Broth (DIFCO), solidificado em Agar. Fonte: Laborató-

rio de Imunologia de doenças infecto-parasitárias e obesidade (LIDIPO)/UFJF. 

 

 
O gênero Brucella pertence filogenéticamente à família α-Proteobacteria, um 

grupo que contém diversas espécies bacterianas, incluindo simbiontes de animais 

e plantas (Wolbachia, Sinorhizobium), assim como patógenos intracelulares faculta-

tivos ou obrigatórios e patógenos extracelulares como Rickettsia e Agrobacterium 

(TSOLIS, 2002). 

 Nove espécies de Brucella são reconhecidas atualmente, sete das quais 

podem afetar animais terrestres: B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis, 

B. neotomae e B. microti. Essas espécies infectam, respectivamente, o gado, ca-

bras, suínos, ovinos, cães, ratos do deserto e ratazanas comuns (SCHOLZ et al., 

2008; VERGER et al.,1987). Há também outras duas espécies que infectam mamí-

feros marinhos, B. ceti e B. pinnipedialis (FOSTER et al., 2007).  

 As três primeiras espécies, B. abortus, B. melitensis, B. suis,  são denomi-

nadas Brucella clássicas e dentro dessas espécies sete subtipos são reconhecidos 

por B. abortus, três por B. melitenses e cinco por B. suis. As espécies remanescen-

tes não são diferenciadas em subtipos. As linhagens de Brucella foram denomina-



15 

 

das baseadas na preferência do patógeno pelo hospedeiro animal (VERGER et al., 

1987).  

 Dentre as nove espécies, três merecem especial atenção por apresentam 

risco de infecção para humanos: B. melitensis, B. suis e B. abortus. Apesar da B. 

melitensis ser a mais patogênica, B. abortus é a principal fonte de infecção, por ser 

a espécie mais difundida no mundo (CORBEL, 1997). A Brucella canis também 

pode infectar o homem, contudo sua incidência é relativamente baixa (CARMI-

CHAEL, 1990) (Figura 2). 

 
 

 

Figura 2:- Principais fontes de infecção por Brucella em homens e animais. 

 
 

O genoma dos membros do gênero Brucella são muito semelhantes em ta-

manho e composição genética. Atualmente,  dez sequências do genoma que re-

presentam cinco espécies de Brucella (B. melitensis, B. suis, B. abortus, B. ovis, e 

B. canis) estão disponíveis enquanto outras 25 linhagens de Brucella adicionais 

estão sendo sequenciadas (SRIRANGANATHAN et al., 2009).  

Cada espécie dentro do gênero possui o tamanho do genoma de cerca de 

3.29 Mb e consiste de dois cromossomos circulares. O cromossomo I é de aproxi-
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madamente 2.11 Mb e o cromossomo II de aproximadamente 1,18 Mb. O conteúdo 

de G + C de todos os genomas de Brucella é de 57,2% para o cromossomo I e de 

57,3% para o cromossomo II (DELVECCHIO et al., 2002; HALLING et al., 2005; 

PAULSEN et al., 2002). 

A Brucella é uma bactéria Gram-negativa cuja célula é composta por duas 

membranas. A membrana externa é o primeiro ponto de interação entre a bactéria 

e o hospedeiro e apresenta um papel crucial durante o processo infeccioso. A ca-

mada exterior da membrana externa é composta de LPS (lipopolissacarídeo), o 

qual consiste de três componentes chaves: o lipídeo A, moléculas de açúcar e o 

antígeno O (Figura 3)(CARDOSO et al., 2006). 

 

Figura 3: Estrutura esquemática do lipopolissacarídeo da Brucella spp. 
(CARDOSO et al., 2006). 

 

 

 A Brucella ocorre naturalmente como linhagens de LPS lisas (S-LPS), que 

são linhagens que possuem o LPS com o antígeno O completo. Já as linhagens de 
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LPS rugoso não possuem o antígeno O completo em sua constituição (CARDOSO 

et al., 2006).  

A capacidade da Brucella de produzir o S-LPS com o antígeno O completo é 

crucial para sua virulência em humanos. B.melitensis, B. suis, e B. abortus que a-

presentam o antígeno O completo, são as principais espécies responsáveis pelas 

infecções humanas. Espécies de Brucella ou mutantes que não possuem o antíge-

no O do LPS, tais como a B.canis e a B. ovis, são consideradas menos virulentas 

ou são avirulentas em humanos (YOUNG, 1995). 

 

 

1.1.3 Epidemiologa 
 
 
 Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a Brucelose humana é 

considerada a zoonose bacteriana mais prevalente no mundo (Figura 4), com mais 

de 500.000 novos casos relatados por ano. Esta enfermidade é encontrada princi-

palmente em países do Mediterrâneo, Ásia Central, Península Arábica, Índia e A-

mérica Latina, o que a caracteriza amplamente difundida (HARTIGAN, 1997). En-

tretanto, apesar de sua grande presença nos locais citados, a distribuição geográfi-

ca da Brucelose é constantemente modificada, com novos focos de emergência e 

re-emergência. Além disso, a epidemiologia da Brucelose humana tem mudado 

drasticamente ao longo dos últimos anos devido a várias razões socieconômicas e 

políticas, aliadas ao aumento do tráfego internacional (PAPPAS et al., 2006b). 
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Figura 4: Incidência mundial da Brucelose humana (Pappas et al., 2006) 

 

 Na América do Norte, Austrália e no Norte Europeu, o controle desse pató-

geno nos reservatórios animais através da vacinação e do abate dos animais infec-

tados, tem reduzido fortemente a incidência da Brucelose humana nessas regiões 

(PAPPAS et al., 2006). 

Na América Central, a prevalência da Brucelose bovina tem sido estimada 

entre 4 e 8% e programas baseados em vacinação pouco têm contribuído para o 

avanço no controle da enfermidade (MORENO, 2002). O México, endêmico para a 

Brucelose, começou a combatê-la em 1942 mas, apesar de alguns avanços obtidos 

ao longo dos anos, a situação ainda está longe de ser a ideal. Além do mais, nesse 

país existe a presença da B. melitensis, espécie mais patogênica para o homem 

(MARTINEZ; TERAN, 2002).  

No Paraguai, testes sorológicos realizados em 1,2 milhões de amostras, no 

período de 20 anos (1979-2000), indicaram que a quantidade de animais reagentes 

permaneceu constante entre 3 e 4% (BAUMGARTEN, 2002). Na Argentina, diver-

sos estudos têm demonstrado que a Brucelose está presente na maioria das espé-

cies domésticas. Estima-se que a prevalência da Brucelose bovina seja de 10 a 

13% e que 4 a 5% dos animais estejam infectados, o que resulta em uma perda 

anual próxima de 60 milhões de dólares (SAMARTINO, 2002). 
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No Brasil, a Brucelose foi detectada pela primeira vez em 1913. Atualmente, 

a Brucelose bovina, causada pela bactéria Brucella abortus, é a infecção mais pre-

valente, causando um impacto econômico estimado de 32 milhões de dólares anu-

ais (BRAZIL, 1971), uma vez que afeta ruminantes que são essenciais para a eco-

nomia, impedindo o comércio e a importação (ARIZA, 1999). 

Estudos mostram que a Brucelose bovina parece estar disseminada por todo 

o território brasileiro, com maior ou menor prevalência dependendo da região estu-

dada. Em 1975, foram verificadas as seguintes prevalências em animais, por regi-

ões: Sul, 4%; Sudeste, 7,5%; Centro-Oeste, 6,8%; Nordeste, 2,5% e Norte, 4,1% 

(BRASIL, 1977).  

 Posteriormente, alguns Estados realizaram estudos sorológicos por amos-

tragem, os quais não evidenciaram grandes alterações em relação aos índices na-

cionais verificados em 1975. No Rio Grande do Sul, a prevalência decresceu de 

2%, em 1975, para 0,3%, em 1986. Em Santa Catarina, passou de 0,2%, em 1975, 

para 0,6%, em 1996. No Mato Grosso do Sul, a prevalência estimada em 1998 foi 

de 6,3%, semelhante à de 1975 no antigo Estado do Mato Grosso. Em Minas Ge-

rais, passou de 7,6%, em 1975, para 6,7%, em 1980. No Paraná, a prevalência 

estimada em 1975 foi de 9,6%, passando para 4,6% em 1989 (BRASIL, 2006). 

 
 
1.1.4 Patogênese  

 

A origem das diversas manifestações clínicas da Brucelose em humanos e 

animais ainda não foram claramente definidas. Entretanto, não há dúvida que o 

aumento da replicação do patógeno no hospedeiro está relacionado ao surgimento 

dos sintomas (KO; SPLITTER, 2003). Assim, a patogênese causada pela infecção 

com a Brucella está associada a sua capacidade de evitar mecanismos extracelula-

res de defesa do hospedeiro, como anticorpos e complemento, e proliferar dentro 

dos macrófagos (SANGARI; AGUERO, 1996). No interior destas células, a Brucella 

tem a capacidade de inibir a fusão do fagossomo com o lisossomo, evitando a sua 

destruição pelos reativos intermediários de nitrogênio e oxigênio (PIZARO-CERDÁ 

et al., 1998). Este mecanismo de escape do sistema imune do hospedeiro torna-se 

a principal base para o estabelecimento da infecção crônica. 



20 

 

A infecção com a Brucella ocorre quando a bactéria penetra na mucosa dos 

orifícios nasal, oral ou conjuntival. Neste nicho, ela pode infectar tanto células epite-

liais quanto neutrófilos e macrófagos (GORVEL; MORENO, 2002).  Uma vez dentro 

da célula, a sobrevivência da bactéria depende de sua capacidade em evitar a fu-

são do fagossomo com o lisossomo. Tem sido proposto que a interação do LPS 

liso com as balsas lipídicas presentes na superfície do macrófago permite a Brucel-

la entrar na célula através de uma via que evita a fusão do fagossomo com o lisos-

somo . Além disso, foi descrito um mecanismo adicional usado pela Brucella para 

evitar a fusão do lisossomo com o fagossomo. Este mecanismo envolve um polis-

sacarídeo periplasmático chamado ciclo β-1,2-glicano. Esta molécula parece inter-

ferir com a maturação do vacúolo bacteriano através da desorganização das balsas 

lipídicas presentes na membrana do fagossomo o que, consequentemente, evita a 

fusão com o lisossomo (ARELLANO-REYNOSO et al., 2005). 

 Apesar da ausência da fusão com lisossomos, o vacúolo contendo Brucella 

(BCV) interage com a via endocítica sofrendo acidificação. Curiosamente, a acidifi-

cação do fagossomo é utilizada pelo patógeno para perceber a maturação deste 

compartimento sendo necessária para a sobrevivência e replicação da bactéria na 

célula (PORTE et al., 1999).  Aproximadamente uma hora após a internalização, a 

bactéria se encontra em um compartimento multimembranoso repleto de proteínas 

LAMP1 (proteína de membrana associada ao lisossomo) (PIZARRO-CERDÁ et al., 

1998).  Após este estágio, o vacúolo contendo Brucella interage fisicamente com o 

retículo endoplasmático de forma dependente  de um sistema de secreção tipo IV 

(T4SS), codificado por componentes do operon VirB, convertendo assim o vacúolo 

em um compartimento derivado do retículo endoplasmático e permissivo para a 

replicação da bactéria que vai ocorrer no período de 12 horas após a infecção 

(CELLI et al., 2003).   

 

 

1.1.4.1 Patogênese no Homem 

 
 
 Após a infecção, a bactéria penetra através da mucosa e atinge a corrente 

sanguínea, permitindo a sua disseminação através do sangue (COLMENERO, 
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1996). O período de incubação é de geralmente 1 a 3 semanas, mas pode ser por 

vários meses antes que iniciem os sinais de infecção. A infecção por B. melitenses 

é aguda ao contrário da infecção por outras espécies que é de caráter subagudo e 

prolongado (MANTUR et al., 2007).  

 Os sintomas mais comuns da Brucelose humana incluem febre ondulante, 

no qual a temperatura pode variar de 37º pela manhã a 40º durante a tarde, suores 

noturnos com odores peculiares, calafrios e fraqueza. Outros sintomas comuns 

também incluem mal-estar, insônia, anorexia, dor de cabeça, artralgia, constipação, 

impotência sexual, nervosismo e depressão (ACHA et al., 2003).  

 A Brucelose humana é conhecida também por complicações e envolvimen-

to dos órgãos internos. Os sintomas podem ser diversos e dependem do sítio de 

infecção, incluindo encefalite, meningite, espondilite, artrite, endocardite, orquite e 

prostatite (ACHA et al., 2003). Aborto espontâneo principalmente no primeiro e se-

gundo trimestre de gravidez também ocorre em mulheres grávidas infectadas 

(KHAN et al., 2001).  

 Embora complicações sejam raras, a endocardite ocorre em cerca de 2% 

dos casos associada principalmente a infecção por B. melitenses, sendo a compli-

cação mais severa, caracterizando aproximadamente 80% das mortes devido a 

Brucelose (REGUERA et al., 2003).  

 Os sintomas e sinais da Brucelose geralmente referidos como febre de ori-

gem desconhecida são bastante comuns e por isso podem ser confundidos com 

diversas outras doenças, o que dificulta o diagnóstico (MANTUR et al., 2007). Esta 

falta de diagnóstico geralmente resulta na ausência de tratamento adequado o que, 

durante a fase aguda, pode resultar na disseminação do patógeno para vários ór-

gãos e tecidos, culminando em uma doença subaguda ou crônica de difícil trata-

mento (YOUNG, 1995). 
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 1.1.4.2- Patogênese no Animal 

 
 
 Como já mencionado, a principal linhagem que infecta o gado é a B. abor-

tus, mas estes animais podem ser transitoriamente infectados pela B. suis ou pela 

B. melitensis quando compartilham o pasto ou instalações com porcos, cabras ou 

ovelhas infectadas (ACHA et al., 2003; EWALT et al., 1997; KAHLER, 2000). 

 No gado, o principal sintoma da Brucelose  é o aborto (nascimento prema-

turo ou nascimento de bezerros fracos ou mortos), que geralmente ocorre no se-

gundo semestre da gestação, com retenção de placenta e metrite. O aborto com a 

eliminação da placenta altamente colonizada é uma das principais fontes de infec-

ção, podendo ser ingerida por outros animais (ACHA et al., 2003).  

 Pelo fato da Brucella é capaz de se localizar nos linfonodos supra-

mamários e glândulas mamárias de 80% dos animais infectados, é comum a ocor-

rência de uma redução de aproximadamente 25% na produção de leite em vacas 

infectadas. Entretanto, como a produção de leite não cessa, o animal continua a 

secretar o patógeno no leite por toda vida (HAMDY; AMIN, 2002), podendo inclusi-

ve contaminar bezerros sadios (CRAWFORD et al., 1990). 

 O principal agente etiológico da Brucelose em cabras é a B. melitensis em-

bora, no Brasil, exista uma grande incidência de cabras infectadas com B. abortus. 

De forma semelhante ao que ocorre no gado, a Brucelose em cabras é caracteri-

zada por aborto tardio, natimortos, diminuição da fertilidade e baixa produção de 

leite (LILENBAUM et al., 2007). 

 Em ovelhas, a doença pode ser dividida em Brucelose clássica e epididimi-

te. A segunda é normalmente causada pela B. ovis, enquanto a Brucelose clássica 

é causada pela B. melitensis. Ambas constituem um grande problema de saúde 

pública (ACHA et al., 2003). Já em suínos, além do aborto, a infecção por Brucella 

também pode levar a orquite, claudicação, paralisia dos membros inferiores, es-

pondilite além de metrite ou abcesso (GLYNN; LYNN, 2008).  

 Nos cães, o principal agente etiológico desta patologia é a B. canis, mas 

casos esporádicos de Brucelose em cães causado por B. abortus, B. suis e B. meli-
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tensis também já foram relatados (ACHA et al., 2003). Cães infectados por B. canis 

podem apresentar aborto durante o último trimestre de gestação, nascimento de 

natimortos ou falhas na concepção além de outras condições não relacionadas a 

reprodução como lesões oculares, musculoesqueléticas e dermatológicas (ACHA 

et al., 2003; WANKE, 2004).  

 

 

1.1.6 Diagnóstico, Tratamento e Prevenção 
 
 

Em se tratando da Brucelose, os testes diagnósticos podem ser utilizados 

com diferentes objetivos: diagnóstico confirmatório, estudos de triagem ou preva-

lência do patógeno, certificação e, em regiões onde a Brucelose está erradicada, 

vigilância com a finalidade de evitar a reintrodução da doença através da importa-

ção de animais ou produtos destes que estejam infectados (GODFROID et al., 

2010).  

Em geral, os métodos diagnósticos mais usados para a Brucelose incluem 

os testes diretos, como métodos de detecção baseados na reação em cadeia da 

polimerase (PCR) e análises microbiológicas; além dos testes indiretos que podem 

ser in vitro (utilizando leite ou sangue) ou in vivo (reações de hipersensibilidade). 

Apesar dos diversos métodos existentes, o isolamento da bactéria ou a detecção 

do DNA da Brucella por PCR são os únicos métodos que permitem o diagnóstico 

definitivo. A escolha de uma estratégia de diagnóstico em particular vai depender 

principalmente da situação epidemiológica da Brucelose naquele país ou região 

(GODFROID et al., 2010). 

Segundo o Programa Nacional de Controle da Brucelose e Tuberculose a-

nimal (PNCBT) os métodos diretos de diagnóstico utilizados no Brasil são o isola-

mento e a identificação do agente, imunohistoquímica e métodos de detecção de 

ácidos nucléicos (PCR). Já os métodos indiretos consistem primariamente na de-

tecção de imunoglobulinas nos fluidos corporais como soro, leite, muco vaginal e 

sêmem (BRASIL, 2006).  

O tratamento da Brucelose é feito basicamente através da antibioticoterapia, 

que produz alívio da sintomatologia, diminuição da duração da doença e redução 
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da incidência de complicações. In vitro, vários antimicrobianos são ativos contra a 

Brucella, mas nem sempre há correspondência com a sua eficácia clínica devido 

ao nicho intracelular deste patógeno. Os antimicrobianos mais utilizados são as 

tetraciclinas, os aminoglicosídeos, a rifampicina, o cotrimoxazol, as quinolonas e as 

cefalosporinas de 3ª geração. A escolha da associação de antibióticos está em de-

pendência direta de vários fatores, nomeadamente a idade, gravidez, toxicidade 

potencial e gravidade do quadro clínico (PESSEGUEIRO, 2003). 

O tratamento mais adequado para a Brucelose é a combinação de dois anti-

bióticos, uma vez que a monoterapia, com uso de um tipo de antibiótico, está asso-

ciada à alta incidência de recidiva da doença (SELEEM et al., 2009; SOLERA et al., 

1997). A combinação de doxiciclina com estreptomicina é atualmente a melhor op-

ção terapêutica, com menos efeitos adversos e menos recidivas da doença, espe-

cialmente nos casos de Brucelose aguda e localizada (ALP et al., 2006; ARIZA et 

al., 1992; ERSOY et al., 2005; FALAGAS; BLIZOTIS, 2006). Conforme já explicita-

do a localização intracelular da Brucella e a sua capacidade de se adaptar as con-

dições ambientais encontradas em seu nicho replicativo levam a uma alta incidên-

cia de falha do tratamento e de recidivas da doença (PAPPAS et al., 2005, 2006a). 

A prevenção da Brucelose é realizada principalmente através do controle da 

doença no animal hospedeiro, uma vez que não existem formas eficazes de imuni-

zação em humanos. Assim, a vacinação animal é uma atividade fundamental de 

controle e prevenção dessa doença, principalmente em regiões com alto índice de 

incidência. Atualmente, duas linhagens vacinais têm sido utilizadas com boa efeti-

vidade na imunização do gado: a B. abortus S19 e a B. abortus RB51 (MORIYON 

et al., 2004).  

A B. abortus S19 é a linhagem espontaneamente atenuada descoberta pelo 

Dr. John Buck em 1923. Essa linhagem apresenta uma aparência lisa devido a 

presença do lipopolissacarídeo (LPS) completo, composto de lipídeo A, moléculas 

de açúcar e o antígeno O. A Brucella S19 virulenta tem sido usada em todo o mun-

do desde 1930 como uma vacina eficaz para prevenir a Brucelose em bovinos (a-

pud CRASTA et al., 2008). De forma similar as linhagens virulentas de B. abortus, o 

LPS de S19 contém a cadeia O lateral que é a principal responsável por uma res-
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posta de anticorpo imunodominante após a vacinação ou infecção (WOODARD, 

1981).   

A linhagem RB51 de B. abortus é um mutante rugoso espontâneo selecio-

nado após repetidas passagens da bactéria B. abortus 2308 em meio contendo 

rifampicina e penicilina (SCHURING et al., 1991). Essa linhagem acumula apenas 

pequenas quantidades da cadeia O lateral, apresentando uma aparência rugosa 

(CLOECKAERT, 2002). Aprovada para o uso no gado em 1996, a linhagem de B. 

abortus RB51 induz a produção de anticorpos que não causam interferência com a 

sorologia convencional, garantindo estabilidade e eficácia a essa vacina (STE-

VENS et al., 1994). 

Apesar da eficácia, ambas as vacinas da linhagem bacteriana lisa ou rugosa 

possuem algumas características indesejáveis: a cepa S19 possui potencial de 

causar doença em seres humanos, pode ser abortiva para fêmeas grávidas, ser 

secretada no leite e induzir uma resposta imune que pode ser difícil de distinção da 

infecção, particularmente quando animais adultos são vacinados. Já a cepa RB51 é 

resistente a rifampicina que é um dos antibióticos de escolha para o tratamento da 

Brucelose humana (ARIZA, 1999). Além disso, um dos problemas inerentes às li-

nhagens rugosas vacinais da Brucella, é que elas podem ser muito atenuadas, o 

que resulta em uma baixa persistência no hospedeiro e, consequentemente, po-

dem não induzir uma imunidade protetora eficiente (UGALDE et al., 2003). Portan-

to, muitos esforços têm sido focados na construção de uma vacina que seja capaz 

de induzir forte imunidade celular e consequentemente, níveis de proteção ade-

quados (MONREAL et al., 2003, VEMULAPALLI et al., 2000;), além de novos com-

postos adjuvantes capazes de potencializar as vacinas já existentes.  

 
 
1.2   A resposta imune contra a bactéria 
 
 

Para uma resposta imune efetiva contra bactérias intracelulares como a B. 

abortus, é necessário que as células infectadas destruam o microorganismo inva-

sor ou sejam mortas, permitindo assim a ação de mecanismos extracelulares da 

resposta imune como anticorpos ou complemento. Assim, a resposta imune do 
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hospedeiro contra a infecção pela B. abortus envolve tanto a imunidade inata quan-

to a imunidade adaptativa (GOLDING et al., 2001).   

 
 
1.2.1 Imunidade Inata 

 

 

A imunidade inata é o mecanismo filogeneticamente mais antigo de defesa 

contra microorganismos, estando presente em todos os organismos multicelulares. 

Este tipo de imunidade ativa como uma primeira linha de defesa contra infecções e 

consiste de barreiras epiteliais, fagócitos (como neutrófilos, macrófagos e células 

dendríticas), células NK (natural killer), proteínas como as do sistema do comple-

mento e citocinas (ABBAS et al., 2012). 

 A resposta imune contra bactérias intracelulares como a Brucella se inicia 

com o reconhecimento do microorganismo por células da imunidade inata tais co-

mo macrófagos e células dendríticas, conhecidas como células apresentadoras de 

antígenos (APCs). Este reconhecimento ocorre através de receptores de reconhe-

cimento de padrões (PRRs), dentro os quais se destacam os receptores do tipo Toll 

(TLRs), presentes na membrana plasmática ou em compartimentos intracelulares 

da APC. O reconhecimento da Brucella através destes receptores resulta na ativa-

ção das APCs e na internalização da bactéria (MACEDO et al., 2008, HUANG et 

al., 2005). Além disso, a ativação destes receptores aumenta a eficiência da apre-

sentação antigênica e induz a liberação de citocinas como TNF-α e a IL-12 que 

possuem ações em diferentes tipos celulares (ABBAS et al., 2012).  

Embora ainda não sejam conhecidos todos os receptores do tipo toll envol-

vidos no reconhecimento da B. abortus, vários trabalhos tem demonstrado o envol-

vimento dos receptores TLR2, TLR4 e TLR9 (HUANG et al., 2003; CAMPOS et al, 

2004; HUANG et al., 2005; WEISS et al., 2005; COPIN et al., 2006, MACEDO et 

al., 2008). Dentre estes, TLR9 parece ser o mais relevante uma vez que sua au-

sência leva a um considerável aumento na susceptibilidade à infecção por Brucella. 

Apesar disso, animais deficientes na molécula MyD88, um adaptador fundamental 

para a sinalização da maioria dos receptores Toll, apresentaram uma susceptibili-

dade ainda mais exacerbada que animais deficientes para TLR9, sugerindo a exis-
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tência de outros receptores no reconhecimento deste patógeno (MACEDO et al., 

2008).    

Os macrófagos são elementos chave na resposta imune inata contra a Bru-

cella uma vez que são os principais locais de sobrevivência e replicação da bacté-

ria. Macrófagos ativados estão preparados para a fagocitose e para a destruição do 

patógeno através de seus produtos bactericidas, tais como as enzimas hidrolíticas 

degradativas, acidificação do fagolisossomo, defensinas, privação nutricional e ex-

plosão oxidativa. No contexto de uma infecção por Brucella, a indução de superóxi-

do, peróxido de hidrogênio e óxido nítrico (NO) são de fundamental importância 

(BALDWIN; GOENKA, 2006; GROSS et al., 2004).  

Além dos produtos já citados, ao serem estimulados pelo microrganismo, os 

macrófagos são capazes de produzir diversos tipos de citocinas e quimiocinas, 

dentre as quais a IL-12 e o TNF- possuem papel de destaque. A IL-12 é capaz de 

induzir a formação de um perfil de resposta do tipo TH1 caracterizado pela intensa 

produção da citocina IFN-. Essa última possui um papel importante em ativar os 

macrófagos e limitar a infecção pela Brucella, sendo apontada como a citocina de 

maior relevância no combate a este patógeno (MURPHY et al., 2001). Já o TNF-α 

aumenta fortemente a atividade bactericida dos fagócitos além de estar envolvido 

nos processos patológicos (GOLDING et al., 2001; BALDWIN; GOENKA, 2006; 

YINGST et al., 2003).  

As células dendríticas (DCs) também estão envolvidas na resposta imune 

inata frente a infecção pela Brucella uma vez que também podem ser alvo da infec-

ção (BILLARD et al., 2007).  Estas células apresentam atividade importante na de-

fesa do hospedeiro internalizando patógenos no sítio de infecção e migrando para 

os órgãos linfóides secundários. Nesses locais, apresentam peptídeos derivados 

do patógeno para linfócitos T naives, conduzindo a imunidade adaptativa (SKEN-

DROS et al., 2011). Em concordância, Huang e colaboradores (2001) demonstra-

ram que a estimulação de células dendríticas por B. abortus leva a produção de IL-

12 e migração para áreas de células T no baço, promovendo assim a apresentação 

de antígenos da Brucella em um micro-ambiente rico em IL-12. 

As células NK (Natural Killer) também podem participar na resposta imune 

inata contra a Brucella. Foi demonstrado que a Brucella.é capaz de ativar as célu-
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las NK através da indução da liberação de IL-12 pelas APCs. Esta citocina estimula 

as células NK a secretarem IFN- que, como já dito, auxilia no estabelecimento de 

uma resposta TH1 e estimula as atividades bactericidas dos macrófagos. Além dis-

so, a IL-12 aumenta a capacidade dos linfócitos NK de destruir células infectadas 

por bactérias intracelulares como a Brucella (BIRON, 1999). Entretanto, apesar 

dessas importantes características, a depleção das células NK in vivo não altera a 

capacidade de camundongos infectados de conter a infecção por B. abortus. Tal 

fato não exclui estas células da participação na resposta contra Brucella, mas evi-

dencia que outros mecanismos são capazes e suficientes para controlar a infecção 

mesmo na ausência das células NK (FERNANDES et al., 1995). 

 

1.2.2 Imunidade Adaptativa 
 
 

A imunidade adaptativa em resposta a Brucella utiliza-se basicamente de 

três mecanismos. Primeiro, o IFN- produzido pelos linfócitos CD4+ e CD8+ que 

ativam as funções bactericidas dos macrófagos para eliminar a bactéria. Segundo, 

a citotoxicidade mediada por linfócitos T CD8+ que destroem os macrófagos infec-

tados pela Brucella; e terceiro, anticorpos IgG2a e IgG3, típicos do perfil TH1, que 

opsonizam o patógeno para facilitar a fagocitose (KO; SPLITTER, 2003).  

Uma resposta imune adaptativa efetiva contra B. abortus requer uma imuni-

dade mediada por células promovida pela ativação das células T específicas (OLI-

VEIRA et al., 1998). As células T reconhecem os antígenos bacterianos através 

dos receptores α/β associados a moléculas co-receptoras CD4+ nas células T hel-

per ou CD8+ nas células T citotóxicas, após estes antígenos terem sido processa-

dos e apresentados via MHC de classe II ou I respectivamente (JANEWAY, 1992; 

WYCKOFF, 2002). A ativação da célula T CD4+ é estimulada pela IL-12 secretada 

por macrófagos infectados (JONES; WINTER, 1992; JIANG; BALDWIN,1993). A IL-

12 promove a diferenciação do linfócito T helper para o fenótipo T helper 1 (TH1) 

que é  o tipo celular mais significante na resposta imune contra a B. abortus. Esta 

citocina também está envolvida na ativação dos linfócitos T CD8+ (ZHAN et al., 

1993).  
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 Após a diferenciação para o perfil TH1, células T CD4+ e T CD8+ ativadas 

produzem IFN- que irá desempenhar um papel crucial na imunidade contra Brucel-

la (BALDWIN, 1994; SPLITTER et al., 1996). A maior função do IFN- na imunidade 

à Brucella é o estímulo da atividade bactericida dos macrófagos infectados por 

essa bactéria. Entretanto, sua função é mais diversa e inclui o estímulo da 

apresentação de antígenos através das moléculas de MHC de classe I e II 

(BOEHM, 1997); estímulo da produção de intermediários reativos de oxigênio e 

intermediários de nitrogênio pelos macrófagos (STUEHR; MARIETTA, 1987); além 

de induzir a troca de isótipo de imunoglobulina para o isótipo IgG2a. Este isótipo é 

fixador de complemento, favorece a fagocitose do microrganismo e assim aumenta 

a  proteção contra o patógeno (GOLDING et al., 2001). 

 Vários estudos evidenciaram a importância do IFN- para o controle da 

Brucelose. Stevens e colaboradores (1992) demonstraram que camundongos 

BALB/c infectados por B. abortus e suplementados com IFN- recombinante 

tiveram aumento da resistência ao patógeno, o que foi evidenciado pela queda no 

número de bactérias, já na primeira semana após a infecção. Além disso, outros 

trabalhos demonstraram que a depleção do IFN- através da administração de 

anticorpos monoclonais, resultou em aumento de 10 vezes no número de bactérias 

recuperadas dos animais após uma semana infecção (FERNANDES et al., 1995; 

ZHAN et al., 1993). Mais recentemente, a importância do IFN- em infecções por 

Brucella foi demonstrado, de forma conclusiva, usando camundongos BALB/c e 

C57BL/6 “knockouts” para IFN-. Ambas as linhagens não foram capazes de 

montar uma resposta imune efetiva e sucubiram após a infecção por B. abortus 

S2308 (MURPHY et al., 2001). 

Linfócitos T CD8+ também possuem um papel importante na resposta imune 

contra a Brucella. Após o reconhecimento antigênico, estas células se diferenciam 

em linfócitos T citotóxicos (CTLs) que reconhecem e eliminam células-alvo infecta-

das através da liberação de proteínas citotóxicas (como perforinas e granzimas). 

Além disso, os CTLs também são capazes de secretar citocinas pró-inflamatórias, 

principalmente IFN- e TNF-, que ativam os fagócitos (OLIVEIRA; SPLITTER, 

1995; OLIVEIRA et al., 2002). A grande contribuição dos linfócitos T CD8+ no con-

trole da Brucelose foi efetivamente determinada por Oliveira e Splitter (1995). Utili-
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zando animais deficientes para as moléculas de MHC de classe I, estes pesquisa-

dores mostraram que a Brucelose murina foi exacerbada em camundongos que 

não apresentavam resposta através dos linfócitos T CD8+ (MHC classe I) quando 

comparada a animais normais ou deficientes na resposta por células T CD4+ (MHC 

classe II), evidenciando claramente o impacto das células T CD8+ na imunidade 

mediada por células no controle da Brucelose experimental. Além disso, este traba-

lho sugere que os linfócitos TCD8+ apresentam um papel mais relevante do que os 

linfócitos T CD4+, neste modelo de infecção.  

Recentemente, trabalhos realizados por Brandão e colaboradores (2012) 

confirmaram a importância de uma resposta TH1 e das células T CD8+ no combate 

a  infecção por Brucella.  Neste estudo, os autores avaliaram a susceptibilidade de 

animais deficientes para a molécula 2-microglobulina (componente do MHC de 

classe I) e da citocina IL-12. Conforme esperado, animais deficientes destas molé-

culas apresentaram elevada susceptibilidade a B. abortus quando comparado aos 

animais normais. Além disso, essa maior susceptibilidade foi relacionado a menor 

produção de IFN-  e a incapacidade dos linfócitos em lisar macrófagos infectados 

com Brucella, confirmando assim o papel crucial executado por esses componen-

tes no combate a Brucelose.  

 Além da resposta celular, a imunidade humoral também é ativada em res-

posta a infecção por B. abortus. Neste contexto, os anticorpos têm o papel de op-

sonizar o agente infeccioso durante as primeiras horas de infecção, tornando a fa-

gocitose pelos macrófagos mais eficiente. Porém, os anticorpos não reduzem a 

taxa de crescimento intracelular de B. abortus in vivo e não conferem resistência a 

camundongos susceptíveis. A habilidade da bactéria de sobreviver e replicar dentro 

do macrófago e outras células do hospedeiro torna-a inacessível a mecanismos 

extracelulares de controle do hospedeiro, como os anticorpos e complemento 

(CHEERS; HO, 1983). 

 

 

 

 

 
 



31 

 

1.3 A Talidomida 
 
 
1.3.1 Histórico 
 
 

A Talidomida, [(±)2-(2,6-dioxo-3-piperidinil)-1H-isoindol- 1,3-(2H)-diona; ou 

(±)- talimidoglutarimida (1)] (Figura 5), é um derivado sintético do ácido glutâmico 

que foi descoberta por Wilhelm Kunz em 1953 (LIMA; FRAGA; BARREIRO, 2001) e 

foi desenvolvida pela companhia alemã Grunenthal (BARTLETT et al., 2004). 

Considerada um sedativo e tranquilizante seguro, foi inicialmente comerciali-

zada sem prescrição médica e distribuída para cerca de 40 países sendo indicada 

principalmente para o mal estar matinal comum em mulheres gestantes (BAR-

TLETT et al., 2004). 

 

 

Figura 5: Estrutura da Talidomida (BORGES ; FRÖEHLICH, 2003). 
 
 
Em 1957, a Talidomida foi comercializada como um fármaco sedativo-

hipnótico e amplamente vendida em países europeus, asiáticos, no Canadá e Amé-

rica do Sul, tornando-se o medicamento mais vendido na Alemanha Ocidental para 

o tratamento da insônia (POWELL, 1996; RAJE; ANDERSON, 1999). 

Entretanto, em 1961, dois médicos, trabalhando de forma separada, suspei-

taram da existência de uma ligação entre o nascimento de crianças com malforma-
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ção e a utilização da Talidomida no primeiro trimestre da gravidez. Apesar disso, 

esta droga foi responsável pelo nascimento de milhares de crianças com deforma-

ções congênitas, o que foi posteriormente atribuído ao seu perfil teratogênico 

(CHEYMOL, 1965; LENZ, 1962; MCBRIDE, 1961). Assim, após três anos de co-

mercialização e após intensa pressão da imprensa, a Talidomida foi retirada do 

mercado em 1961, deixando para trás o trágico saldo de 8.000 crianças com mal-

formação congênita em 46 países, inclusive no Brasil. Após a confirmação e divul-

gação destes graves efeitos colaterais, este fármaco teve sua licença para comer-

cialização cancelada (OLIVEIRA, 1998).   

  O exato mecanismo de teratogenicidade desencadeado pela Talidomida é 

um longo mistério que tem sido objeto de pesquisas intensivas (D’AMATO et al., 

1994). Estudos usando coelhos sugerem que a anti-angiogênese induzida pela 

droga em conjunto com o estresse oxidativo, são as possíveis causas dos efeitos 

teratogenicos (PARMAN et al., 1999; THERAPONTOS et al., 2009). Apesar disso, 

questões fundamentais ainda permanecem sem resposta, tais como os alvos dire-

tos da Talidomida e os meios pelos quais os alvos moleculares mediam os efeitos 

da droga. A identificação e subsequente caracterização funcional dos alvos da Ta-

lidomida são etapas essenciais para decifrar o mistério desse mecanismo (ITO et 

al., 2010). 

 Após vários anos de proibição, a indústria Norte-Americana Celgene, base-

ada em novas descobertas das propriedades antiinflamatórias e imunorreguladoras 

da Talidomida, solicitou ao FDA (Food and Drug Administration - Administração de 

Alimentos e Medicamentos) sua aprovação para uso no tratamento da hanseníase, 

que foi concedida em julho de 1998. Marcava-se então o renascimento deste fár-

maco, que representa, atualmente, um dos principais agentes terapêuticos disponí-

veis para o tratamento efetivo de diversas doenças, tais como lepromas, artrite 

reumatoide, doença de Crohn, câncer e AIDS (LIMA; FRAGA; BARREIRO, 2001). 

 
 
1.3.2 Mecanismos de Ação 
 
 

A Talidomida, quando administrada como uma mistura racêmica, possui 

propriedades anti-inflamatórias e imunorreguladoras que provavelmente estão 
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associadas a sua capacidade de afetar a produção de citocinas e função celular. 

Diversos estudos in vitro e in vivo têm investigado os efeitos dos enântiomeros da 

Talidomida de forma individual (ERIKSSON et al., 2000; ERIKSSON et al., 1998). 

As ações sedativas têm sido associadas ao R-enântiomero, enquanto os efeitos 

imunológicos estão associados ao S-enântiomero. Entretanto, quando um 

enântiomero específico é administrado por via oral ou endovenosa, ocorre a 

inversão quiral para o outro enântiomero, impedindo que haja uma separação total 

dos efeitos (SAMPAIO et al., 1991; MOREIRA et al., 1993). 

 A Talidomida é um potente inibidor da produção de TNF-α por monócitos 

humanos estimulados por lipopolissacarídeo. Essa inibição é devida, 

principalmente, ao aumento da degradação do RNA mensageiro do TNF-α por esta 

droga. O nível de outras citocinas como IL-1β, IL-6 e fator estimulador de colônia 

granulócito-macrófago (GM-CSF), são também inibidos por essa droga, enquanto a 

IL-10 é estimulada (NOMAN, et al., 2009). Por diminuir a concentração de TNF-α, o 

qual induz a expressão de moléculas de adesão de superfície celular como ICAM-

1, VCAM-1, L-selectina e E-selectina de células endoteliais, a Talidomida bloqueia 

a cascata de adesão e causa efeitos antivasculares que ocorrem em algumas 

patologias como no mieloma múltiplo (GEITZ et al., 1996). A Talidomida possui 

ainda um mecanismo de ação anti-proliferativo, através da inibição da produção de 

IL-6, além de apresentar atividade pró-apoptótica, por aumentar a sensibilidade da 

célula a apoptose induzida por Fas e regular a expressão de proteínas inibitórias da 

apopose (HIDESHIMA et al., 2000; MITSIADES et al., 2002).  

Outra atividade atribuída à Talidomida é sua propriedade anti-angiogênica, 

por gerar radicais hidroxila tóxicos. In vivo, ela demonstrou ter um efeito anti-

angiogênico contra o crescimento neovascular induzido pelo fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF) na córnea de coelho, assim como contra a 

neovascularização induzida pelo fator de crescimento de fibroblasto básico (bFGF) 

ou VEGF na córnea de camundongo. In vitro, a Talidomida mostrou ser efetiva em 

inibir a proliferação celular da veia umbilical humana, além de inibir a migração e a 

proliferação celular epitelial do pigmento retinal (ETER; SPITZNAS, 2002). 

 A Talidomida também é utilizada para o tratamento da AIDS, neoplasias e 

como imunossupressora no tratamento de pacientes submetidos a transplante re-
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nal e de medula. Há relatos também de seu uso no tratamento da artrite reumatói-

de, tuberculose crônica, doença de Behcet e doença de Crohn (BORGES; FROE-

HLICH, 2003).  

Apesar dos eventos antinflamatórios, foi demonstrado que a Talidomida 

apresenta atividade co-estimulatória sobre linfócitos T humanos, sendo capaz de 

estimular a produção de citocinas, atividade citotóxica e proliferação. A co-

estimulação envolve a entrega de um sinal secundário a células T naive para 

produzirem uma resposta antígeno-específica, o que confere a essa droga uma 

ação de adjuvante imunológico. A Talidomida causa ainda indução de uma 

resposta TH1 e estimula a produção de IFN- e IL-2 através da ativação do fator de 

transcrição ativador da proteína-1 (HASLETT; CORRAL; ALBERT, 1998).  

A atividade co-estimulatória da Talidomida foi demonstrada por Haslett e 

colaboradores (1998). Estes autores estimularam células T purificadas com 

anticorpos anti-CD3, um compontente do complexo TCR. Neste estudo a 

Talidomida forneceu um sinal co-estimulatório essencial para a proliferação da 

célula T e para produção de citocinas, principalmente o IFN-. De forma 

interessante, o efeito co-estimulatório da Talidomida foi mais pronunciado no 

subtipo CD8+ das células T que no subtipo CD4+. Além disso, foi observado um 

aumento na atividade citotóxica condizente com o aumento no número de células T 

citolíticas. 

Em 2003, Karrow e colaboradores realizaram uma investigação para avaliar 

se a Talidomida poderia modular seletivamente a resposta imune e levar ao 

aumento ou queda da resistência a vários patógenos ou tumores. 

Surpreendentemente, este estudo demonstrou que o tratamento com Talidomida é 

capaz de aumentar significativamente a resistência do hospedeiro à infecção por 

Listeria monocytogenes e ao melanoma B16F10, mas não afeta a função do 

Sistema Fagocítico Mononuclear ou a resistência do hospedeiro ao Plasmodium 

yeolii, Streptococcus pneumoniae ou PYB6 fibrosarcoma. Embora o exato meca-

nismo para o efeito patógeno/tumor específico da Talidomida não seja totalmente 

claro, é provável que os efeitos modulatórios da Talidomida atuem em diferentes 

componentes do sistema imune e variem de acordo com o tipo de infecção presen-

te.   
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Em concordância com os achados de Karrow e colaboradores (2003), 

estudos realizados por Guo et al. (2005) avaliando o efeito modulatório da 

Talidomida sobre o sistema imune com foco sobre os neutrófilos, demonstraram 

que o tratamento com Talidomida por 15 dias é capaz de aumentar o número de 

neutrófilos no baço e no fígado de animais infectados por Listeria. Este aumento do 

número de neutrófilos foi responsável pelo aumento da resistência do hospedeiro 

contra a infecção primária e secundária por L. monocytogenes, destacando a 

importância dos neutrófilos nos mecanismos imunomodulatórios da Talidomida. 

A imunidade contra vírus também pode ser modulada através do tratamento 

com Talidomida. Foi demonstrado que a Talidomida, assim como seus derivados, é 

capaz de co-estimular linfócitos T CD8+ vírus específico aumentando a 

citotoxicidade e a produção de IFN- e TNF-α, mesmo em pacientes cronicamente 

infectados com HIV, demonstrando que a ação da Talidomida não depende de 

células T CD4+ (Haslett et al., 2003). Além disso, foi evidenciado que, em conjunto 

com a modulação na resposta imune celular, a Talidomida é capaz de estimular um 

aumento no número de células produtoras de anticorpos (antibody-formation cells) 

no baço, demonstrando que a droga também apresenta ação sobre a resposta 

humoral (Karrow et al., 2000) . 

Desse modo, como a Talidomida possui um amplo mecanismo de ação, o 

objetivo principal desse trabalho foi avaliar a influência do tratamento com 

Talidomida em animais infectados com B. abortus, além do focar no desenvolvi-

mento de novos fármacos ou adjuvantes vacinais que auxiliem no combate a Bru-

cella. 

 

 

 

 

 

 



36 

 

 
 
2 JUSTIFICATIVA  
 
  

 A Brucelose constitui-se um grave problema para a sanidade animal e por 

ser uma zoonose, afeta conseqüentemente a saúde pública da população. As ma-

nifestações patológicas da Brucelose incluem febre ondulante, artrite, endocardite e 

meningite em humanos, enquanto a Brucelose animal causa aborto em fêmeas 

gestantes. A prevalência da Brucelose animal está em torno de 5% no Brasil, e es-

tima-se que o prejuízo causado por esta enfermidade seja de mais de 30 milhões 

de dólares ao ano para a economia nacional . Embora existam duas cepas vacinais 

vivas utilizadas no controle da Brucelose bovina (cepa S19 e cepa RB51), ambas 

apresentam grandes desvantagens, não podendo inclusive ser utilizadas em hu-

manos. Assim, a prevenção desta doença dependente até o momento de sua erra-

dicação ou controle no animal hospedeiro.  

 A Talidomida é um derivado sintético do ácido glutâmico que possui ativi-

dade antiinflamatória, imunomodulatória e anti-angiogênicas. Diversos estudos tem 

evidenciado que a Talidomida é capaz de co-estimular células T induzindo sua pro-

liferação, produção de citocinas e atividade citotóxica. Além disso, a Talidomida 

tem sido relacionada à formação de uma resposta TH1 com elevada produção de 

IFN-, tendo assim um caráter adjuvante.  

Assim, uma vez que uma resposta TH1, e conseqüente produção de IFN-, 

em conjunto com a ação dos linfócitos T CD8+ é essencial para o controle da infec-

ção pela B. abortus, somado ao fato da Talidomida ser capaz de agir sobre estes 

componentes chaves da resposta imune contra a Brucella, o objetivo deste estudo 

foi avaliar a influência do tratamento com Talidomida na resposta imune contra a 

bactéria intracelular Brucella abortus no intuito de desenvolver novos fármacos ou 

componentes vacinais que auxiliem no combate a este patógeno. 
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3 OBJETIVOS 
 
 
3.2 Objetivo geral 
 
 
Avaliar a influência do tratamento com Talidomida na resposta imune contra a bac-
téria intracelular B.abortus. 
 
 
3.3 Objetivos específicos 
 
 

  Avaliar a concentração de Talidomida, a forma de tratamento e o tempo ca-

paz de influenciar na carga bacteriana presente no baço. 

 Avaliar o curso da Brucelose murina em animais tratados com Talidomida 

 Avaliar a produção de IFN- e óxido nítrico em esplenócitos de animais tra-

tados e infectados. 

 Avaliar a produção de IL-12, TNF-α e IFN- no tecido hepático de animais 

tratados e infectados. 

 Avaliar possíveis alterações nos tipos celulares presentes no baço de ani-

mais tratados e infectados. 

 Avaliar o percentual de células TCD4+ e TCD8+ em esplenócitos extraídos 

de animais tratados e infectados com B. abortus. 

 Avaliar a atividade citotóxica de esplenócitos extraídos de animais tratados e 

infectados com B. abortus. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
4.1     Animais 
 
 

Foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6 com idade en-

tre 8 e 10 semanas, pesando cerca de 20 g, que foram adquiridos do Centro de 

Biologia da Reprodução da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais fo-

ram acondicionados em gaiolas plásticas e mantidos no Biotério do laboratório de 

Imunologia da Universidade de Juiz de Fora com água e ração ad libitum. 

 O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética na Expe-

rimentação animal (CEEA) da Pró-reitoria de pesquisa/UFJF sob o número de pro-

tocolo 061/2011. 

 
 
4.2 Cepas bacterianas 
 
 
 Utilizou-se neste estudo a cepa lisa S2308 da B. abortus disponível em 

nosso laboratório. 

 
 
4.3 Condições de cultivo bacteriano 
 
 
 A cepa S2308, que foi utilizada na infecção ou como antígeno na cultura de 

células, foi cultivada em meio Brucella Broth líquido (BB) (DIFCO), a 37ºC sob agi-

tação constante. Após três dias de crescimento, a cultura bacteriana foi centrifuga-

da e o sedimento foi ressuspendido em tampão salina fosfato (PBS) 0,15 M pH 7,4 

(2,8 mM Na2PO4; 7,2 mM Na2HPO4; 0,14 M NaCl). Alíquotas destas culturas fo-

ram diluídas serialmente e plaqueadas em meio BB solidificado com 1,5% de ágar 

bacteriológico. Após incubação por 72 horas a 37ºC foi possível determinar a con-

centração bacteriana presente na suspensão por meio da contagem do número de 

unidades formadoras de colônias (UFC) visualizadas na placa. 
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4.4 Tratamento dos animais 
 
 

O protocolo de tratamento baseou-se na administração intraperitoneal de 

uma suspensão aquosa de Talidomida (300µL/ animal/dia) em diferentes concen-

trações durante 7 ou 15 dias antes ou depois da infecção. Como controles foram 

utilizados animais que receberam PBS (300µL/ animal/dia). 

 Uma vez que a Talidomida apresenta baixa solubilidade em água (PBS), a 

suspensão foi preparada no momento do tratamento e homogeneizada vigorosa-

mente em vórtex a cada aplicação. 

 

 
4.5 Infecção 
 
 
 Após a realização do protocolo de tratamento, os animais tratados ou con-

troles foram infectados intraperitonealmente com 1x106 UFC da cepa virulenta 

S2308 da B. abortus. Após os tempos determinados, esses camundongos foram 

sacrificados por deslocamento cervical para a retirada do baço e do fígado. 

 
 
4.6 Carga bacteriana  
 
 
 O baço extraído de cada animal foi macerado em 10 mL de PBS, com o 

auxílio de uma peneira de aço, e serialmente diluído. As diluições foram plaquea-

das, em duplicata, em meio BB ágar e incubadas. Após 3 dias de incubação à 

37ºC, o número de unidades formadoras de colônia foi determinado. Os resultados 

foram expressos como a média do log de UFC de cada animal. As células exce-

dentes do baço foram utilizadas nas culturas de esplenócitos. 

 
 
4.7 Avaliação do curso da Brucelose murina em animais tratados com 
Talidomida 
 
 
 Após a determinação do tratamento adequado, foi avaliado o curso da Bru-

celose murina em animais tratados com Talidomida. Para isso, camundongos fo-

ram tratados ou não com Talidomida (150mg/Kg/dia) e infectados intraperitoneal-
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mente com 106 unidades formadoras de colônias de B. abortus.  Uma, três e seis 

semanas após a infecção, 5 animais de cada grupo (Tratado ou controle) foram 

sacrificados por deslocamento cervical para a extração do baço e determinação da 

carga bacteriana, conforme descrito no ítem 4.6. 

 
 
4.8 Cultura de esplenócitos 
 
 

As suspensões de células obtidas após os baços serem macerados foram 

submetidas à centrifugação por 10 minutos a 600g. Posteriormente, o sobrenadan-

te do centrifugado foi descartado e as células foram ressuspendidas em 2 mL de 

tampão ACK (1% KHCO3 e 8% NH4Cl em água destilada) e incubadas por 5 minu-

tos, a temperatura ambiente, ocorrendo a lise osmótica dos eritrócitos. Após a in-

cubação, 28 ml de PBS foram acrescentados e seguiu-se nova centrifugação. 

Novamente o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendi-

das em 2 mL de meio RPMI (GIBCO) suplementado com 10% de soro fetal bovino 

e 1% dos antibióticos penicilina (100 U/mL, GIBCO) e estreptomicina (1 μg/mL, 

GIBCO). Em seguida a concentração das células foi determinada na câmara de 

Neubauer.   

 As células foram cultivadas na concentração de 1x106 células/poço em pla-

cas de 96 poços de fundo em U (NUNC) e estimuladas com B. abortus S2308 (MOI 

de 100:1). Células não estimuladas (meio) foram usadas como controle negativo e 

as estimuladas com Concanavalina A (5,0 µg/mL - Sigma) ou lipopolissacarídeo 

(LPS) de Escherichia coli (1 µg/mL- Sigma) serviram como controle positivo. Após 

48 ou 72 horas de incubação à 37ºC e sob atmosfera com 5% de CO2, os sobrena-

dantes dos esplenócitos foram coletados para a quantificação da produção de óxi-

do nítrico ou IFN-. 

 
 
4.9 Determinação da concentração de citocinas no tecido hepático 
 
 
 Para avaliação da produção de citocinas no tecido hepático, este tecido foi 

macerado em uma solução de extração de citocinas (NaCl 0.4M, NaPO4 10mM, 

PMSF 0.1mM, cloreto de benzetônio 0.1 mM, EDTA 10mM, 0.05% de Tween 20, 
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0.5% BSA, 20 Kl aprotinina), numa relação de 10% peso/volume. O macerado foi 

então centrifugado a 3.000 RPM, durante 15 minutos a 4° C. O sobrenadante foi 

então recolhido e testado para a concentração de TNF-α, IFN- e IL-12. 

 
 
4.10 Dosagem de citocinas  
 
 
 Para a determinação da concentração de citocinas nos sobrenadantes de 

cultura de esplenócitos ou no macerado do fígado, foi usado o teste ELISA do tipo 

sanduíche, usando kits comerciais (BD- Becton  Dickinson Company) conforme 

protocolo do fabricante. 

 Nos macerados do fígado foram avaliadas as citocinas IL-12, TNF-α e IFN-

. Já nos sobrenadantes de cultura, foram determinadas as concentrações de IFN- 

após 72 horas de cultivo. Todos os ensaios foram feitos em duplicata. 

 
 
4.11 Dosagem de Óxido Nítrico 
 
 

 Como o óxido nítrico possui um tempo de meia vida muito curto, a determi-

nação da produção desta substância por macrófagos foi mensurada pela formação 

do nitrito (NO2), através do método de Griess. Sobrenadantes das culturas celula-

res foram colocados em placas de 96 poços (50µl/poço) e misturados com 50 µl de 

reagente de Griess (1% sulphanilamide/0.1% N-(1-naphtyl)- ethylenediamine dihy-

drochloride/2.5% H3PO4). Após 5 minutos de incubação a reação foi lida em leitor 

de microplaca (Biorad) em comprimento de onda de 550 nm. A concentração de 

NO2 foi obtida por comparação com uma curva padrão construída a partir de con-

centrações conhecidas de Na(NO3) 

 
 
4.12 Análise de Citotoxidade 
 
 
 Para determinar a atividade citolítica dos esplenócitos derivados de camun-

dongos tratados com Talidomida e infectados, foi usado o “Teste de Citotoxidade 

Não-radioativo Roche”, que é baseado na detecção colorimétrica dos níveis libera-

dos da enzima LDH. Macrófagos peritoneais (5x105 células/poço) extraídos de ca-
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mundongos C57BL/6 foram infectados com B. abortus (MOI 100:1) por 2 horas. 

Após 24 horas de infecção, as bactérias extracelulares foram removidas. Os ma-

crófagos infectados foram usados como células alvo para a análise da citotoxidade. 

Esplenócitos (1x106 células/poço) obtidos de camundongos C57BL/6 uma semana 

após a infecção, tratados ou não com Talidomida, foram usados como células efe-

toras e foram co-cultivados com os macrófagos em placas de 24 poços em meio 

RPMI. As células efetoras foram adicionadas às células alvo em duplicata, na razão 

2:1 e mantidas a 37°C em 5% de CO2 por 24 horas. Após a incubação, 50µL do 

sobrenadante foi coletado e plaqueado em placas de 96 poços. Controles de libe-

ração de LDH espontânea das células efetoras e alvo, assim como a liberação má-

xima das células alvo, foram adicionados ao experimento. A liberação de lactato 

desidrogenase (LDH) foi determinada segundo o protocolo do fabricante. A porcen-

tagem de lise específica foi calculada de acordo com a seguinte fórmula: [(Libera-

ção de LDH experimental- Efetor espontâneo- Alvo espontâneo) / (alvo máximo- 

alvo espontâneo)] x 100%. 

 

 
4.13 Contagem diferencial de células do baço 
 
 
 Após lavagem, lise de eritrócitos e contagem, a concentração de esplenóci-

tos foi ajustada para 1 x 105 células/mL e estas células  foram citocentrifugadas  a 

400 rpm por 5 minutos em lâminas de vidro. Estas lâminas foram então fixadas 

com metanol e coradas pelo Kit Panótico Rápido (Laborclin). As células analisadas 

em microscópio óptico e foram classificadas de acordo com os padrões morfológi-

cos de identificação em: neutrófilo, linfócito, monócito/macrófago. 

 
 
4.14 Análise do percentual das células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ por cito-
metria de fluxo. 
 
 

Para avaliar o percentual de células CD3+CD4+ e CD3+CD8+  camundongos 

C57BL/6 (5 por grupo) foram tratados (150mg/kg/dia) e infectados com B. abortus, 

(1x106 bactérias/animal). Após uma semana de infecção (tempo no qual foi encon-

trada maior diferença na carga bacteriana) esses animais foram sacrificados e es-

plenectomizados. Os baços foram macerados com telas de metal em 10 ml de so-
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lução salina e a suspensão celular centrifugada a 600g por 10 minutos. As células 

foram então ressuspendidas em 2ml de tampão ACK (Ammonium-Chloride-

Potássium - 1% KHCO3 e 8% de NH4Cl em água destilada) e incubadas por 5 mi-

nutos para realização da lise osmótica de hemáceas. Após este tempo adicionou-

se solução salina até atingir o volume de 30 ml. Novamente as células foram centri-

fugadas e agora ressuspendidas em 3 ml de meio RPMI 1640 (GIBCO-BRL) su-

plementado com 2mM L-glutamina, 25mM HEPES, 10% de soro fetal bovino (Sig-

ma), Penicilina (100U/ml) e Streptomycina (100g/ml). Após a determinação da 

concentração celular em câmara de Neubauer, as células foram plaqueadas  (5 x 

105 células/poço) em placas de 96 poços de fundo em “U” (SARSTEDT) e iniciou-

se o processo de marcação.  

 Primeiramente as placas contendo as células foram centrifugadas a 600g 

por 10 minutos e o sobrenadante removido por inversão rápida da placa. As células 

foram então ressuspendidas em 100uL de tampão de FACS (PBS + 5% soro fetal 

bovino - SFB).  Em seguida, as placas de cultura foram submetidas a nova centri-

fugação e  foram adicionados, a cada poço, 20µL de solução de tampão de FACS 

acrescida de anticorpos anti-CD3 e  anti-CD4 ou anti-CD4 e anti-CD8 (Becton & 

Dickinson) na concentração de 0,5ug por poço.  Estes anticorpos apresentavam as 

marcações PE, FITC e Cy5 respectivamente. Seguiu-se então uma incubação por 

20 minutos a 4°C e acrescentou-se 150 ul de PBS. Mais uma vez as placas foram 

incubadas por 15 minutos a 4°C e lavadas 3 vezes com 150ul de PBS. Após a ulti-

ma lavagem as células foram homogeneizadas em 100ul de PBS e transferidas 

para tubos específicos para FACS (CORNING). As amostras foram coletadas em 

citômetro de fluxo FACScan (Becton & Dickinson), onde 50.000 eventos foram ad-

quiridos. 

 Os resultados foram analisados pelo software CellQuest. A zona de linfóci-

tos foi demarcada de acordo com o tamanho (FSC) x granulosidade (SSC) caracte-

rísticos destas células e a porcentagem de célulasCD3+ CD4+ ou CD3+CD8+  foi 

determinada. 
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4.15 Análises estatísticas 
 
  

Os resultados obtidos neste trabalho foram analisados através de teste t de 

Student, utilizando o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc). O ní-

vel de significância adotado nas análises foi de p < 0,05. 
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5. RESULTADOS 
 
 
5.1 150mg/Kg/dia de Talidomida diminui a carga bacteriana no baço em 
animais tratados e infectados com B. abortus 
 
 
 Para avaliar a concentração de Talidomida capaz de alterar o número de 

bactérias presentes no baço, camundongos C57BL/6 foram tratados com diferentes 

concentrações de Talidomida (30, 50 e 150mg/kg/dia) diariamente por 7 dias, con-

forme previamente demonstrado (KARROW et al., 2003;  KARROW et al., 2000). 

Após o tratamento, os animais foram infectados com B. abortus (106 bactérias 

/animal). Uma semana após a infecção, os animais foram sacrificados e o número 

de unidades formadoras de colônias foi determinado no baço.  

 Conforme mostrado na Figura 6, o tratamento com Talidomida nas concen-

trações de 30 ou 50 mg/kg/dia não foi capaz de alterar a carga bacteriana presente 

no baço dos animais tratados, quando comparados aos animais que não recebe-

ram tratamento. Entretanto, quando os animais foram tratados com Talidomida na 

concentração de 150mg/kg/dia, foi possível observar uma redução significativa na 

concentração de bactérias recuperadas no baço, sugerindo o potencial desta droga 

em melhorar a resposta imune do hospedeiro contra este patógeno. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: 150mg/kg/dia de Talidomida diminui a carga bacteriana no baço em 
animais tratados e infectados com B. abortus. 
Os camundongos C57BL/6 foram tratados por 7 dias  com diferentes concentra-
ções de Talidomida (30, 50 e 150mg/kg/dia). Após o tratamento, os animais foram 
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infectados intraperitonealmente com 106 bactérias e sacrificados após uma semana 
de infecção. Como controles foram utilizados animais que não receberam tratamen-
to com Talidomida. A carga bacteriana foi determinada no baço e apresentada co-

mo log do número de unidades formadoras de colônias (UFC)/ baço. * Diferença 

significativa em relação ao controle (p<0,05). 
 
 
 Uma vez que o tratamento prévio com Talidomida na concentração de 

150mg/kg/dia foi capaz de alterar a concentração de bactérias no baço, foi avaliado 

se o tratamento posterior à infecção também seria capaz de interferir na carga bac-

teriana. Para isso, animais foram infectados com B. abortus e tratados posterior-

mente com Talidomida a 150mg/kg/dia por sete dias.  Conforme evidenciado pela 

figura 7, o número de bactérias recuperadas no baço de animais que receberam 

tratamento com Talidomida foi semelhante aquele encontrado em animais não tra-

tados. Estes resultados demonstram que a administração de Talidomida posterior a 

infecção não é capaz de interferir no número de bactérias presente no baço de a-

nimais infectados. Além disso, o fato do número de bactérias não ser alterado pela 

administração posterior da droga sugere que este composto não deve ser tóxico 

para a bactéria e não deve agir diretamente sobre ela. 
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Figura 7: 150mg/kg/dia de Talidomida diminui a carga bacteriana no baço em 
animais tratados e infectados com B. abortus 
Camundongos C57BL/6 foram infectados intraperitonealmente com 106 bactérias e 
tratados posteriormente com Talidomida a 150mg/kg/dia por sete dias. Como con-
troles foram utilizados animais que não receberam tratamento com Talidomida. A 
carga bacteriana foi determinada no baço e apresentada como log do número de 
unidades formadoras de colônias (UFC)/ baço.    
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5.2 Tratamento por 7 dias reduz a carga bacteriana no baço de animais 
tratados e infectados por B. abortus. 
 
 
 Uma vez que a concentração e a forma de tratamento com Talidomida fo-

ram determinadas, avaliamos o melhor tempo de tratamento capaz de influenciar 

na carga bacteriana. Para isso, animais foram tratados com Talidomida 

(150mg/kg/dia) por 7 ou 15 dias e infectados com B. abortus. Como mostrado na 

figura 8, não foi observada diferença significativa entre a concentração de bacté-

rias recuperadas do baço de animais tratados com Talidomida por 7 ou 15 dias. 

Dessa forma, de acordo com os resultados apresentados, determinamos o trata-

mento prévio com Talidomida na concentração de 150mg/kg/dia durante 7 dias 

como o mais adequado no nosso modelo de infecção e utilizamos este protocolo 

para todos os experimentos futuros.   
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Figura 8: Tratamento por 7 dias reduz a carga bacteriana no baço de animais 
tratados e infectados por B. abortus. 
Animais foram tratados com Talidomida (150mg/kg/dia) por 7 ou 15 dias e infecta-
dos com B. abortus (106 bactérias/animal) Como controle foram utilizados animais 
que não receberam tratamento com Talidomida. A carga bacteriana foi determinada 
no baço e apresentada como log do número de unidades formadoras de colônias 
(UFC)/ baço. 
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5.3 Talidomida reduz a carga bacteriana do baço em todos os tempos de 
tratamento em animais tratados e infectados por B. abortus 
 
 

Para verificar a influência do tratamento na resposta imune contra a Brucella, 

o número de bactérias foi monitorado no baço de animas tratado ou não, durante 

1,3 e 6 semanas após infecção. Semanalmente, grupos de animais foram sacrifica-

dos e o número de unidades formadoras de colônias (UFC) foi determinado. Nota-

damente, a Brucelose murina mostrou-se diminuída em todos os tempos avaliados 

em camundongos que receberam tratamento prévio com Talidomida, comparado 

aos animais do grupo controle, permanecendo assim durante todo o período expe-

rimental (Figura 9). Embora tenha sido observada uma diferença significativa entre 

tratados e controles durante toda a cinética, esta diferença foi mais acentuada na 

primeira semana após a infecção, chegando a cerca de 0,8 log. 

Estes dados evidenciam, mais uma vez, que o tratamento prévio com Tali-

domida é capaz de alterar a resposta imune do hospedeiro de forma a aumentar a 

eficiência de combate à infecção. 
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Figura 9: Talidomida reduz a carga bacteriana do baço em todos os tempos 
de tratamento em animais tratados e infectados por B. abortus 
Camundongos foram tratados por 7 dias com Talidomida (150mg/Kg/dia) e infecta-
dos intraperitonealmente com B. abortus S2308 (1x106bactérias/animal). Após 1,3 
e 6 semanas  o número de unidade formadoras de colônias (UFC) presentes no 

baço foi determinado. (*) significativo em relação ao animal C57BL/6. p 0.05. 
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5.4 Talidomida aumenta a produção de IFN- em esplenócitos estimulados 
com B. abortus. 
 
 

Resistência a patógenos intracelulares facultativos como a Brucella depende 

basicamente da resposta celular adquirida caracterizada pela ativação de linfócitos 

T e subsequente ativação e aumento do poder bactericida de macrófagos. Interfe-

ron-gama (IFN-) é uma citocina diretamente envolvida neste processo e de fun-

damental importância no controle da Brucelose murina (KO et al., 2002). Assim, 

uma vez que o tratamento com Talidomida foi capaz de diminuir a carga bacteriana 

presente no baço de animais tratados, avaliamos se esta menor susceptibilidade 

está relacionada à alteração na produção de IFN-. Para isso, células extraídas do 

baço de animais tratados com Talidomida e infectados com B. abortus (conforme 

protocolo padronizado) foram cultivadas na presença ou não de B. abortus. Após 

72 horas de cultivo, a concentração de IFN- foi determinada no sobrenadante das 

culturas por ELISA. 

 Conforme demonstrado na figura 10 e acordando com dados da literatura 

(MACEDO et al., 2008), esplenócitos de animais previamente infectados com B. 

abortus produzem quantidades elevadas de IFN- quando estimulados novamente 

com a bactéria. Entretanto, esplenócitos provenientes de animais que receberam 

tratamento prévio com Talidomida foram capazes de produzir quantidades significa-

tivamente maiores de IFN- comparados aos animais que não receberam tratamen-

to, demonstrando que a Talidomida também influencia a produção desta citocina. 

Uma vez que o IFN- é essencial na resposta imune contra este patógeno, a dimi-

nuição da carga bacteriana encontrada em animais tratados pode estar relacionada 

à maior produção desta citocina no baço. 
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Figura 10: Talidomida aumenta a produção de IFN- em esplenócitos estimu-
lados com B. abortus. 
Animais foram tratados com Talidomida (150mg/kg/dia) durante sete dias e infecta-
dos com a B. abortus S2308 (106bact/animal). Após uma semana de infecção, célu-
las do baço foram retiradas e cultivadas por 72 horas na presença dos estímulos B. 
abortus S2308 (102 bactérias/célula) ou Concanavalina A (5µg/ml). A concentração 
da citocina foi determina nos sobrenadantes das culturas por ELISA. (*) significativo 
em relação aos animais não tratados. p<0,05. 
 
 
5.5 Talidomida aumenta a produção de Óxido Nítrico em resposta a Bru-
cella. 
 
 

A produção de óxido nítrico (NO) é um típico componente da resposta imune 

conhecido como um mecanismo de defesa contra vários patógenos além de ser 

capaz de induzir apoptose (ABBAS; LICHTMAN, 2012). Wang e colaboradores 

(2001) mostraram que na presença de NO, o número de bactérias sobreviventes no 

interior de macrófagos diminuía consideravelmente durante as primeiras 24 horas. 

Além disso, estes autores evidenciaram que, na presença da citocina IFN-, as 

concentrações de NO aumentavam significativamente. Assim, uma vez que ani-

mais tratados com Talidomida apresentam menor carga bacteriana no baço e maior 

produção de IFN- por esplenócitos, avaliamos se o tratamento também influenciou 

a produção de NO. De fato, como mostrado na figura 11, esplenócitos derivados 

de animais tratados com Talidomida foram capazes de produzir níveis maiores de 

óxido nítrico quando estimulados com B. abortus, comparados aos níveis produzi-

dos por animais que não sofreram tratamento. Estes achados sugerem que a dimi-

nuição da carga bacteriana encontrada em animais tratados com Talidomida é re-

sultado da maior produção de óxido nítrico, provavelmente estimulada pelo aumen-

to na concentração de IFN-. 
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Figura 11: Talidomida aumenta a produção de Óxido Nítrico em resposta a 
Brucella. 
Animais foram tratados com Talidomida (150mg/kg/dia) durante sete dias e infecta-
dos com a B. abortus S2308 (106bact/animal). Após uma semana da infecção, célu-
las do baço foram retiradas e cultivadas por 48 horas na presença dos estímulos B. 
abortus S2308 (102 bactérias/célula) ou LPS de E.coli (1µg/ml). A concentração de 

óxido nítrico foi determinada pelo teste de Greiss. (*) significativo em relação aos 

animais não tratados. p<0,05. 

 

 

5.6 Talidomida aumenta a concentração de citocinas no tecido hepático. 
 
 
 O fígado executa um importante papel na resposta imune, conferindo uma 

importante linha de defesa contra microrganismos e toxinas que cruzam a barreira 

intestinal. As células de Kupffer (células fagocíticas especializadas do sistema reti-

culoendotelial, encontradas na superfície luminal dos sinusóides hepáticos) são 

críticas para a rápida eliminação de microrganismos da circulação sistêmica e facili-

tam a geração de uma inflamação local capaz de recrutar diversas células como 

neutrófilos, monócitos e linfócitos. Além disso, hepatócitos são capazes de produzir 

citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas em resposta a uma invasão bacteriana 

e/ou ativação por outras citocinas (CRISPE, 2009). Diversos estudos têm demons-

trado que B. abortus apresenta um tropismo pelo sistema retículoendotelial e con-

sequentemente podem ser encontradas no fígado (DELPINO et al., 2010). De fato, 

um dos importantes sintomas, característicos da Brucelose, é a hepatomegalia. 

Assim, uma vez que o fígado é um importante órgão que atua no combate a Bruce-

lose, avaliamos se a resposta imune também estava modificada neste órgão após 
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o tratamento com Talidomida. Para isso, foram coletados fígados de animais trata-

dos e infectados para determinação da concentração de citocinas no tecido hepáti-

co. Conforme mostrado na figura 12, foi possível detectar elevada produção de 

IFN-, IL-12 e TNF-α no tecido hepático em resposta à infecção com B. abortus. 

Entretanto, animais tratados com Talidomida produziram níveis significativamente 

maiores destas citocinas quando comparados a animais que não foram submetidos 

ao tratamento. Estes resultados demonstram que, assim como no baço, a Talido-

mida foi capaz de aumentar a produção de citocinas pró-inflamatórias também no 

fígado.          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Talidomida aumenta a concentração de citocinas no tecido hepáti-
co. 
Animais foram tratados com Talidomida (150mg/kg/dia) durante sete dias e infecta-
dos com a B. abortus S2308 (106bact/animal). Após uma semana da infecção, o 
fígado foi retirado e macerado em solução de extração de citocinas. Após centrifu-

gação, o sobrenadante foi utilizado para a detecção de IL-12, IFN- e TNF-α por 
Elisa. Como controles foram utilizados animais que não receberam tratamento com 
Talidomida. (*) significativo em relação aos animais do grupo controle. p<0,05 
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5.7 Talidomida aumenta o número de linfócitos e diminui o número de 
neutrófilos e monócitos no baço de animais tratados e infectados por B. abor-
tus. 
 
 
 Uma vez que a Talidomida é capaz de induzir proliferação celular, avalia-

mos se as alterações encontradas previamente estavam associadas a uma mu-

dança no número de células. Para isso, o número de células presentes no baço de 

animais tratados ou não e infectados com B. abortus foram avaliadas utilizando-se 

um corante diferencial (Panótico rápido). Neste ensaio foram analisados o número 

de monócitos, neutrófilos e linfócitos.  

 A contagem do número de neutrófilos e macrófagos revelou uma discreta 

diminuição destes tipos celular em animais tratados, condizente com o caráter anti-

inflamatório da Talidomida. Entretanto, a diferença encontrada nestes tipos celula-

res não foi significativa, provavelmente devido à existência de um elevado desvio 

padrão (Figura 13). 

 Entretanto, ao analisarmos a população de linfócitos foi possível perceber 

um aumento no número absoluto destas células em animais que receberam trata-

mento, quando comparados aos animais controles. Este aumento no número de 

linfócitos pode ser o responsável pela maior produção de citocinas e consequente 

aumento da resistência a Brucella encontrada nestes animais. Além disso, esses 

achados estão de acordo com estudos prévios que evidenciaram um aumento na 

proliferação de linfócitos concomitatante a um aumento na produção de IFN-, em 

resposta ao tratamento com Talidomida (Haslett et al., 1998).             
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Figura 13: Talidomida aumenta o número de linfócitos e diminui o número de 
neutrófilos e monócitos no baço de animais tratados e infectados por B. abor-
tus. Animais foram tratados com Talidomida (150mg/kg/dia) durante sete dias e 
infectados com a B. abortus S2308 (106bact/animal). Após uma semana da infec-
ção, células do baço foram retiradas, citocentrífugadas e coradas com corante dife-
rencial (Panótico rápido). As células foram observadas em microscópio ótico, e 

classificadas e contadas de acordo com a morfologia e coloração. (*) significativo 

em relação aos animais do grupo controle( P<0,05) 

 

 
5.8 Talidomida aumenta o percentual das células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ 

em animais tratados e infectados por B. abortus. 
 
 
 Conforme descrito previamente, a imunidade contra B. abortus envolve 

uma resposta de células TCD4+ voltada para o perfil TH1, além de células T CD8+ 

citotóxicas (ARAYA; WINTER, 1990; GOLDING et al., 2001). Uma vez que encon-

tramos um aumento no número de linfócitos evidenciado pela contagem diferencial 

de células, avaliamos o perfil de células T presentes no baço de animais tratados 

com Talidomida e infectados com B. abortus. Para isso, animais foram tratados por 

7 dias com Talidomida e infectados com B. abortus. Após uma semana da infec-
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ção, o baço foi retirado e as células foram marcadas com anticorpos anti-CD3 e 

anti-CD4 ou anti-CD3 e anti-CD8 e avaliadas por citometria de fluxo. 

 Os resultados (Figura 14) demonstraram que o baço de animais infectados 

com B. abortus (tratados ou não) apresenta maior percentual de células T CD8+ 

comparado ao percentual de células T CD4+, o que é condizente com uma resposta 

contra microrganismos intracelulares. Além disso, conforme esperado, foi percebi-

do um aumento significativo no percentual de células T CD8+ em animais tratados 

com Talidomida (15,01%) quando comparado aos animais do grupo controle 

(11,07%). O mesmo não aconteceu com os linfócitos T CD4+ que apresentaram 

resultados semelhantes em ambos os grupos. Estes achados sugerem então que, 

como demonstrado em estudos anteriores (Haslett et al., 1998; Karrow et al. 2000; 

Haslett et al., 2003), a Talidomida induz aumento no número de  linfócitos T CD8+ 

que, devido ao seu poder citotóxico, está potencializando a eliminação da Brucella, 

em conjunto com a maior produção de IFN- e de Óxido Nítrico.  
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Figura 14 Talidomida aumenta o percentual das células CD3+CD4+ e 
CD3+CD8+ em animais tratados e infectados por B. abortus. 

. Animais C57BL\6 foram tratados com Talidomida (150mg/Kg/dia) durante 7 dias e 

infectados com B. abortus. Após uma semana de infecção as células do baço fo-

ram extraídas lavadas e marcadas com anticorpos anti-CD3 e anti-CD4 ou anti-

CD3 e anti-CD8. (A) Imagem representativa de um experimento com 5 animais. (B 

e C) representação gráfica do percentual de células T CD3+CD4+ (B) e CD3+CD8+ 

(C). (*) p 0.05, em relação ao grupo controle. 
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5.9 Talidomida aumenta a atividade citotóxica induzida por B. abortus 
 
 Diferentes estudos tem demonstrado que a Talidomida possui um caráter 

adjuvante sendo capaz de co-estimular células T induzindo sua proliferação, pro-

dução de citocinas (como o IFN-) e aumento da atividade citotóxica (no caso de 

Linfócito T CD8+) (HASLETT; CORRAL; ALBERT, 1998). Assim, uma vez que en-

contramos maior produção de IFN- por esplenócitos de animais tratados com Tali-

domida além de um aumento no número de linfócitos e, principalmente, aumento 

no percentual de célulat TCD8+ presentes no baço, avaliamos se a citotoxicidade 

medidada por estas células também se encontrava alterada pelo tratamento. Para 

isso, macrófagos inflamatórios foram infectados com B. abortus e cultivados na 

presença de esplenócitos extraídos de animais infectados, tratados ou não com 

Talidomida.  O nível de citotoxicidade foi determinado avaliando-se os níveis de 

LDH (lactato-desidrogenase) presentes no sobrenadante.  

 Conforme explicitado na figura 15, foi percebido a ocorrência de lise espe-

cífica de macrófagos infectados em ambos os grupos avaliados (tratados e contro-

les). Entretanto, esplenócitos derivados de animais tratados com Talidomida de-

monstraram maior habilidade para lisar células infectadas com B. abortus que célu-

las extraídas de animais que não receberam tratamento. Este resultado confirma 

então que que um dos fatores responsáveis pela maior resistência à infecção por 

B. abortus encontrada em animais tratados com Talidomida é o aumento da citoto-

xicidade encontrada nestes animais.  
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Figura 15: Talidomida aumenta a atividade citotóxica induzida por B. abortus 
.  Macrófagos peritoneais (5x105 células/poço) foram infectados com B. abortus 
(MOI 100:1) e usados como alvo celular. Como células efetoras foram utilizados 
esplenócitos obtidos de camundongos tratados por 7 dias com Talidomida 
(150mg/kg/dia) e com uma semana de infecção com B. abortus. Células efetoras 
foram co-cultivadas com as células alvo em duplicata na razão de 2:1 (efetor/alvo) 
por 24 horas.  Como  controle foram utilizados esplenócitos derivados de animais 

que não receberam tratamento com Talidomida. (*) significativo em relação aos 

animais não tratados. p<0,05 
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6  DISCUSSÃO 
 
 
 Considerada uma zoonose amplamente difundida em todo mundo, a Bruce-

lose, causada pela B. abortus, é uma grave doença, que representa uma importan-

te causa mundial de morbidade. Além disso, a Brucelose animal está associada ao 

aborto e infertilidade resultando em sérias perdas econômicas em todo o mundo 

(GORVEL, 2008). Embora o tratamento da Brucelose seja eficiente, ainda não es-

tão disponíveis vacinas eficazes para humanos. Além disso, as vacinas disponíves 

para animais estão longe do ideal apresentando diversos problemas. Neste contex-

to uma droga que fosse capaz de potencializar o sistema imunológico de forma a 

melhorar a imunidade contra a Brucella, ou que fosse capaz de aumentar a eficácia 

das vacinas existentes, seria de grande valia.  

 No presente estudo, avaliamos o efeito do tratamento com Talidomida na 

resposta imune contra B. abortus. Esta droga foi escolhida uma vez que diversos 

trabalhos tem sugerido um caráter adjuvante, sendo capaz de co-estimular células 

T, induzindo proliferação celular, produção de citocinas e, principalmente, aumen-

tando a atividade citotóxica dependente de linfócitos T CD8+. Além disso, foi de-

monstrada uma marcante indução do perfil TH1 em células tratadas com Talidomi-

da (DAVIES et al., 2001; HASLLET et al., 1998).  

 Primeiramente, avaliamos a concentração de Talidomida e a forma de tra-

tamento capaz de influenciar no número de bacterias presentes no baço. Baseados 

nos estudos de Karrow e colaboradores (2000 e 2003) e Guo e colaboradores 

(2005), foram testadas as concentrações de 30, 50 e 150 mg/Kg/dia, utilizando um 

protocolo de tratamento de 7 ou 15 dias antes ou após a infecção. Foi escolhido um 

protocolo de tratamento diário uma vez que, in vivo, a Talidomida apresenta um 

tempo de meia vida curto. Através destes ensaios foi possível padronizar o trata-

mento prévio com 150 mg/Kg/dia, durante 7 dias, pelo fato de apresentar o mesmo 

resultado do tratamento com 15 dias em diminuir o número de bactérias no baço.  

  É interessante ressaltar que o tratamento posterior com Talidomida, na 

concentração de 150 mg/Kg/dia não foi capaz de alterar a carga bacteriana presen-
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te no baço. Este fato nos leva a sugerir que a droga não é toxica para o patógeno e 

consequentemente não age diretamente sobre o microrganismo. 

 Diferentemente de outros trabalhos, (GUO et al., 2005) nosso estudo so-

mente encontrou diferença significativa utilizando uma dose relativamente elevada 

de Talidomida (150mg/Kg/dia). Este fato pode ser consequência da baixa solubili-

dade da droga em meio aquoso, que foi utilizado como veículo no tratamento 

(PBS). Apesar deste problema, optamos por fazer uma suspensão em PBS uma 

vez que a utilização de solventes orgânicos, como Dimetilsulfoxido (DMSO) ou 

Tween, poderia interferir nos resultados visto que possuem elevada toxicidade.  

 Após a padronização do protocolo de tratamento, a influência da Talidomi-

da no combate a Brucella foi evidenciada pelo fato de que animais tratados apre-

sentaram um número de bactérias no baço muito inferior aos animais não tratados, 

permanecendo assim durante todo o curso da infecção experimental (até 6 sema-

nas). Essa diferença foi maior na primeira semana, onde o número de bactérias foi 

quase dez vezes menor nos animais que receberam tratamento (0,8 log) (Figura 

9). Estes resultados são indícios de que a Talidomida pode ser capaz de modular a 

resposta imune de forma a aumentar sua eficiência e consequentemente limitar a 

infecção por Brucella de forma mais eficiente. 

 Visto que o tratamento com Talidomida diminuiu a susceptibilidade a infec-

ção por Brucella, avaliamos então os mecanismos envolvidos neste processo. Vá-

rios trabalhos têm evidenciado que a resistência a patógenos intracelulares como a 

Brucella abortus depende da imunidade celular adquirida mediada por linfócitos T 

CD4+ polarizados para o perfil TH1, além da citotoxicidade dependente de linfócitos 

T CD8+ e da produção de substâncias bactericidas (como o óxido nítrico), estimula-

da pelo IFN- (KO; SPLITTER, 2003; OLIVEIRA; SPLITTER, 1995; JONES; WIN-

TER, 1992;). Assim, avaliamos se o tratamento com Talidomida modifica de algu-

ma forma, estes componentes da resposta imune. Para isso, células extraídas de 

animais tratados e infectados com a Brucella foram cultivadas e os níveis da citoci-

na IFN- e de Óxido Nitrico foram mensurados. Paralelamente ao aumento da re-

sistência encontrada em animais tratados, a produção de IFN- e NO foi aumenta-

da nestes animais (Figura 10 e 11), demonstrando que a Talidomida, pode ser ca-

paz de interferir na síntese destes mediadores produzidos em resposta a infecção. 
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Estes achados estão de acordo com estudos anteriores de Haslett e colaboradores 

(1998) que também evidenciaram uma maior produção de IFN- em linfócitos trata-

dos com Talidomida. Neste estudo, tanto linfócitos TCD4+ como TCD8+ produziram 

quantidades maiores de IFN- quando expostos a Talidomida.  

A produção de citocinas também foi avaliada no fígado uma vez que estudos 

têm demonstrado que B. abortus também pode ser encontrada neste órgão, apre-

sentando tropismo pelo sistema retículoendotelial e induzindo hepatomegalia 

(DELPINO et al., 2010). Além disso, a grande função metabólica do fígado sugere 

que a Talidomida e seus metabolitos poderiam estar presentes em maiores con-

centrações neste órgão. Em conformidade com a menor carga bacteriana, animais 

tratados com Talidomida também exibiram maior produção de IL-12, TNF-α e IFN- 

neste órgão. Como já mencionado, no contexto da resposta imune contra Brucella, 

a IL-12 é de grande importância uma vez que atua sobre os linfócitos T induzindo-

os a se diferenciar para o fenótipo TH1. Estas células, assim diferenciadas, são 

grandes produtoras de IFN-, que potencializa as atividades bactericidas dos fagó-

citos (ABBAS et al., 2012., CHEERS et al., 1996). Já o TNF- tem a função de es-

timular o recrutamento de neutrófilos e monócitos para o sítio da infecção além de 

ativar essas células na tentativa de erradicar o microorganismo invasor (ABBAS et 

al., 2012). Além disso, estudos anteriores têm mostrado que TNF- pode atuar de 

maneira autócrina, aumentando a produção de IL-12 e consequentemente de IFN- 

(ZHAN; CHEERS, 1998). Assim, o aumento na produção destes mediadores imu-

nológicos nos animais tratados com Talidomida, está diretamente relacionado a 

destruição da bactéria e consequênte aumento da resistência do hospedeiro.   

 Estudos focando a atividade antinflamatória da Talidomida tem demonstra-

do que esta droga é capaz de inibir a produção de TNF-α por células da imunidade 

inata, tanto in vitro como in vivo (DENG et al., 2003; SAMPAIO et al., 1993; SAM-

PAIO et al., 1991). Além disso, resultados conflitantes têm sido encontrados com 

relação a produção de IL-12, onde a droga se mostra inibitória e alguns casos e 

estimulatória em outros (MOLLER et al.,1997; CORRAL; KAPLAN, 1999). Apesar 

disso, há um consenso de que a Talidomida exerce um efeito co-estimulatório em 

respostas dependentes de células T. Assim acreditamos que a maior produção de 

TNF-α encontrada no fígado de animais tratados com Talidomida seja primariamen-
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te proveniente de células T e, juntamente com o IFN-, induzam outras células 

(como monócitos e células dendríticas) a produzirem quantidades maiores de IL-

12. Apesar disso, outros experimentos são necessários para confirmar esta hipóte-

se.  

Uma interessante propriedade da Talidomida é a indução de proliferação ce-

lular. Haslett et al (1998) demonstraram que esta droga é capaz de agir sobre linfó-

citos estimulando sua proliferação de forma dependente de IL-2. Assim, uma vez 

que encontramos maior produção de citocinas por células provenientes de animais 

tratados com Talidomida, avaliamos a existência de aumento no número absoluto 

de linfócitos, monócitos e neutrófilos. Como esperado, e em concordância com o 

trabalho citado, a contagem diferencial demonstrou um significativo aumento do 

número de linfócitos em animais tratados, quando comparados aos animais que 

não receberam tratamento, o que pode estar relacionado ao poder co-estimulatório 

e proliferativo do fármaco.  

 De maneira interessante, não foram detectadas mudanças significativas no 

número de monócitos e neutrófilos, havendo inclusive uma pequena diminuição no 

número destas células. Estes achados contrastam com os trabalhos de Guo e co-

laboradores (2005) que encontraram um significativo aumento no número de neu-

trófilos no baço e fígado após tratamento com Talidomida.  Análises mais apuradas 

são necessárias para esclarecer essas discrepâncias porem, as diferenças no mo-

delo de infecção (Brucella e Listeria) e nos protocolos de tratamento poderiam justi-

ficar esta contradição.  

O conhecimento de que uma resposta imune efetiva contra Brucella envolve 

tanto linfócitos T CD4+ quanto células T CD8+ citotóxicas (GOLDING et al., 2001; 

OLIVEIRA et al., 1995; ARRAYA & WINTER, 1990;), juntamente com o aumento no 

número de linfócitos encontrado no baço de animais tratados, nos levou a avaliar o 

perfil de células T presentes no baço de animais tratados e infectados. Conforme 

esperado, foi encontrado um significativo aumento no percentual de células T CD8+ 

em animais tratados, enquanto nenhuma diferença foi percebida nas células T 

CD4+.  Haslett e colaboradores (1998), utilizando linhagens purificadas de células T 

CD4+ e CD8+ humanas, já haviam demonstrado que a Talidomida é capaz de indu-

zir maior proliferação celular em linfócitos T CD8+. Entretanto, estes autores não 
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perceberam ação da droga em populações celulares mistas, diferente do que foi 

observado no presente estudo. Apesar disso, outros estudos, do mesmo grupo 

(Haslett et al., 1997) demonstraram um aumento no número de linfócitos TCD8+ 

circulantes em pacientes infectados com HIV e tratados com Talidomida, demons-

trando que o fármaco pode sim ter ação in vivo.   

Em modelo murino, estudos mais recentes de Karrow e colaboradores 

(2000) tambem evidenciaram a capacidade da Talidomida de estimular linfócitos T 

CD8+. Utilizando camundongos B6C3F1 tratados com Talidomida por 28 dias, es-

tes autores encontraram um aumento no número absoluto destas células no baço 

em conjunto com o aumento da resposta humoral e diminuição das células NK. 

Por fim, uma vez que nossos resultados apontam para os linfócitos T CD8+ 

como os grandes efetores do aumento na resistência à infecção por Brucella, avali-

amos se a citotoxicidade também estava modificada pelo tratamento com Talidomi-

da. De fato, em concordância com o aumento no número de linfócitos T CD8+ e 

com a menor carga bacteriana encontrada em animais tratados, foi detectado um 

aumento no potecial citotóxico de esplenócitos oriundos de animais que receberam 

Talidomida. Esses resultados demonstram que a Talidomida também estimula a 

resposta citotóxica e está de acordo com diversos trabalhos que também evidenci-

aram aumento da atividade citotóxica após tratamento com Talidomida (HASLETT 

et al., 2001; KARROW et al. 2000; HASLETT et al., 1998). Além disso, o aumento 

da citotoxicidade sobre macrófagos infectados com Brucella nos leva a sugerir que 

a co-estimulação executada pela Talidomida foi antígeno-específica.  

É importante comentar que células NK também apresentam atividade citoto-

tóxica além de fazer parte da resposta imune contra Brucella (BIRON, 1999). Em-

bora não tenhamos avaliado este tipo celular, acreditamos que o aumento da ativi-

dade citotóxica induzido pela Talidomida não seja influenciado por estas células. 

Esta hipótese se baseia em estudos anteriores que demonstraram que a Talidomi-

da não altera (ZWINGENBERGER; WNEDT, 1996) ou ainda diminui o número de 

células NK (KARROW et al., 2000) presentes. 

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que análogos da Tali-

domida poderiam ser utilizados como potentes adjuvantes, capazes de induzir a 

proliferação de linfócitos TCD8+, aumentar o potencial citotóxico e estimular a pro-
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dução de citocinas pro-inflamatórias, mecanismos importantes no combate a infec-

ções por patógenos intracelulares como a Brucella. A conhecida teratogenicidade e 

neurotoxicidade apresentada pela Talidomida em conjunto com sua curta meia vida 

impõem sérias restrições ao seu uso em humanos.  

A exposição à Talidomida durante as primeiras 3 a 6 semanas após a con-

cepção resultou em múltiplas deformações fetais durante o início de 1960 

(FRANKS et al., 2004). Defeitos como malformações nos membros, orelhas, olhos, 

órgãos internos e sistema nervoso central foram relatados (MILLER; STROMLAND, 

1999). Além do mais, a taxa de mortalidade de recém-nascidos devido a malforma-

ções congênitas foi alta (30-40%), além do número desconhecido de abortos 

(VARGESSON, 2009). 

Análogos da Talidomida foram recentemente criados para otimizar algumas 

propriedades dessa droga incluindo propriedades anticâncer, enquanto ao mesmo 

tempo eliminam ou reduzem a toxicidade associada a Talidomida. O análogo CC-

5013 apresenta potência aumentada na resposta antígeno-específica das células T 

CD8+ em relação à Talidomida, além de aumentar a imunidade protetora anti-tumor 

quando administrado em camundongos na primeira fase de imunização celular 

(DREDGE et al., 2002). 

Desse modo, o futuro desta classe de compostos está nos análogos da Tali-

domida, principalmente a Lenalidomida. Eles apresentam potência imunomodulató-

ria e anti-angiogênica significativamente aumentada e aparentemente são ausentes 

dos efeitos colaterais da Talidomida, tornando-os importantes alvos terapêuticos 

para o câncer. Ademais, a Lenalidomida não é teratogênica em coelhos, espécies 

sensíveis para as deformações fetais causadas pela Talidomida, podendo ser uma 

futura opção terapêutica (TEO, 2003). 

Neste contexto, o desenvolvimento de análogos desta droga que consigam 

manter suas habilidades co-estimulatórias mas subvertam suas ações tóxicas seria 

extremamente desejável.  Assim, nosso estudo ganha importância uma vez que 

sugere, de forma fundamentada, a utilização de análogos da Talidomida como no-

vos compostos capazes de melhorar a resposta imune contra patógenos intracelu-

lares.  
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7   CONCLUSÃO 
 
 

Os resultados obtidos com esse trabalho nos permitem concluir que o trata-

mento com Talidomida é capaz de alterar a resposta imune do hospedeiro de forma 

a favorecer a eliminação do patógeno. 

 Além disso, estes resultados nos permitem propor o seguinte quadro: o tra-

tamento com Talidomida estimula uma maior proliferação de linfócitos, principal-

mente linfócitos T CD8+.  Este aumento no número de linfócitos em conjunto com 

outras ações da droga, levam a um aumento da produção de citocinas (IFN- e 

TNF-α) e na atividade citotóxica.  A maior concentração de IFN- e TNF-α induzem 

um aumento na produção de óxido nítrico por macrófagos que, juntamente com a 

atividade citotóxica, culminam com a maior eliminação do patógeno.  
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