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RESUMO

A Brucelose é uma zoonose causada por bactérias do género Brucella que
infectam o homem e uma grande variedade de animais, principalmente o gado. Em
humanos causa febre ondulante, endocardite, artrite e osteomielite enquanto em
animais causa aborto e infertilidade. Essa enfermidade é considerada a zoonose
mais prevalente no mundo, com mais de 500.000 novos casos relatados por ano.
Somente no Brasil, a Brucelose causa um impacto econdmico estimado de 32
milhdes de ddélares ao ano. A resposta imune contra a Brucella envolve varios
mecanismos da imunidade inata e adquirida entre os quais a citocina IFN-y, tipica do
perfil Tyl, e as células T CD8" executam um papel de destaque. IFN-y ativa
macréfagos induzindo a producdo de radicais derivados de oxigénio e nitrogénio
essenciais no combate ao patégeno, além de ativar células NK. Ja os linfocitos T
CD8" lisam as células infectadas destruindo o patégeno ou deixando-o vulneravel
aos mecanismos extracelulares da imunidade. Assim, estes mecanismos S&o
essenciais para o controle efetivo da infecgédo. Diversos trabalhos tém mostrado que
a Talidomida, um derivado do &cido glutdmico, é capaz de induzir a formagédo de um
perfil Tyl, com elevada producdo de IFN-y, além de co-estimular e induzir a
proliferacdo e producdo de citocinas por linfocitos T CD8". De fato, trabalhos prévios
de nosso grupo demonstraram que o tratamento prévio com Talidomida é capaz de
aumentar a resisténcia de camundongos C57BL/6 contra Brucella, aliada ao
aumento na producdo de citocinas (IL-12 e IFN-y), 6xido nitrico e células T CD8".
Assim, uma vez que a Talidomida apresenta um amplo espectro de acdes, o0 objetivo
deste estudo foi avaliar outros mecanismos imunoldgicos afetados pela Talidomida e
gue estejam associados ao aumento da resisténcia ao patdgeno. Nosso foco nédo é o
tratamento com a Talidomida em si, mas embasar o desenvolvimento de novos
compostos ou componentes vacinais que auxiliem no combate a esta importante
patologia.

Como metodologia, primeiramente foi confirmada a carga bacteriana
espléncia uma semana apos infeccdo, em animais previamente tratados com
Talidomida. Em seguida a proliferacéo celular e o perfil de células regulatérias foram
determinados em esplendécitos derivados de animais tratados e infectados. Em
relacdo a imunidade inata, a acao da Talidomida foi avaliada através da producéo de
citocinas (IL-6 e TNF-a) e de 6xido Nitrico. Por fim, avaliamos a influéncia da
talidomida na sobrevivéncia de animais “Knockout” para IFN-y apos a infec¢éo por
Brucella e se o tratamento com a droga € capaz de alterar a protecdo induzida pela
vacinagdo com a cepa RB51.

Como resultados, foi percebida uma significativa reducdo na carga bacteriana
de animais tratados com Talidomida em relagdo aos animais ndo tratados. Essa
reducéo foi acompanhada de um aumento na proliferacao linfocitaria e da diminuicéo
no percentual de células T regulatérias. Em relacdo aos macréfagos, foi percebido
um aumento na producdo de oxido nitrico em células tratadas com a droga apos
estimulo com a bacteria. Por fim, o tratamento com Talidomida néo foi capaz de
conferir maior nivel de protecdo a animais vacinados com a cepa RB51 e nem
modificou o tempo de vida de animais “Knockout” para IFN-y infectados com B.
abortus.

Assim, o presente estudo conclui que a talidomida é capaz de potencializar a
eliminacdo da Brucella abortus in vivo, e que esta potencializagdo é dependente da
producéo de IFN-y e 6xido nitrico, bem como da reduc¢éo do perfil regulatorio.



ABSTRACT

Brucellosis is a zoonotic disease caused by bacteria of the genus Brucella
that infects humans and a wide variety of animals, especially cattle. In humans it
causes undulant fever, endocarditis, arthritis and osteomyelitis while in animals
causes abortion and infertility. This disease is considered the most prevalent
zoonosis in the world, with more than 500,000 new cases reported annually. Only in
Brazil, Brucellosis causes an estimated economic impact of $ 32 million annually.
The immune response against Brucella involves different mechanisms of innate and
acquired immunity among which IFN-y cytokine, typical of Tyl profile, and CD8" T
cells have an important role. IFN-y activates macrophages by inducing the production
of radicals derived from oxygen and nitrogen essential to combat the pathogen and
activate NK cells. Already, CD8" lymphocytes lyse infected cells by destroying the
pathogen or leaving it vulnerable to extracellular mechanisms of immunity. So, these
mechanisms are essential for an effective infection control. Several studies have
shown that thalidomide, a derivative of glutamic acid, is able to induce the formation
of a Tyl profile with high production of IFN-y, and to co-stimulate and induce
proliferation and cytokine production by CD8 + T lymphocytes. In fact, previous
studies from our group demonstrated that previous treatment with thalidomide is able
to increase the resistance of C57BL/6 mice against Brucella, coupled with the
increase in cytokine production (IL-12 and IFN-y), nitric oxide and CD8+ T cells.
Therefore, since the Thalidomide has a broad spectrum of actions, the objective of
this study was to evaluate other immune mechanisms affected by Thalidomide and
which are associated with increased resistance to the pathogen. Our focus is not the
treatment with thalidomide itself, but undergird the development of new compounds
or vaccine components that help in combating this important disease.

As methodology, firstly was confirmed the bacterial load one week after
infection in animals previously treated with Thalidomide. Then the profile of
regulatory cells and cell proliferation were determined in splenocytes derived from
treated and infected mice. Regarding innate immunity, the action of thalidomide was
evaluated by the production of cytokines (IL-6 and TNF-a) and nitric oxide. Finally,
we evaluated the influence of thalidomide on survival of animals "IFN-y Knockout”
after Brucella infection and if the treatment with the drug is able to change the
protection induced by vaccination with strain RB51 protection.

As results, it was noticed a significant decrease in bacterial load of animals
treated with thalidomide compared to untreated animals. This reduction was
accompanied by an increase in lymphocyte proliferation and decrease in the
percentage of regulatory T cells. With regard to macrophages, an increase in nitric
oxide production in cells treated with the drug was seen after stimulation with
bacteria. Finally, treatment with thalidomide was not able to confer higher level of
protection to animals vaccinated with RB51 strain and did not change the life of
animals "Knockout" for IFN-y infected with B. abortus.

So, this study concludes that thalidomide is able to enhance the elimination of
Brucella abortus in vivo, and that this enhancement depends on the IFN-y and nitric
oxide as well as the reduction in the regulatory profile.
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1 INTRODUCAO

1.1 Brucelose

1.1.1 Histérico

A Brucelose € uma doenca antiga que pode ter sido a quinta praga do
Egito visto que pode ser rastreada por volta do ano 1.600 antes de cristo
(a.C) no Egito. Analises de 0ss0s egipcios antigos, pertencentes a uma era
em torno de 750 a.C, j& apresentaram evidéncias de sacroileite e outras
lesdes osteoarticulares, complicaces comuns da Brucelose (PAPPAS et al.,
2007). Ha registros de que Hipdécrates, em 460 a.C., fazia referéncia a
pacientes com sintomas compativeis com a brucelose. Pesquisas recentes,
realizadas na lItalia, revelaram que esqueletos remanescentes de pessoas
gue sucumbiram a catéstrofe do vulcdo Vesuvio, na cidade de Herculano,
ocorrida no ano 79 da era crista, apresentavam lesdes tipicas de brucelose.
Uma provavel explicacdo para estas lesGes foi proporcionada pela
microscopia eletrbnica que revelou a presenca de cocobacilos compativeis
com Brucella em queijos feitos com leite de cabras e que foram encontrados
carbonizados em escavagdes naquela cidade italiana (CAPASSO, 2002).

Em 1887, David Bruce isolou o agente Micrococcus melitensis do baco
de um soldado britanico que morreu de uma doenca febril comum entre os
militares estacionados em Malta (Febre de Malta), um arquipélago situado no
centro do Mediterraneo. Apesar disso, por quase 20 anos apdés o isolamento
deste microorganismo, a febre de Malta permaneceu um mistério e foi
descrita como uma doencga transmitida por vetores (SRIRANGANATHAN et
al., 2009).

No ano de 1895, o patologista e veterinario L. F. Bernhard Bang isolou
uma bactéria encontrada em fetos abortados de bovinos, denominando-a por
isso de Bacillus abortus (NICOLETTI, 2002). Posteriormente, estes sintomas
foram reproduzidos em novilhas gestantes infectadas experimentalmente e a

doencga foi chamada de “doenga de Bang”. Porém, naquele momento, n&o foi
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estabelecida qualquer relacdo entre essa doenca e a Febre de Malta
(PACHECO et al., 1956).

Em 1905, Themistocles Zammit isolou um bacilo semelhante (a
Brucella melitensis) do leite de cabras. Acreditava-se que as cabras nao
fossem fonte de infeccdo, uma vez que elas ndo ficavam doentes quando
inoculadas com culturas do microrganismo. Entretanto, a descoberta de que
cabras saudaveis poderiam ser portadoras da doenca foi um grande avango
no estudo epidemioldgico dessa doenca (SRIRANGANATHAN et al., 2009;
WYATT, 2005).

Somente em 1918, quando Alice Evans, uma cientista americana,
realizou um trabalho classico sobre bactérias patogénicas em produtos
lacteos, é que foi estabelecida a relagdo entre as espécies causadoras da
Febre de Malta e a doenca de Bang. O género foi entdo renomeado para
Brucella em homenagem a seu descobridor David Bruce. A descoberta da
Brucella abortus em mamiferos marinhos no inicio de 1990 mudou o conceito
da distribuicdo terrestre da Brucelose, assim como a maior necessidade de
medidas de controle da patologia (SRIRANGANATHAN et al., 2009).

1.1.2 O género Brucella

Bactérias pertencentes ao género Brucella sdo pequenos cocobacilos
Gram-negativos ndo capsulados, incapazes de se locomover e de formar
esporos além de serem parasitas intracelulares facultativos (PESSEGUEIRO,
et al., 2003).

Estes microrganismos pertencem a familia a2-protobacteriacea,
composta por uma diversidade de bactérias que variam desde espécies
simbidticas, até patdégenos extracelulares como Agrobacterium tumefaciens,
ou intracelulares obrigatérios como Rickettsia sp. (TSOLIS, 2002).

O crescimento de bactérias do género Brucella é, geralmente, aerébio
sendo que algumas espécies necessitam de uma atmosfera com adicdo de 5
a 10% de CO,. A temperatura ideal para crescimento é de 37°C, em meio
rico, com pH entre 6,6 a 7,4. As colbnias de Brucella séo visiveis em meio

sélido entre dois a trés dias de incubacédo, podendo apresentar-se sob a
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forma lisa ou rugosa, dependendo da cepa bacteriana, e medindo entre 3 a 4
mm de diametro (ALTON et al., 1988).

Historicamente, a classificacdo de espécies de Brucella foi baseada
em seu hospedeiro natural de preferéncia (fonte de isolamento principal) e
caracteristicas fenotipicas como necessidade de CO,, producdo de H,S,
sensibilidade a corante, perfis metabdlicos oxidativos e aglutinagdo com soro
anti-monoespecifico. Atualmente, o género Brucella compreende sete
espécies distintas: Brucella melitensis, Brucella abortus, Brucella suis,
Brucella canis, Brucella neotomae, Brucella microti e Brucella ovis, que
infectam respectivamente, cabras, gado, suinos, ovinos, caes, ratos do
deserto e ratazanas comuns. Ha ainda duas espécies que infectam
mamiferos marinhos, Brucella ceti e Brucella pinnipedialis (SCHOLZ et al.,
2008; FOSTER et al., 2007).

As principais espécies patogénicas no mundo sdo B. abortus,
responsavel pela brucelose bovina, a B. melitensis, principal agente etiolégico
de brucelose em ovinos e caprinos, e a B. suis responsavel pela brucelose
suina (CARDOSO et al.,, 2006). Dentre as diversas espécies de Brucella,
guatro merecem especial atencdo por apresentarem risco de infeccdo para
humanos: B. melitensis, B. suis, B. abortus e B. canis. Apesar da B.
melitensis ser a mais patogénica, a B. abortus € a principal fonte de infeccéo,
por ser a espécie mais difundida no mundo (CORBEL, 1997). A Brucella
canis também é capaz de infectar o homem porem, sua incidéncia e
patogenicidade sdo relativamente baixas (CARMICHAEL, 1990; SHIN, 1996)
(Figura 1).
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Figura 1 - Principais fontes de infeccdo por Brucella em humanos.
Fonte:http://www.vetnext.com/search.php?s=aandoening&id=73084447169%20
144

As bactérias do género Brucella, assim como outras bactérias Gram-
negativas, possuem uma membrana celular externa composta de
lipopolissacarideos (LPS), que € considerado um dos principais fatores de
viruléncia deste género. Este LPS consiste de trés componentes basicos, o
lipideo A, moléculas de acucar e o antigeno O. A Brucella ocorre
naturalmente como linhagens de LPS lisas (S-LPS), que séo linhagens que
possuem o LPS com o antigeno O completo. Ja as linhagens de LPS rugoso
(R-LPS) n&o possuem o antigeno O completo em sua constituicdo
(CARDOSO et al., 2006).

Nas espécies patogénicas lisas da Brucella (B. abortus, B. melitensis e
B. suis), o antigeno-O do LPS tem sido descrito como um importante fator de
viruléncia. Esta proposicdo é baseada na observacdo que as cepas lisas
sobrevivem e replicam nos animais e em cultura de macréfagos com mais
eficiéncia do que os mutantes rugosos (KREUTZER et al., 1979). Entretanto,
sabe-se que B. ovis e B. canis, as quais sdo naturalmente rugosas, mostram-

se completamente virulentas nos seus hospedeiros naturais, indicando que o
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antigeno-O ndo é o unico fator necessario para a viruléncia da Brucella
(SMITH et.al., 1990).

A linhagem RB51 de B. abortus € um mutante rugoso espontaneo
selecionado apos 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 aparéncia rugosa (CLOECKAERT, 2002). Aprovada para 0 uso como
vacina no gado em 1996, a linhagem de B. abortus RB51 induz uma
significativa protecdo e a producdo de anticorpos que nao causam
interferéncia com a sorologia convencional, garantindo estabilidade e eficacia
a essa vacina (STEVENS et al., 1994).

Como mostrado na Figura 2, o lipideo A da B. abortus possui uma
espinha dorsal de diaminoglicose (ao invés de glucosamina), e 0s grupos acil
sdo mais longos e estdo apenas ligados ao nucleo por ligacbes amida (em
vez de ligacdes éster e amida) (MORIYON, 2003). Esta estrutura nédo
classica confere ao LPS da B. abortus caracteristicas peculiares que fazem
dele um fator de viruléncia importante. O LPS atipico da Brucella apresenta
reduzida atividade bioldgica quando comparado ao LPS de outras bactérias
sendo varias centenas de vezes menos imunogénico e téxico do que o LPS
de E. coli (LAPAQUE et al., 2005).

o O - antigen

" ps

Core O-antigen

Lipid A

| » Outer
membrane

' Peptidoglycan

» Inner
membrane

Lipid A

Figura 2 - Estrutura esquematica do lipopolissacarideo da Brucella sp.
Fonte: CARDOSO et al., 2006.
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1.1.3 Epidemiologia

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a Brucelose
humana € considerada a zoonose bacteriana mais prevalente no mundo
(Figura 3), com mais de 500.000 novos casos relatados por ano. Esta
enfermidade é encontrada principalmente em paises do Mediterraneo, Asia
Central, Peninsula Arabica, india e América Latina, tornado-a amplamente
difundida (HARTIGAN, 1997). Entretanto, apesar de sua grande presenca
nos locais citados, a distribuicdo geografica da Brucelose é constantemente
modificada, com novos focos de emergéncia e re-emergéncia. Além disso, a
epidemiologia da Brucelose humana tem mudado drasticamente ao longo dos
ultimos anos devido a varias razdes socioecondmicas e politicas, aliadas ao

aumento do trafego internacional (PAPPAS et al., 2006b).

Na América do Norte, Australia e no Norte Europeu, o controle desse
patdbgeno nos reservatorios animais através da vacinacdo e do abate dos
animais infectados, tem reduzido fortemente a incidéncia da Brucelose

humana nessas regides (PAPPAS et al., 2006).

Na América Central, a prevaléncia da Brucelose bovina tem sido
estimada entre 4 e 8% e programas baseados em vacinacdo e remoc¢ao de
agentes pouco tém contribuido para o avanco no controle da enfermidade
(MORENO, 2002). O Meéxico, onde a Brucelose é endémica, comecou a
combaté-la em 1942, mas, apesar de alguns avancos obtidos ao longo dos
anos, a situacao ainda esta longe de ser a ideal. Além do mais, nesse pais
existe a presenca da B. melitensis, espécie mais patogénica para o0 homem
(MARTINEZ; TERAN, 2002).

No Paraguai, testes sorologicos realizados em 1,2 milhdes de
amostras, no periodo de 20 anos (1979-2000), indicaram que a quantidade
de animais reagentes permaneceu constante entre 3 e 4% (BAUMGARTEN,
2002). Na Argentina, diversos estudos tém demonstrado que a Brucelose
estd presente na maioria das espécies domésticas. Estima-se que a

prevaléncia da Brucelose bovina seja de 10 a 13% e que 4 a 5% dos animais
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estejam infectados, o que resulta em uma perda anual proxima de 60 milhdes
de délares (SAMARTINO, 2002).

No Brasil, a Brucelose foi detectada pela primeira vez em 1913.
Atualmente, a Brucelose bovina, causada pela bactéria Brucella abortus, é a
infecgdo mais prevalente, causando um impacto economico estimado de 32
milhdes de ddlares anuais (BRASIL, 1971), uma vez que afeta ruminantes
domeésticos e suinos que sdo essenciais para a economia, impedindo o

comércio e a importacado (ARIZA, 1999).

Estudos mostram que a Brucelose bovina parece estar disseminada
por todo o territrio brasileiro, com maior ou menor prevaléncia dependendo
da regido estudada. Em 1975, foram verificadas as seguintes prevaléncias
em animais, por regides: Sul, 4%; Sudeste, 7,5%; Centro-Oeste, 6,8%;
Nordeste, 2,5% e Norte, 4,1% (BRASIL, 1977).

Posteriormente, alguns Estados realizaram estudos sorologicos por
amostragem, os quais nao evidenciaram grandes alteracdes em relacdo aos
indices nacionais verificados em 1975. No Rio Grande do Sul, a prevaléncia
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
prevaléncia estimada em 1998 foi de 6,3%, semelhante a de 1975 no antigo
Estado do Mato Grosso. Em Minas Gerais, passou de 7,6%, em 1975, para
6,7%, em 1980. No Parand, a prevaléncia estimada em 1975 foi de 9,6%,
passando para 4,6% em 1989 (BRASIL, 2006).
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Figura 3- Incidéncia mundial da Brucelose humana (PAPPAS et al., 2006)

1.1.4 Patogénese

A infeccdo por Brucella ocorre através da pele, conjuntiva, mucosa
respiratoria ou digestiva (CRAWFORD et al., 1990; KO e SPLITTER, 2003).
Este patégeno possui a capacidade de evitar os mecanismos de morte e de
proliferar tanto nas células fagociticas, tais como os macrofagos, quanto em
células nao fagociticas, como os trofoblastos (MURPHY et al., 2001). Para
ser um agente infeccioso de sucesso, a Brucella requer quatro etapas:
adesdo, invasao, estabelecimento e disseminacdo dentro do hospedeiro. O
contato direto com a célula hospedeira, que permite a adeséo e invasdo. No
interior dos macréfagos, a Brucella sobrevive e se multiplica através da
inibicdo da fusdo fagossomo-lisossomo e finalmente as bactérias acumuladas
sdo disseminadas para outras células (CHRISTOPHER et al., 2010).

A origem das diversas manifestagbes clinicas da Brucelose em
humanos e animais ainda n&o foram claramente definidas. Entretanto, ndo ha
duvida que o aumento da replicacdo do patdogeno no hospedeiro esta
relacionado ao surgimento dos sintomas (Ko & Splitter, 2003). Assim, a
patogénese causada pela infeccdo com a Brucella esta associada a sua
capacidade de evitar mecanismos extracelulares de defesa do hospedeiro,
como anticorpos e ativacdo de proteinas do complemento, e proliferar dentro
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dos macréfagos (SANGARI et al.,, 1996). No interior dos macrofagos, a
Brucella consegue inibir a fusdo do fagossomo com o lisossomo, evitando a
sua destruicdo pelos reativos intermediarios de nitrogénio e oxigénio
(PIZARO-CERDA et al., 1998).

Em relacéo aos fatores de viruléncia, conforme relatado anteriormente,
a maioria dos estudos tem apontado o LPS, presente na membrana externa
da Brucella, como sendo o principal fator de viruléncia deste microrganismo.
Porém, outros fatores de viruléncia também tém sido descritos, tais como o
sistema de secrecédo do tipo IV (Vir B) que transporta seletivamente proteinas
e macromoléculas através das membranas, e € essencial para a
sobrevivéncia intracelular da Brucella (FRANCO et al., 2007). Acredita-se
ainda que, durante a infeccdo, parte da complexa interacdo que ocorre entre
as membranas do patdgeno e do hospedeiro seja mediada por ligacdes entre
o lipidio A da Brucella e o0s receptores Scavenger, presentes em
microdominios chamados de lipid rafts, das células do hospedeiro (LAPAQUE
et al., 2005).

Em humanos, apds a infeccéo, a bactéria penetra através da mucosa e
atinge a corrente sanguinea, permitindo a sua disseminacdo através do
sangue (COLMENERO, 1996). O periodo de incubacéo é de geralmente 1 a
3 semanas, mas pode ser por Varios meses antes que iniciem os sinais de
infeccdo. A infeccdo por B. melitenses é aguda enquanto que a infecgéo por
outras espécies € de carater subagudo e prolongado (MANTUR et al., 2007).

O inicio clinico da brucelose humana desenvolve frequentemente com
febre de origem desconhecida. A fase aguda da doenca é normalmente
acompanhada por bacteremia e propagacao do patébgeno para varios 6rgaos
sistémicos, principalmente para os tecidos reticuloendoteliais (baco e figado).
Esta fase é caracterizada por sinais sistémicos inespecificos e sintomas
clinicos compativeis com a gripe e com a septicemia, ou seja, febre, fadiga,
mal-estar, perda de peso, dores de cabeca, artralgia, mialgia, calafrios e
suores. As manifestacdes clinicas podem ser de carater osteoarticular,
cutanea, gastrointestinal, respiratoria, cardiovascular e disturbios
neurolégicos, mimetizando muitas outras doengas infecciosas e nao
infecciosas (MANTUR et al., 2007).
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A Brucelose humana é conhecida também por complicacbes e
envolvimento dos orgdos internos. Os sintomas podem ser diversos e
dependem do sitio de infec¢do, incluindo encefalite, meningite, espondilite,
artrite, endocardite, orquite e prostatite (ACHA et al., 2003). Também pode
ocorrer aborto espontaneo principalmente no primeiro e segundo trimestre de
gravidez em mulheres infectadas (KHAN; MAH; MEMISH, 2001).

Em animais, a infeccao por Brucella se da pelo contato do agente com
qualquer mucosa, principalmente a mucosa oral. ApGs a penetracdo no
organismo, ha um curto periodo de bacteremia, e as bactérias se alojam em
diversos 6rgdos, principalmente do sistema linfatico (Figura 4)
(EAGLESOME; GARCIA, 1992; THOEN; ENRIGHT; CHEVILLE, 1993).

A principal linhagem que infecta o gado é a B. abortus, mas estes
animais podem ser transitoriamente infectados pela B. suis ou pela B.
melitensis quando compartilham o pasto ou instalagdes com porcos, cabras
ou ovelhas infectadas (ACHA et al., 2003; EWALT et al., 1997; KAHLER,
2000).

No gado, o principal sintoma da Brucelose € o aborto (nascimento
prematuro ou nascimento de bezerros fracos ou mortos), que geralmente
ocorre no segundo semestre da gestacdo, com retencdo de placenta e
metrite (inflamacdo da parede uterina). O aborto com a eliminacdo da
placenta altamente colonizada é uma das principais fontes de infec¢do, uma

vez que ela pode ser ingerida por outros animais (ACHA et al., 2003).

Ganglios linfaticos

Figura 4: Localizagcao dos tecidos linfaticos. Fonte: adaptado de

http:/itrc.ucdavis.edu/mjguinan/apc100/modules/reproductive, 2003.
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Como ja explicitado, os principais sinais clinicos observados nos
animais infectados estéo ligados a problemas reprodutivos. Frequentemente,
ha retencdo placentaria e infertilidade temporaria ou permanente. Nos
machos, a infeccdo por Brucella pode causar orquite com consequente
infertilidade por diminuicdo da qualidade espermatica. Lesdes articulares e
lesdes nas glandulas mamarias, também podem ser observadas em casos
cronicos da doenca (XAVIER et al., 2009). Quando o animal se torna
gestante, as bactérias atingem o utero, local pelo qual possuem grande
tropismo, induzem reacgdes inflamatérias e provocam, dessa forma, o aborto
(SAMARTINO; ENRIGHT, 1993).

1.1.5 Diagnéstico e tratamento

Os testes diagnosticos para Brucelose podem ser aplicados com
diferentes objetivos: confirmacdo do diagnéstico, estudos de triagem ou
prevaléncia, certificacdo e, em paises onde a Brucelose esta erradicada,
vigilancia para evitar a reintroducdo da doenca através da importacdo de

animais infectados ou de produtos animais (GODFROID et al., 2010).

Os métodos utilizados para diagnostico incluem testes diretos,
envolvendo andlise microbiolégica ou detec¢do do DNA por PCR (Reagédo em
cadeia da polimerase), e testes indiretos, os quais sao aplicados tanto in vitro
(principalmente para leite e sangue) quanto in vivo (testes alérgicos). Apesar
dos diversos métodos existentes, o isolamento da bactéria e a deteccédo do
DNA da Brucella por PCR sdo os Unicos métodos que permitem certeza do
diagndstico (GODFROID et al., 2010).

O tratamento da Brucelose ¢é feito basicamente através da
antibioticoterapia produzindo alivio da sintomatologia, diminuicdo da duracao
da doenca e redugcdo da incidéncia de complicacdes. In vitro, Varios
antimicrobianos sado ativos contra a Brucella, mas nem sempre héa
correspondéncia com a sua eficécia clinica devido ao nicho intracelular deste
patdégeno. Os antimicrobianos mais utilizados sdo as tetraciclinas, 0s
aminoglicosideos, a rifampicina, o cotrimoxazol, as quinolonas e as cefalos-
porinas de 32 geragcdo (PESSEGUEIRO, 2003). A combinacdo de dois



22

antibidticos,é o tratamento mais adequado para Brucelose uma vez que a
monoterapia esta frequentemente associada a alta incidéncia de recidiva da
doenca (SELEEM et al., 2009; SOLERA et al.,, 1997). A combinacdo de
doxiciclina com estreptomicina é atualmente a melhor opcao terapéutica, com
menos efeitos adversos e menos recidivas da doenca, especialmente nos
casos de Brucelose aguda e localizada (ALP et al., 2006; ARIZA et al., 1992;
ERSOQY et al., 2005; FALAGAS; BLIZOTIS, 2006). Conforme ja explicitado, a
localizacéo intracelular da Brucella e a sua capacidade de se adaptar as
condi¢cdes ambientais encontradas em seu nicho replicativo levam a uma alta
incidéncia de falha do tratamento e de recidivas da patologia (PAPPAS et al.,
2006).

1.2 Resposta Imune contra Brucella

A interacdo da Brucella com o sistema imunolégico humano é
fundamental para o desenvolvimento do parasitismo cronico ou para o
controle da infeccdo (BALDWIN; GOENKA, 2006; GOLDING et al., 2001).
Por ser um microorganismo intracelular, para que haja uma resposta imune
efetiva contra Brucella abortus, € necessario que células infectadas sejam
capacitadas a destruir o microorganismo invasor ou sejam mortas, permitindo
assim a acdo de mecanismos extracelulares da resposta imune como
anticorpos ou complemento. Assim, a resposta imune do hospedeiro contra a
infeccéo pela B. abortus envolve tanto a imunidade inata quanto a imunidade
adaptativa. (GOLDING et al., 2001).

1.2.1 Imunidade Inata

A resposta imune contra bactérias intracelulares como a Brucella se
inicia com o reconhecimento do microorganismo por células da imunidade
inata tais como macrofagos e células dendriticas, conhecidas como células
apresentadoras de antigenos (APCs). Este reconhecimento ocorre através de
receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs), dentro os quais se
destacam os receptores do tipo Toll (TLRs), presentes na membrana
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plasmatica destas células ou em compartimentos intracelulares. O
reconhecimento da Brucella através destes receptores resulta na ativagédo
das APCs e na internalizacdo da bactéria (MACEDO et al., 2008, Huang et
al., 2005). Embora ainda ndo sejam conhecidos todos os TLRs envolvidos no
reconhecimento da B. abortus, varios trabalhos tem demonstrado o
envolvimento 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 auséncia leva a um consideravel aumento na
susceptibilidade a infec¢é@o por Brucella. Apesar disso, animais deficientes na
molécula MyD88, um adaptador fundamental para a sinalizacdo através da
maioria dos TLRs, apresentaram uma susceptibilidade ainda mais
exacerbada que animais deficientes para TLR9, sugerindo a existéncia de
outros receptores no reconhecimento deste patégeno (MACEDO et al., 2008).

Os macrofagos sdo elementos chave na resposta imune contra a
Brucella uma vez que sao os principais locais de sobrevivéncia e replicacdo
da bactéria. Macrofagos ativados estdo preparados para a fagocitose e para
a destruicdo do patdgeno através de seus produtos bactericidas, tais como as
enzimas hidroliticas degradativas, acidificacdo do fagolisossomo, defensinas,
privacao nutricional e explosdo oxidativa. Na infeccdo por Brucella, a inducéo
de superéxido, peroxido de hidrogénio e o6xido nitrico (NO) sdo de
fundamental importancia (BALDWIN; GOENKA, 2006; GROSS et al., 2004).
Neste contexto, a citocina IFN-y, tipica do perfil Tyl, possui um papel
importante uma vez que é capaz de ativar os macrofagos induzindo a
producdo destes diversos mediadores imunoldgicos e assim limitar a infecgao
pela Brucella. Ao serem estimulados pelo microrganismo, os macréfagos séo
capazes de produzir diversos tipos de citocinas e quimiocinas, dentre as
quais a IL-12, 0 TNF-a. e a IL-6. A IL-12 é capaz de induzir a formacao de um
perfil de resposta do tipo Tyl caracterizado pela intensa produgéo da citocina
IFN-y, que, conforme ja explicitado, possui um papel importante em ativar os
macrofagos, sendo apontada como a citocina de maior relevancia no
combate a este patdgeno (MURPHY et al., 2001).
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O TNF-atambém se mostrou importante em eliminar a bactéria em
culturas de macréfagos por agir principalmente estimulando o recrutamento
neutrofilos e mondcitos para locais de infeccdo além de ativar estas células
para destruir microorganismos (JIANG et al.,1993). Zhan e colaboradores
(1996) demostraram que deplecdo de TNF-a através da injecao de anticorpos
monoclonais exacerbava a infeccdo com B. abortus aumentando
significativamente o numero de bactérias no baco ou figado. Além disso,
estes autores evidenciaram que TNF-a esta envolvido também na patologia
da infeccio uma vez que aimais depletados ndo apresentavam
esplenomegalia ou acumulo excessivo de células no baco.

O papel das células dendriticas (DCs) contra a Brucella tem sido
objeto de investigacdo nos ultimo anos. Foi estabelecido que a Brucella
invade eficientemente as DCs humanas derivadas de mondcitos, crescem
bem em seu interior e sdo capazes de evitar a maturacdo das DCs e a
apresentacdo de antigeno (BILLARD; DORNAND; GROSS, 2007). Além
disso, as DCs humanas infectadas sao pobres indutoras da proliferacao de
linfocitos T naives, devido a baixa producado de IL-12, o qual é essencial na
conducéo da resposta imune do tipo Tyl (BILLARD et al., 2007; SKENDROS
et al., 2011).

As células Natural Killer (NK), também fazem parte da primeira linha
de defesa contra patégenos e sua ativacdo pode matar os alvos infectados
ou estimular a atividade microbicida de fagocitos através da producao de IFN-
v (GOLDING et al., 2001). A Brucella é capaz de ativar as células NK, através
da ativacdo de APCs para liberar IL-12. A IL-12 por sua vez, leva as células
NK a se tornarem células matadoras e a secretarem IFN-y que, juntamente
com a IL-12, exerce um papel no estabelecimento de uma resposta do tipo
Tul (BIRON, 1999; GOLDING et al., 2001). Devido a sua acéo, acreditava-se
gque as células NK também fossem fundamentais na prote¢cdo contra a
Brucella, porém, a remocgéo das células NK in vivo n&do alterou a habilidade
de camundongos em conter a infec¢do, sugerindo que outros mecanismos
séo suficientes para o controle da infeccdo, mesmo na auséncia de células
NK (FERNANDES; BENSON; BALDWIN, 1995).
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O sistema do complemento também pode atuar na resposta imune
contra a Brucella. As proteinas do complemento podem opsonizar o patégeno
e potencializar a imediata eliminacdo das bactérias que ainda estejam no
ambiente extracelular, além de promover sua fagocitose. As proteinas do
complemento podem ainda interagir com a bactéria que esteja opsonizada

por anticorpos, aumentando ainda mais sua acdo (CORBEIL et al., 1988).

1.2.2 Imunidade adaptativa

A resposta imune adaptativa na brucelose pode ser classificada em
trés mecanismos. Primeiro, a producdo de IFN-y por células T CD4" e CD8"
ativam a funcéo bactericida em macrofagos a fim de dificultar a sobrevivéncia
intracelular da Brucella. Segundo, a citotoxicidade exibida pelas células T
CD8" matam os macréfagos infectados pelo patdégeno. Terceiro, 0s
anticorpos induzidos pelo perfil Tyl, como IgG2a e IgG3, opsonizam 0
patdgeno facilitando a fagocitose e a lise intracelular (MARTIROSYAN;
GORVEL, 2013).

Linfocitos T apresentam duas grandes subpopulagdes: células T helper
(TH) CD4" e células T citotoxicas CD8". Apds ativacido, estas células se
diferenciam em células T efetoras ou de memoaria programadas para secretar
diferentes padrbes de citocinas. Os linfocitos do tipo Tyl secretam IFN-y
como principal citocina efetora contra infecgbes causadas por bactérias
intracelulares, incluindo a Brucella (JONES et al., 1992). Esta citocina possui
duas principais fun¢des no controle da brucelose: (1) ativa os macréfagos a
produzirem reativos intermediarios de oxigénio e nitrogénio, além de enzimas
capazes de destruir as bactérias fagocitadas; e (2) estimula a producéo de
subclasses de anticorpos, como IgG2a em camundongos, ativando o sistema
de complemento e opsonizando a bactéria de forma a facilitar a fagocitose e
favorecer as funcdes efetoras dos macrofagos (ABBAS et al.,, 2005). A
importdncia do IFN-y na resposta imune contra Brucella pode ser
exemplificada pelo trabalho de Murphy e colaboradores (2001). Usando

camundongos deficientes para IFN-y estes autores demonstraram um
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aumento de cerca de 100 vezes no numero total de bactérias no baco apés

6,5 semanas de infeccdo quando entdo os animais sucumbiam a infeccéo.

Linfocitos T CD8" também participam da resposta imune contra a
Brucella. Estas células se diferenciam em linfécitos T citotdxicos (CTLS) apés
o reconhecimento antigénico associado a moléculas de MHC de classe |I.
Apoés a diferenciacdo, estas células reconhecem e eliminam células alvo
infectadas através da liberacdo de proteinas citotdxicas (como perforina e
granzima). Além disso, os CTLs séo capazes de secretar citocinas pro-
inflamatorias, principalmente IFN-y e TNF-a, que ativam os fagocitos (ABBAS
et al., 2005). A contribuicdo destas células no controle da brucelose foi
efetivamente determinada por Oliveira & Splitter (1995). Utilizando animais
deficientes para as moléculas de MHC de classe | ou de classe Il, estes
pesquisadores mostraram que a brucelose murina foi exacerbada em
camundongos que ndo apresentavam resposta através dos linfocitos T CD8"
(MHC classe I) quando comparada a animais normais ou deficientes na
resposta por células T CD4" (MHC classe ll), evidenciando claramente o
impacto das células T CD8" na imunidade mediada por células no controle da

brucelose experimental.

Recentemente, trabalhos realizados por Branddo e colaboradores
(2012) confirmaram a importancia da resposta Tyl e das células T CD8" no
combate a infeccdo por Brucella. Neste estudo, os autores avaliaram a
susceptibilidade de animais deficientes para a molécula B2-microglobulina
(componente do MHC de classe 1) e da citocina IL-12. Conforme esperado,
animais deficientes destas moléculas apresentaram elevada susceptibilidade
a B. abortus quando comparado aos animais normais. Além disso, essa
maior susceptibilidade foi relacionado a menor producdo de IFN-y e a
incapacidade dos linfécitos em lisar macréfagos infectados com Brucella,
confirmando assim o importante papel executado por esses componentes no
combate a Brucelose. Apesar disso, esses autores demonstraram que
animais deficientes de IFN-y foram ainda mais susceptiveis a infeccdo que
animais deficientes de IL-12 e de linfécitos T CD8+ juntos. Esses achados
evidenciam novamente a grande importancia do IFN-y no combate ao

patégeno.
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A resposta imune humoral também contribui para a eliminacdo do
patdgeno, porém de forma pouco efetiva. Embora os anticorpos possam
opsonizar o agente infeccioso durante as primeiras horas de infeccéo
(CHEERS et al., 1983), tornando a fagocitose mais eficiente (WINTER et al.,
1989), eles ndo sao capazes de reduzir a taxa de crescimento intracelular da
bactéria in vivo, e ndo conferem resisténcia a animais suscetiveis. A
habilidade do patégeno de sobreviver e replicar no interior das células torna-o
inacessivel aos mecanismos extracelulares de controle do hospedeiro, como
0os anticorpos e complemento (CHEERS et al., 1983). Dessa forma, a
protecdo efetiva contra a infeccdo fica dependente da imunidade celular
(ARAYA et al., 1989).

1.2.3 Vacinas

A vacinagdo animal € considerada um dos métodos mais préticos e
eficazes na reducdo da incidéncia da doengca, uma vez que nao existem
formas eficazes de imunizacdo em humanos. As vacinas vivas atenuadas
sdo efetivamente utilizadas nos programas de controle da brucelose. Dentre
as vacinas existentes duas delas, recomendadas pela Organizagdo Mundial
de Saude Animal (OIE), sdo as mais empregadas: a vacina com a cepa lisa
S19 e a vacina nédo indutora de anticorpos aglutinantes com a cepa rugosa
RB51. Ambas sdo boas indutoras de imunidade celular (MORIYON et al.,
2004).

A vacina S19 € uma amostra de B. abortus lisa, que foi isolada do leite
de vaca em 1923 e desde 1930 tem sido utilizada como vacina, tendo sido
empregada em diversos paises que erradicaram a doenca. Por ser uma
amostra lisa, a S19 induz a formagé&o de anticorpos especificos contra o LPS
liso, podendo interferir no diagndstico sorologico da brucelose (CRASTA et
al., 2008; SCHURIG; SRIRANGANATHAN; CORBEL, 2002).

Ja a vacina utilizando a cepa RB51, € elaborada com uma amostra de B.
abortus rugosa, originada da amostra lisa virulenta S2308 que sofreu
passagens sucessivas em meio contendo concentracdes subinibitérias de

rifampicina. Possui caracteristicas de protecdo semelhantes as da S19,
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porém, por ser uma amostra rugosa, ndo induz a formacédo de anticorpos
anti-LPS liso e nao interfere no diagndéstico soroldgico da doenca (STEVENS
et al., 1994).

Apesar da eficacia, ambas as vacinas (lisa ou rugosa) possuem algumas
caracteristicas indesejaveis. A cepa S19 possui potencial de causar infeccao
em seres humanos, pode ser abortiva para fémeas gravidas, ser secretada
no leite e induzir uma resposta imune que pode ser de dificil distincdo da
infeccdo, particularmente quando animais adultos sédo vacinados. Ja a cepa
RB51 é resistente a rifampicina que é um dos antibioticos de escolha para o
tratamento da Brucelose humana (ARIZA, 1999). Além disso, um dos
problemas inerentes as linhagens rugosas vacinais da Brucella, € que elas
podem ser muito atenuadas, 0 que resulta em uma baixa persisténcia no
hospedeiro e, consequentemente, podem nao induzir uma imunidade
protetora eficiente (UGALDE et al., 2003). Portanto, muitos esfor¢os tém sido
focados na construgdo de uma vacina que seja capaz de induzir forte
imunidade celular e consequentemente, niveis de protecdo adequados
(MONREAL et al.,, 2003, VEMULAPALLI et al., 2000), além de novos

compostos adjuvantes capazes de potencializar as vacinas ja existentes.

1.3 Talidomida

1.3.1 Histérico

A Talidomida, [(x)2-(2,6-dioxo-3-piperidinil)-1H-isoindol- 1,3-(2H)-
diona; ou (z)- talimidoglutarimida (1)], € um derivado sintético do &cido
glutdmico que foi descoberta por Wilhelm Kunz em 1953 (LIMA; FRAGA;
BARREIRO, 2001) e foi desenvolvida pela companhia alem& Grunenthal
(BARTLETT et al., 2004) (Figura 5).
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Ftalimida Glutarimida
Figura 5: Estrutura da Talidomida (BORGES ; FROEHLICH, 2003).

A Talidomida foi inicialmente desenvolvida no ano de 1956 como um
anticonvulsivante para o tratamento da epilepsia. Entretanto, devido a sua
baixa eficiéncia como antiepilético, este composto foi eventualmente
comercializado como um medicamento contra a insdnia e foi também
amplamente utilizado por mulheres durante a gravidez como antiemético
(RANDALL, 1990; TSENG et al., 1996).

Entretanto, em 1961, dois médicos, trabalhando de forma separada,
suspeitaram da existéncia de uma ligagcdo entre o nascimento de criancas
com malformacdo e a utilizacdo da Talidomida no primeiro trimestre da
gravidez. Apesar disso, esta droga foi responsavel pelo nascimento de
milhares de criangas com deformagfes congénitas, o que foi posteriormente
atribuido ao seu perfil teratogénico (CHEYMOL, 1965; LENZ, 1962;
MCBRIDE, 1961). Assim, apés trés anos de comercializacdo e apos intensa
pressdo da imprensa, a Talidomida foi retirada do mercado em 1961,
deixando para tras o tragico saldo de 8.000 criancas com malformacéao
congénita em 46 paises, inclusive no Brasil. Apés a confirmacéo e divulgacéo
destes graves efeitos colaterais, este farmaco teve sua licenca para
comercializacdo cancelada (OLIVEIRA, 1998).

Apos varios anos de proibicdo, a industria Norte-Americana Celgene,
baseada em novas descobertas das propriedades anti-inflamatorias e
imunorreguladoras da Talidomida, solicitou ao FDA (Food and Drug
Administration - Administracao de Alimentos e Medicamentos) sua aprovagao

para uso no tratamento da hanseniase, que foi concedida em julho de 1998.
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Marcava-se entdo o0 renascimento deste farmaco, que representa,
atualmente, um dos principais agentes terapéuticos disponiveis para o
tratamento efetivo de diversas doengas, tails como lepromas, artrite
reumatoide, doenca de Crohn, céancer e AIDS (LIMA; FRAGA; BARREIRO,
2001).

Recentemente, a Talidomida tem recebido consideravel atencédo da
comunidade cientifica devido as suas propriedades anti-inflamatorias,
imunomodulatérias e anti-angiogénicas sendo utilizada no tratamento de
eritema nodoso hansémico, na artrite reumatéide, tuberculose cronica,
doenca de Crohn, Lupus eritematoso além de diversas formas de céancer
(KARROW et al., 2003).

1.3.2 Mecanismos de agao

Estruturalmente a Talidomida contém dois anéis amida e um Unico
centro quiral e € formulada como uma mistura racémica de dois enantibmeros
ativos S(-) e R(+). Inicialmente, a isoforma S(-) era tida como o enantidmero
primariamente responsavel pelos efeitos teratogénicos e a isoforma R(+)
pelas propriedades sedativas. Porém, mais tarde, verificou-se que ambas as
formas possuem o potencial teratogénico (MELCHERT; LIST, 2007).

Quando administrada como uma mistura racémica, a Talidomida
possui  propriedades anti-inflamatérias e imunorreguladoras que
provavelmente estdo associadas a sua capacidade de afetar a producao de
citocinas e funcéo celular (ERIKSSON et al., 2000; ERIKSSON et al., 1998).

A Talidomida é um potente inibidor da producdo de TNF-a por
monaocitos humanos estimulados por LPS. Essa inibicdo é devido,
principalmente, ao aumento da degradacdo do RNA mensageiro do TNF-a
por esta droga. Os niveis de outras citocinas como IL-1B, IL-6 e fator
estimulador de coldnia granuldcito-macréfago (GM-CSF), também sofrem
interferéncia pela acdo da Talidomida assim como a producdo de IL-10
(NOMAN et al., 2009). Por diminuir a concentracdo de TNF-a, o qual induz a
expressdo de moléculas de adesdo de superficie celular como ICAM-1,
VCAM-1, L-selectina e E-selectina de células endoteliais, a talidomida
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bloqueia a cascata de adesao e causa efeitos antivasculares que ocorrem em
algumas patologias como no mieloma mdaltiplo (GEITZ; HANDT
ZWINGENBERGER, 1996). A Talidomida possui ainda um mecanismo de
acdo anti-proliferativo, através da inibicdo da producdo de IL-6, além de
apresentar atividade pré-apoptotica (MITSIADES et al., 2002).

Outra atividade atribuida a Talidomida € sua propriedade anti-
angiogénica, por gerar radicais hidroxila téxicos. In vivo, ela demonstrou ter
um efeito anti-angiogénico contra o crescimento neovascular induzido pelo
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) na cornea de coelho, assim
como contra a neovascularizacdo induzida pelo fator de crescimento de
fibroblasto basico (bFGF) ou VEGF na cérnea de camundongo. In vitro, a
Talidomida mostrou ser efetiva em inibir a proliferagcdo celular da veia
umbilical humana, além de inibir a migracdo e a proliferacdo celular do
pigmento retinal (ETER, 2002).

Apesar dos eventos antinflamatorios, foi demonstrado que a talidomida
também apresenta atividade co-estimulatéria sobre linfocitos T humanos,
sendo capaz de estimular a producdo de citocinas, a atividade citotoxica e a
proliferacdo. A co-estimulacdo envolve a entrega de um sinal secundario a
células T naive para produzirem uma resposta antigeno-especifica, o que
confere a essa droga uma acdo de adjuvante imunologico. A Talidomida
causa ainda inducéo de uma resposta Tyl e estimula a produgéao de IFN-y e
IL-2 através da ativacdo do fator de transcricdo ativador da proteina-1
(HASLETT et al., 1998).

No inttito de demonstrar a atividade co-estimulatéria da Talidomida,
Haslett e colaboradores (1998) estimularam células T com anticorpos anti-
CD3, um compontente do complexo TCR. Como resultado a Talidomida
forneceu um sinal co-estimulatorio essencial para a proliferacdo da célula T e
para producgdo de citocinas, principalmente o IFN-y. De forma interessante, o
efeito co-estimulatdrio da Talidomida foi mais pronunciado no subtipo CD8"
das células T que no subtipo CD4". Além disso, foi observado um aumento
na atividade citotoxica condizente com 0 aumento no numero de células T

citoliticas.
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Em 2003, Karrow e colaboradores realizaram uma investigacao para
avaliar se a Talidomida poderia modular seletivamente a resposta imune e
levar ao aumento ou queda da resisténcia a varios patégenos ou tumores.
Surpreendentemente, este estudo demonstrou que o tratamento com
Talidomida é capaz de aumentar significativamente a resisténcia do
hospedeiro a infeccdo por Listeria monocytogenes e ao melanoma B16F10,
mas néo afeta a fungéo do Sistema Fagocitico Mononuclear ou a resisténcia
do hospedeiro ao Plasmodium yeolii, Streptococcus pneumoniae ou PYB6
fibrosarcoma. Em concordancia com os achados de Karrow e colaboradores
(2003), estudos realizados por Guo et al. (2005) avaliando o efeito
modulatério da Talidomida sobre o sistema imune com foco sobre os
neutréfilos, demonstraram que o tratamento com Talidomida por 15 dias é
capaz de aumentar o numero de neutrofilos no baco e no figado de animais
infectados por Listeria.

Embora o exato mecanismo de acdo da Talidomida nédo seja
totalmente claro, é provavel que os efeitos modulatérios da Talidomida atuem
em diferentes componentes do sistema imune e variem de acordo com o tipo

de infec¢do presente.
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2 JUSTIFICATIVA

A Brucelose constitui-se um grave problema para a sanidade animal,
afetando consequentemente a saude publica da populacdo. As
manifestacbes patoldégicas da Brucelose incluem febre ondulante, artrite,
endocardite e meningite em humanos, enquanto a Brucelose animal causa
aborto em fémeas gestantes. A prevaléncia da Brucelose animal esta em
torno de 5% no Brasil, e estima-se que o0 prejuizo causado por esta
enfermidade seja de mais de 30 milhdes de dblares 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, ndo podendo inclusive ser utilizadas em humanos. Assim, a
prevencdo desta doenca dependente até 0 momento de sua erradica¢do ou
controle no animal hospedeiro.

A Talidomida € um derivado sintético do acido glutamico que possui
atividade anti-inflamatéria, imunomodulatéria e anti-angiogénicas. Diversos
estudos tem evidenciado que a Talidomida € capaz de co-estimular células T
induzindo sua proliferacdo, producéo de citocinas e atividade citotdxica, além
estar relacionada a formacao de uma resposta Tyl com elevada producao de
IFN-y. Desta forma, a Talidomida é capaz de agir sobre elementos chaves da
resposta imune envolvidos na eliminacéo de patdgenos intracelulares como a
Brucella.

Em concordancia, trabalhos recentes de nosso grupo demonstraram que
o tratamento prévio com Talidomida é capaz de potencializar a resposta
imune contra a Brucella, aumentando a eliminacdo do patégeno e induzindo
uma maior producdo de IFN-y, TNF-a e, consequentemente, de Oxido Nitrico.
Apesar disso, muitas questdes relativas aos mecanismos causadores deste
aumento na resisténcia ao patdégeno ainda permanecem sem resposta.
Assim, o presente trabalho se justifica na tentativa de elucidar outros
mecanismos imunoldgicos que também sejam afetados pelo tratamento com

Talidomida e que auxiliem no combate a Brucella abortus.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar mecanismos imunologicos responsaveis pelo aumento da
resisténcia de animais tratados com Talidomida frente a infec¢do por Brucella
abortus.

3.2 Objetivo especifico

e Avaliar a carga bacteriana presente no baco de animais infectados e
tratados com Talidomida

e Avaliar a concentragédo de citocinas e de Oxido Nitrico produzidos por
macrofagos peritoneais tratados com Talidomida e estimulados com
Brucella abortus

e Avaliar a capacidade da Talidomida de restaurar a proliferagcdo de
linfécitos provenientes de animais infectados com B. abortus.

e Avaliar a influéncia do tratamento com Talidomida no percentual e
namero de células regulatérias em animais infectados com B. abortus.

e Avaliar a influéncia do tratamento com Talidomida na sobrevivéncia de
camundongos knockout para a citocina IFN-yinfectados com B.
abortus;

e Avaliar a influéncia do tratamento com Talidomida na protecao

induzida pela vacinacdo com a cepa RB51 de B. abortus.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 com
idade entre 8 e 10 semanas, pesando cerca de 18 a 20 gramas, oriundos do
Centro de Biologia da Reproducéo da Universidade Federal de Juiz de Fora.
Os animais foram acondicionados em gaiolas plasticas e mantidos no Biotério
do laboratério de Imunologia da Universidade de Juiz de Fora com &agua e
racao ad libitum e ciclo claro/escuro de 12 horas.

Foram utilizados também camundongos knockout para a citocina IFN-y
(IFN-y") gentilmente cedidos pela Prof. Dra. Leda Quércia da Universidade
Federal de Minas Gerais. Esses animais foram acondicionados em gaiolas
plasticas microisoladoras, mantendo todo o ambiente estéril, incluindo agua e
racao.

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica na
Experimentacdo animal (CEEA) da Proé-reitoria de pesquisa/lUFJF sob o

numero de protocolo 033/2012.

4.2 Cepas bacterianas

Utilizou-se neste estudo a cepa lisa S2308 (virulenta) e a cepa rugosa

RB51 (vacinal) da Brucella abortus disponiveis em nosso laboratério.

4.3 Condic6es de cultivo bacteriano

A cepa S2308, que foi utilizada na infeccdo ou como antigeno na
cultura de células, bem como a cepa RB51, utilizada na vacinagdo, foram
cultivadas em meio Brucella Broth liquido (BB) (DIFCO), a 37°C sob agitacao
constante. Apés trés dias de crescimento, a cultura bacteriana foi
centrifugada e o sedimento foi ressuspendido em tampéao salina fosfato (PBS)
0,15 M pH 7,4 (2,8 mM Na2PO4; 7,2 mM Na2HPO4; 0,14 M NacCl). Aliquotas
destas culturas foram diluidas serialmente e plaqueadas em meio BB

solidificado com 1,5% de agar bacterioldgico. Apds incubacdo por 72 horas a
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37°C foi possivel determinar a concentracdo bacteriana presente na
suspensao por meio da contagem do numero de unidades formadoras de

colonias (UFC) visualizadas na placa.

4.4 Talidomida e Tratamento dos animais

O composto Talidomida utilizado neste estudo foi fornecido pela
Fundacéo Ezequiel Dias (FUNED) apés autorizacdo da Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) — “Autorizagao especial para estabelecimento
de ensino e pesquisa” N° 009/2013.

O protocolo de tratamento baseou-se na administragdo intraperitoneal
de uma suspensdo aquosa de Talidomida (300uL/animal) na concentracao
150mg/Kg/dia (QUEIROZ et al., 2013) durante 7 dias. Como controles foram
utilizados animais que receberam PBS (300uL/animal/dia).

Uma vez que a Talidomida apresenta baixa solubilidade em agua
(PBS), a suspensédo foi preparada no momento do tratamento e

homogeneizada vigorosamente em voértex a cada aplicacao.

4.5 Vacinacao

Apés o tratamento, um grupo de animais foi vacinado
intraperitonealmente com 1x10® UFC da cepa rugosa RB51 da B. abortus.
ApOs 6 semanas, 0s animais vacinados foram infectados com a cepa

virulenta, conforme descrito abaixo.

4.6 Infecgao

Vinte e quatro horas apdés a realizacao do protocolo de tratamento, os
animais tratados ou controles foram infectados intraperitonealmente com
1x10° UFC da cepa virulenta S2308 da B. abortus. Uma semana apés a
infeccéo, esses camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical

para a retirada do baco e determinacéo da carga bacteriana.
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Os grupos vacinados foram infectados somente 6 semanas apos a
vacinacdo. O sacrificio ocorreu por deslocamento cervical apos duas
semanas da infecgcdo também para a extracdo do baco e determinacdo da
carga bacteriana.

4.7 Carga bacteriana

O baco extraido de cada animal foi macerado em 10 mL de PBS, com
0 auxilio de uma peneira de aco, e serialmente diluido. As diluicbes foram
plaqueadas, em duplicata, em meio BB agar e incubadas. Apds 3 dias de
incubacdo a 37°C, o numero de unidades formadoras de col6nias foi
determinado. Os resultados foram expressos como a média do log de UFC
de cada animal. As células excedentes do baco foram utilizadas nas culturas

de esplendcitos.

4.8 Cultura de esplendcitos

As suspensdes de células obtidas apos a maceracéo dos bacos foram
submetidas a centrifugacdo por 10 minutos a 600g. Posteriormente, o
sobrenadante do centrifugado foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 2 mL de tampéo ACK (1% KHCO3 e 8% NH4Cl em agua
destilada) e incubadas por 5 minutos, a temperatura ambiente, ocorrendo a
lise osmdtica dos eritrocitos. Ap6s a incubacdo, 28 ml de PBS foram
acrescentados e seguiu-se nova centrifugacdo. Novamente o sobrenadante
foi descartado e as células foram ressuspendidas em 2 mL de meio RPMI
(GIBCO) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% dos antibioticos
penicilina (100 U/mL, GIBCO) e estreptomicina (1 pg/mL, GIBCO). Em
seguida a concentracao das células foi determinada na camara de Neubauer.

As células foram cultivadas na concentracéo de 1x10° células/poco em
placas de 96 pocos de fundo em U (NUNC) e estimuladas com B. abortus
S2308 (MOI de 100:1). Células ndo estimuladas (meio) foram usadas como
controle negativo e as estimuladas com Concanavalina A (5,0 ug/mL - Sigma)

serviram como controle positivo. Apés 72 horas de incubacdo a 37°C e sob
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atmosfera com 5% de CO,, os sobrenadantes foram coletados e os

esplendcitos submetidos ao ensaio de MTT.

4.9 Teste de proliferacéo celular pelo método de MTT

Para avaliar o indice de proliferacdo celular de esplendcitos
provenientes de animais tratados ou ndo com Talidomida e estimulados com
Concanavalina A, os sobrenadantes das culturas destas células foram
removidos cuidadosamente e adicionados 100 pl de meio RPMI (GIBCO)
suplementado com 5% de soro fetal bovino e 1% dos antibiéticos penicilina
(100 U/mL, GIBCO) e estreptomicina (1 pg/mL, GIBCO), em cada pog¢o. Em
seguida foram acrescentados 10 ul/poco de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil
tetrazolium bromido (MTT), preparado a 5mg/ml em H,O. Seguiu-se entido
uma incubacdo em estufa a 37°C e sob atmosfera com 5% de CO2 por 4h.
Apols esse periodo, o meio de cultura foi retirado cuidadosamente para
adicdo de 100 ul de DMSO. Finalizado o processo, foi realizada leitura em
espectrofotometro a 550nm. O indice de proliferacéo foi calculado levando-se
em conta a metabolizacdo do MTT de células estimuladas e células néo

estimuladas.

4.10 Extragdo de Macrofagos

Para a obtencdo de macrofagos oriundos de animais limpos,
camundongos C57BL/6 receberam intraperitonealmente 2mL de Tioglicolato
a 3%. Apbs 72 horas, esses animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, retirou-se a pele sobre o peritdnio e injetou-se 5mL de PBS gelado.
Realizou-se massagem peritoneal para recrutamento de macréfagos e, em
seguida, aspirou-se o PBS com o auxilio de seringa e agulha. Essas células
foram centrifugadas e ressuspendidas em meio RPMI (GIBCO) suplementado
com 5% de soro fetal bovino e 1% dos antibiéticos penicilina (100 U/mL,
GIBCO) e estreptomicina (1 ug/mL, GIBCO). Em seguida a concentragao das

células foi determinada na camara de Neubauer.
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A cultura foi feita em placas de 96 pocos (2x10° células/poco) e
incubadas por 24h em estufa a 37°C sob atmosfera com 5% de CO2. Em
seguida, os macréfagos foram lavados a fim de retirar as células néo
aderidas e tratados por duas horas com Talidomida nas concentracdes de 50,
100 ou 500 mg. Ao final do tempo de tratamento, foram adicionados os
estimulos B. abortus (10° bactérias/célula) ou LPS de E. coli (1 ug/mL-
Sigma). Seguiu-se entdo uma nova incubacdo por 24 horas a 37°C sob
atmosfera com 5% de CO,. Ao final deste periodo o sobrenadante foi

coletado para avaliacdo da producéo de citocinas e de Oxido Nitrico.

4.11 Dosagem de Oxido Nitrico

Como o Oxido nitrico possui um tempo de meia vida muito curto, a
determinacao da producdo deste radical por macrofagos foi mensurada pela
formacgéo do nitrito (NO;), através do método de Griess. Sobrenadantes das
culturas celulares foram colocados em placas de 96 pocgos (50ul/pogo) e
misturados com 50pul de reagente de Griess (1% sulphanilamide/0.1% N-(1-
naphtyl)- ethylenediamine dihydrochlori-de/2.5% H3P0O4). Ap6s 5 minutos de
incubacédo a reacao foi lida em leitor de microplaca (Biorad) em comprimento
de onda de 550 nm. A concentragdo de NO; foi obtida por comparagdo com
uma curva padrdo construida a partir de concentracbes conhecidas de
Na(NO3).

4.12 Dosagem de citocinas

Para determinacdo da concentracdo das citocinas IL-6 e TNF-a nos
sobrenadantes de cultura de macrofagos, foi realizado o teste ELISA do tipo
sanduiche usando kits comerciais (R&D Systems) conforme o protocolo do

fabricante. Todos os ensaios foram feitos em duplicata.
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4.13 Curva de sobrevivéncia

Para avaliar a influéncia do tratamento com Talidomida na
sobrevivéncia dos camundongos a infeccdo por B. abortus, foram utilizados
camundongos knockout para a citocina IFN-y. Estes animais foram tratados
com Talidomida (150mg/Kg/dia) durante sete dias e infectados 24 horas apos
o término do tratamento com B. abortus $2308 (10° bact/animal) (QUEIROZ
et al., 2013). Como controles foram utilizados animais IFN-y” tratados
somente com solugéo salina e animais C57BL/6 tratados com Talidomida ou
com solugdo salina, todos infectados ap6s 24 horas do tratamento. Cada

grupo foi composto por 6 animais e o experimento foi realizado duas vezes.

4.14 Analise do percentual das células regulatérias por citometria de fluxo

Para avaliar o percentual de células regulatérias, camundongos
C57BL/6 (quatro por grupo) foram infectados com B. abortus (1x10°
bactérias/animal). Ap6és uma semana de infeccdo esses animais foram
sacrificados para extracdo de esplendécitos conforme previamente descrito.
Apbs a determinagdo da concentracdo celular em camara de Neubauer, as
células foram plaqueadas (1 x 10° células/poco) em placas de 96 pocos de

fundo em “U” (SARSTEDT) e iniciou-se o processo de marcacao celular.

A marcacado foi feita com kit especifico para FoxP3 (Mouse FoxP3
Buffer Set — Becton & Dickinson). Primeiramente as placas contendo as
células foram centrifugadas a 250g por 10 minutos e o0 sobrenadante
removido por inversdo rapida da placa. As células foram entdo
ressuspendidas em 100ul de tampéo de FACS (PBS com 1% de soro fetal
bovino e 0,09% de azida (NaNO3). Em seguida, as placas de cultura foram
submetidas a nova centrifugacdo (250g, 10 minutos) e foram adicionados, a
cada pocgo, 20uL de solugédo de tampao de FACS acrescida de anticorpos
anti-CD4 e anti-CD8 (Becton & Dickinson) na concentracdo de 0,5ug por
poco. Estes anticorpos apresentavam as marcacdes Cy7, FITC e APC
respectivamente. Seguiu-se entdo uma incubacdo por 20 minutos a

temperatura ambiente e acrescentou-se 200ul/poco de tampdo de FACS
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seguida de centrifugacao (250g, 10 minutos). O sobrenadante foi removido e
as células foram ressuspendidas em 200ul do tampao de fixacdo (Fixation
Buffer ) e incubadas por 30 minutos a 4°C. Seguiu-se nova centrifugacao a
500g por 5 minutos, o sobrenadante foi removido e as células
ressuspendidas em 200ul de tampao de permeabilizacdo (Permeabilization
Buffer) pré-aquecido (37°C). As placas foram novamente centrifugadas
(5009, 5 minutos), o sobrenadante descartado e as células ressuspendidas
em 200ul de tampado de permeabilizacdo pré-aquecido novamente. Foi
realizada a incubacdo por 30 minutos a 37°C. Em seguida a placa foi
submetida a nova centrifugacdo (500g, 5 minutos), o sobrenadante foi
descartado e foram adicionados , a cada poco, 20uL de solucédo de tampao
de FACS acrescida de anticorpos anti-FoxP3 (PE). Seguiu-se uma incubacgéo
por 20 minutos a temperatura ambiente. Acrescentou-se 200ul/poco de
tampdo de FACS seguida de centrifugacdo (500g, 5 minutos), sendo esse
procedimento realizado duas vezes. As células foram entdo ressuspendidas
em 250ul de tampéo de FACS e transferidas para tubos especificos para
FACS (CORNING). As amostras foram coletadas em citdmetro de fluxo

FACScanto Il (Becton & Dickinson), onde 50.000 eventos foram adquiridos.

Os resultados foram analisados pelo software FCS express (De Novo
Software). A zona de linfocitos foi demarcada de acordo com o tamanho
(FSC) x granulosidade (SSC) caracteristicos destas células e o numero e

percentual de células CD4"FoxP3" ou CD8'FoxP3" foi determinado.
4.15 Analise estatistica

Os dados obtidos através dos ensaios de ELISA e da contagem de
UFC do baco dos camundongos foram analisados usando o programa
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc), através do teste t de Student,

sendo considerado significativas as analises com p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo do efeito do tratamento com Talidomida na carga bacteriana

esplénica.

Trabalhos recentes de nosso grupo demonstraram que o tratamento
prévio com Talidomida na concentracdo de 150mg\Kg\dia durante sete dias
foi capaz de diminuir o numero de unidades formadoras de col6nias
recuperadas no baco de animais infectados. Para confirmar este resultado,
animais C57BL\6 foram tratados com Talidomida nesta mesma concentracao
e infectados com Brucella abortus S2308, um dia apdés o tratamento.
Conforme mostrado na Figura 6, e em concordancia com os resultados
anteriores, o tratamento foi capaz de potencializar a eliminacdo do patégeno,
reduzindo em cerca de 10 vezes o numero de bactérias recuperadas no
baco, ap6s uma semana de infec¢do. Este resultado confirma, mais uma vez,
gue a Talidomida apresenta potencial para melhorar a resposta imune do
hospedeiro no controle da infeccéo por Brucella abortus.
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Figura 6: Efeito do tratamento com Talidomida sobre a carga bacteriana
presente no baco. Camundongos C57BL/6 foram tratados por 7 dias com
Talidomida na concentracdo de 150mg/kg/dia. Apés o tratamento, os animais foram
infectados intraperitonealmente com 10° bactérias e sacrificados ap6s uma semana
de infecgdo. Como controles foram utilizados animais que n&o receberam tratamento
com Talidomida. A carga bacteriana foi determinada no baco e apresentada como
log do numero de unidades formadoras de colbénias (UFC)/ baco. (*) Diferenca
significativa em relacéo ao grupo néo tratado (p<0,05).
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5.2 Avaliacdo da producdo de mediadores inflamatérios por macréfagos

tratados com Talidomida em resposta a Brucella abortus.

Ativacdo de macrofagos representa um dos primeiros eventos da
resisténcia inata a infeccdo intracelular. Patbgenos como a Brucella sédo
fagocitados pelos macrofagos e através de moléculas de superficie como o
LPS, ativam estas células levando-as a produzir uma série de substancias
gue vao contribuir para o controle e destruicdo do microrganismo invasor.
Dentre estas substancias, as citocinas, IL-6 e TNF-a, assim como o Oxido
Nitrico ttm demonstrado ser de essencial importancia para resisténcia a este
tipo de infeccao intracelular. Em contrapartida, trabalhos de diferentes grupos
tem evidenciado que a Talidomida possui caracteristicas anti-inflamatorias,
sendo capaz de reduzir a producao destes mediadores imunologicos quando
estimulados por LPS (NOMAN et al., 2009). Apesar disso, como a
Talidomida tem sido capaz de aumentar a eliminacdo da Brucella, possiveis
alteracbes na producido de IL-6, TNF-a ou Oxido Nitrico foram avaliadas em
macrofagos inflamatorios tratados com Talidomida e estimuladas com a
bactéria viva ou com LPS. Para isso, macrofagos peritoneais foram cultivados
e tratados por duas horas com Talidomida em diferentes concentracées (50,
100 e 500 pg/ml) e estimulados com a bactéria ou com LPS. Apés 24 horas

de incubacéao, a producédo dos mediadores inflamatorios foi determinada.

Conforme demonstrado na Figura 7, o estimulo com LPS foi capaz de
induzir a produgdo de IL-6, TNF-o. e Oxido Nitrico por macréfagos
inflamatorios e esta producéo foi diminuida quando as células foram tratadas
previamente com Talidomida. Entretanto, de forma surpreendente, a
Talidomida ndo foi capaz de diminuir a producdo destes mediadores
inflamatorios na presenca da bactéria, mesmo quando foram usadas
concentragfes mais elevadas (500 ug/ml). Além disso, a andlise da producao
de Oxido Nitrico revelou um fato surpreendente: em resposta a Brucella, o
tratamento com Talidomida induziu um aumento na concentracdo deste
mediador. Esses resultados sugerem que o estimulo com a Brucella pode ser
suficientemente forte na inducdo IL-6 e TNF-a ndo sendo por isso afetado

pelo tratamento com a Talidomida. Além disso, estes resultados também nos
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permitem inferir que a Brucella é capaz de induzir a producdo destes
mediadores inflamatoérios utilizando vias diferentes do LPS e que ndo sao
afetadas pelo tratamento com Talidomida. Por fim, o surpreendente aumento
na producdo de NO encontrado em macréfagos tratados com Talidomida
poderia ser o responsavel pela maior eficiéncia na eliminacdo do patdégeno,

explicando a menor carga bacteriana recuperada em animais tratados e

infectados.
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Figura 7: Producéo de IL-6 (A), TNF-a (B) e Oxido Nitrico (C) por macréfagos peritoneais tratados
com Talidomida. Macréfagos peritoneais foram extraidos, tratados com Talidomida por 2 horas e
estimulados com B. abortus (10° bactérias/célula) ou LPS de E.coli (1ug/ml). Como controles foram
utilizadas células ndo submetidas ao tratamento ou células tratadas mas ndo estimuladas. Apés 24
horas de cultivo, a concentragéo de citocinas no sobrenadante foi determinada por ELISA enquanto a
producéo de Oxido Nitrico foi determinada pelo método de Griess (*) diferenca significativa em relag&o
as células nao tratadas. p<0,05
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5.3 Avaliacdo da proliferacdo celular em esplendcitos tratados com

Talidomida

Diferentes trabalhos tém evidenciado que a infec¢do aguda por B. abortus
€ capaz de induzir uma imunossupressdo temporaria, baseada
principalmente na auséncia de resposta de células T. Este fato tem sido
evidenciado pela diminuicdo na proliferacédo celular em resposta a mitbgenos
como a Concanavalina A (Spera et al., 2006; Rodrigues-Zapata et al., 1996).
Assim, uma vez que a Talidomida é capaz de induzir a producéo de IL-2 e
consequente proliferacdo celular (HASLETT et al., 1998), avaliamos se o
tratamento com esta droga é capaz de reverter a imunossupresséao induzida

pela infeccdo com B. abortus.

Conforme explicitado na Figura 8, esplendcitos oriundos de animais nao
infectados exibem intensa proliferacdo celular quando estimulados com o
mitégeno Concanavalina A. Entretanto, conforme esperado, esplendcitos de
animais infectados por uma semana com a Brucella abortus S2308 ndo séo
capazes de responder da mesma maneira ao mitdbgeno, apresentando
reduzido indice de proliferacdo. Em contrapartida, o tratamento prévio com
Talidomida por sete dias antes da infeccado parece reverter, pelo menos de
forma parcial, a imunossupressado induzida pela bactéria, aumentando de
forma significativa a proliferacédo celular. Estes resultados poderiam justificar
0 aumento na producdo de IFN-y encontrada nos estudos de Queiroz e
colaboradores (2012) visto que o tratamento poderia aumentar o nimero de

células produtoras desta citocina.
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Figura 8: indice de proliferacdo de esplendcitos tratados com Talidomida e infectados com B. abortus.
Esplendcitos foram cultivados por 72 horas na presenca do mitdgeno Concanavalina A (5ug/ml). Ao término
do periodo de incubagéo as células foram incubadas com 5mg/ml de MTT por mais 4 horas. Os cristais de
MTT foram entdo diluidos em DMSO e a leitura realizada em espectrofotbmetro. O indice de proliferacado foi
calculado com base na metabolizacdo do MTT de células estimulas e ndo estimuladas. NI-Grupo nao
infectado; INF-Grupo infectado com B. abortus; TRAT +INF-Grupo tratado e infectado com B. abortus. (*)
significativo em relagé@o ao grupo NI, (#) significativo em relag&o ao grupo INF. p<0,05.
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5.4 Anélise do percentual das células regulatorias apos tratamento com

Talidomida

Diversos patogenos utilizam as mais variadas estratégias para
manipular os mecanismos regulatorios do sistema imune e assim assegurar a
sua sobrevivéncia. Uma destas estratégias envolve a inducdo de respostas
regulatérias que sado normalmente associadas com o término das respostas
imunes normais do hospedeiro (BELKAID, 2007). Em relacdo a Brucella,
diferentes trabalhos ja mostraram que este patdégeno € capaz de induzir
mecanismos de imunossupressdo associados a presenca de células T
regulatérias (SPERA et al., 2006; Pasquali et al., 2010). Assim, uma vez que
a Talidomida foi capaz de reverter a perda da responsividade de linfécitos
induzida pela bactéria, avaliamos se este farmaco € capaz de modificar a
populacdo de células T regulatérias induzida pela infeccdo com B. abortus.
Para isso, o nimero e percentual de células T CD4FoxP3* e CD8FoxP3" foi

determinado no bacgo de animais infectados e tratados com Talidomida.

Conforme evidenciado na Figura 9, a infeccao por Brucella induziu um
aumento consideravel no nimero e percentual de linfécitos T CD4" com perfil
regulatorio (expressando o fator de transcricdo FoxP3). Além disso, de forma
interessante, também encontramos um significativo aumento na populagéo
de células T CD8FoxP3" em animais infectados com B. abortus. Estes
resultados demonstram que a bactéria € capaz de induzir um perfil regulatorio

composto tanto por células T CD4" quanto T CD8".

Entretanto, de maneira ainda mais surpreendente, o tratamento com
Talidomida foi capaz de induzir uma redugéo significativa na populagdo de
células regulatorias de ambos os tipos (CD4 e CD8), retornando a niveis
semelhantes aos dos animais que nao foram infectados com o patégeno.
Assim, embora mais estudos sejam necessarios, estes resultados sugerem
gue o aumento na proliferacdo celular e na producdo de citocinas
inflamatoérias (Queiroz, 2012) encontrados em animais tratados com
Talidomida pode ser uma consequéncia da redugéo na populacdo de células

T regulatorias.
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Figura 9: Percentual e numero de células regulatérias CD4+FoxP3+ e
CD8+FoxP3+ no baco. Camundongos C57BL/6 foram tratados ou nao com
Talidomida (150mg/Kg/dia), infectados com B. abortus S2308 (10°bact/animal) e
sacrificados ap6s uma semana de infeccdo. Esplendcitos destes animais foram
entdo retirados e marcados com anticorpos anti-CD4 e anti-FoxP3 ou anti-CD8 e
anti-FoxP3. (A) Dot-plots representativos de um experimento com 4 animais. (B e D)
representacdo grafica do percentual e nimero de células T CD4'FoxP3". (C e E)
representacao grafica do percentual e nimero de células CD8"FoxP3*. (*) p< 0.05,
em relacdo ao grupo nao infectado. (#) p< 0,05 em relacéo ao grupo infectado.
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5.5 Analise da sobrevivéncia de animais deficientes da citocina IFN-y tratados

com Talidomida e infectados com Brucella abortus.

Resisténcia a patdgenos intracelulares facultativos como a Brucella
depende basicamente da resposta celular adquirida caracterizada pela
ativacdo de linfécitos T e subsequente ativacdo e aumento do poder
bactericida de macrofagos. Interferon-gama € uma citocina diretamente
envolvida neste processo e de fundamental importédncia no controle da
Brucelose murina (KO et al., 2002). A importancia crucial desta citocina em
resposta a Brucella tem sido evidenciada por diversos trabalhos nos quais
animais knockouts para IFN-y morrem apdés a infeccdo com a cepa virulenta
S2308 da Brucella abortus (BRANDAO et al., 2011; MURPHY et al., 2001).
Assim, uma vez que a Talidomida é capaz de potencializar a resposta imune
contra a Brucella, além de induzir uma maior producdo de Oxido Nitrico por
macrofagos, a capacidade deste farmaco em aumentar a sobrevivéncia de
animais deficientes para IFN-y foi avaliada. Para isso, camundongos IFN-y”
foram tratados com Talidomida e infectados com B. abortus S2308. Como
controles foram utilizados camundongos IFN-y”" n&o tratados e camundongos
C57BL/6 tratados ou néo.

Conforme demonstrado na Figura 10, todos os animais deficientes
para IFN-y sucumbiram a infec¢@o por Brucella em até 42 dias. Entretanto,
embora a Talidomida seja capaz de reduzir a carga bacteriana, o tratamento
nao foi capaz de modificar significativamente a susceptibilidade destes
animais que morreram em até 48 dias. Estes achados demonstram que a
potencializacdo da eliminacdo bacteriana induzido pela Talidomida depende

basicamente da producéo da citocina IFN-y.

Em contraste ao ocorrido com os animais knockout, no dia 50 apds a
infec¢do, quando o experimento foi interrompido, todos os animais C57BL/6,

tratados ou ndo, ainda permaneciam vivos.
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Figura 10: Avaliacdo da sobrevivéncia de animais IFN-y” tratados com talidomida e infectados
com B. abortus. Camundongos C57BL/6 e IFN-y”" foram tratados com Talidomida (150mg/Kg/dia)
durante 7 dias e entdo infectados com B. abortus S2308 (1x10° bactérias/animal). Como controles
foram utilizados animais C57BL/6 e IFN-y" ndo tratados com Talidomida. O percentual de
sobrevivéncia foi observado diariamente durante 50 dias
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5.6 Avaliacdo da influéncia do tratamento com Talidomida na protecéo

induzida pela vacinacdo com a cepa vacinal RB51

A prevencdo da brucelose humana, até o momento, depende da
erradicacao ou controle da doenca no animal hospedeiro uma vez que nao
existem formas de imunizacdo seguras para seres humanos. Dentre as
diversas vacinas existentes, a administragcdo de cepas vivas atenuadas,
como a cepa rugosa RB51, tem sido a estratégia mais eficiente. Apesar
disso, um problema inerente destas cepas € sua baixa persisténcia no
hospedeiro, o que pode impedir o estabelecimento de uma imunidade
protetora eficiente. Assim, muitos esforgos tém sido focados na construcao
de vacinas mais eficazes ou de compostos que sejam capazes de
potencializar as vacinas ja existentes. Neste contexto, uma vez que a
Talidomida tem demonstrado grande potencial em aumentar a eliminagcéao da
Brucella abortus in vivo, avaliamos se o tratamento com esta droga é capaz
de melhorar a protecao induzida pela vacinagédo com a cepa RB51. Para isso,
camundongos C57BL/6 foram tratados com Talidomida conforme descrito,
vacinado com RB51 e, apds seis semanas, desafiados com a cepa virulenta

S2308. O numero de UFC foi determinado apds duas semanas de infecgéo.

Conforme esperado, a vacinacdo com a cepa RB51 foi capaz de
diminuir significativamente o nimero de unidades formadoras de colbnias
recuperadas no baco. O mesmo ocorreu com animais tratados com
Talidomida, onde a reducdo foi bem semelhante. Apesar disso, néo foi
percebido um efeito sinérgico entre o tratamento com Talidomida e a

vacinacdo, demonstrando que a Talidomida ndo € capaz de aumentar a

protecdo conferida pela vacinacdo com a cepa rugosa RB51 (Figura 11).
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Figura 11: Influéncia do tratamento com Talidomida na protecdo induzida pela vacinacgao.
Camundongos C57BL/6 foram tratados com Talidomida (150mg\Kg\dia) durante 7 dias e vacinados
com 10° bactérias da cepa RB51. Apds seis semanas da vacinacdo, os animais foram desafiados com
10° bactérias da cepa S2308. O sacrificio ocorreu duas semanas apos o desafio. Como controles foram
usados animais ndo tratados e nao vacinados, animais somente vacinados e animais somente tratados.

(*) significativo em relagéo aos animais nédo tratados. P<0,05.
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6 DISCUSSAO

Por ser considerada uma zoonose antiga e amplamente difundida em
todo mundo, a Brucelose, causada pela B. abortus, é uma grave doenca que
representa uma importante causa de morbidade além de causar grandes
prejuizos econdmicos visto que estad associada a infertilidade e aborto em
animais. Embora o tratamento da brucelose seja eficiente, ainda ndo existem
vacinas eficazes para a prevencao desta doenca em humanos. Além disso,
apesar dos grandes progressos obtidos no modelo murino, muitos
mecanismos imunolégicos induzidos pela B. abortus no hospedeiro ainda
permanecem obscuros e necessitam ser desvendados.

Apesar das grandes lacunas ainda existentes, ja estd bem
estabelecido que uma resposta Tyl, com elevada producdo de IFN-y, bem
como a acio de células T CD8" sdo extremamente importantes na eliminagio
deste patdgeno (MURPHY et al., 2001; OLIVEIRA et al.,1995; BRANDAO et
al., 2012). Assim, uma vez que a Talidomida é capaz de induzir um perfil Tyl
e co-estimular células T CD8", aumentando sua proliferacdo (HASLETT et al.,
1998), Queiroz (2012) avaliou se o tratamento com Talidomida seria capaz de
potencializar a resposta imune contra a infeccdo com B. abortus. Estes
estudos de nosso grupo demonstraram que o0 tratamento prévio com
Talidomida na concentracdo de 150mg/Kg/dia é capaz de aumentar a
eliminacdo do patégeno, diminuindo o nuimero de bactérias no baco e
aumentando a producdo de IFN-y, TNF-a e IL-12, tipicas de um perfil Tyl.
Além disso, este trabalho também evidenciou um maior percentual de células
T CD8" associado ao aumento do potencial citotéxico em animais tratados.
Com base nestes achados, o presente estudo visa determinar outros
mecanismos imunolégicos envolvidos neste aumento de resisténcia a B.
abortus e que tenham sido modificados pelo tratamento com Talidomida.

Primeiramente, a influéncia da Talidomida no combate a Brucella foi
confirmada através da determinacdo do numero de bactérias recuperadas no
baco de animais tratados. Conforme demonstrado na Figura 6, e em
concordancia com os resultados anteriores (QUEIROZ, 2012), o tratamento

com Talidomida foi capaz de potencializar a resposta imune contra o
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patdgeno induzindo uma reducédo de aproximadamente 10 vezes na carga
bacteriana presente no baco, apds uma semana de infeccdo. Estes
resultados demonstram claramente que a Talidomida e capaz de modular a
resposta imune de forma a aumentar sua eficiéncia e consequentemente
limitar a infecc&o por B.abortus.

E interessante ressaltar que, embora néo tenha sido realizado nenhum
experimento especifico, as caracteristicas da droga e a forma de tratamento
utilizada aqui e nos estudos de Queiroz (2012) nos permitem inferir que a
acao da Talidomida ndo ocorre diretamente sobre o patdgeno. Esta
proposicdo se baseia no fato de que o tratamento posterior a infec¢cao nao foi
capaz de alterar a carga bacteriana esplénica (QUEIROZ, 2012). Além disso,
nos protocolos de tratamento prévio utilizados neste estudo, o curto tempo de
meia vida associado a Talidomida (cerca de 8 horas — bula Talidomida)
assegura que a droga ja se encontrava completamente metabolizada no
momento da infeccdo com o patégeno. Assim, o provavel mecanismo pelo
qual o tratamento diminui a carga bacteriana é através da modulacdo do
sistema imune.

Uma vez confirmada a acdo da droga sobre a carga bacteriana, o
proximo objetivo do estudo foi determinar se a Talidomida seria capaz de
modificar mecanismos da resposta imune inata que atuem contra a infeccéo.
Para isso, macrofagos peritoneais foram extraidos de camundongos
C57BL/6, tratados com diferentes concentracdes de Talidomida e entdo
infectados com B. abortus ou estimulados com LPS. A escolha dos
macrofagos como representantes da imunidade inata se baseou no fato de
gue estas células sdo consideradas os principais locais de sobrevivéncia e
replicacdo da bactéria (SANGARI et al., 1996) sendo também importantes na
resisténcia do hospedeiro contra o patdgeno (ARCHAMBAUD et al., 2010).

Conforme esperado, houve uma significativa diminuicdo na producao
de mediadores inflamatérios (TNF-a, IL-6 e NO) em macréfagos tratados com
Talidomida e estimulados com LPS. Estes achados estdo de acordo com os
estudos de Nomam e colaboradores (2009 a,b) os quais também
evidenciaram uma diminuicdo na producdo de TNF-a e 6xido nitrico em
macrofagos tratados com Talidomida e estimulados com LPS. Além disso,

estes resultados confirmam o carater anti-inflamatorio tipico da Talidomida.
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Apesar desta diminuicdo na producdo de citocinas e oxido nitrico em
resposta ao LPS, a Talidomida néo foi capaz de diminuir a producdo destes
mediadores quando os mesmos foram estimulados com B. abortus (Figura
7). Além disso, de forma surpreendente, a analise da concentracdo de Oxido
nitrico revelou um significativo aumento na producdo deste composto em
células tratadas com a droga. Estes resultados sugerem que o estimulo com
Brucella poderia ser suficientemente forte para induzir a producdo destes
mediadores apesar da acdo da Talidomida. Outra hipétese seria que a
producédo de citocinas e, principalmente de 6xido nitrico, ocorreria através de
vias diferenciadas que ndo sao afetadas pela acdo da Talidomida. De fato,
nos estudos de Nomam e colaboradores (2009-b) também foram encontrados
estimulos que induziam a producdo de NO mesmo apds o tratamento com
Talidomida. Estes autores sugerem que a acao da Talidomida ocorra sobre a
molécula MyD88 (adaptador comum na via de sinalizacdo da maioria dos
receptores do tipo Toll) e que esta producdo de Oxido Nitrico seja realizada
de maneira MyD88 independente.

Apesar da necessidade de mais estudos para confirmar as hipoteses
acima, nossos resultados nos permitem sugerir que o Oxido Nitrico € um
possivel favorecedor da eliminacdo do patégeno em animais tratados com
Talidomida.

Uma interessante propriedade da Talidomida é a inducdo de
proliferacéo celular que ocorre principalmente em linfécitos T CD8". Haslett e
colaboradores (1998) demonstraram que esta droga é capaz de agir sobre
linfécitos estimulando sua proliferacdo de forma dependente da citocina IL-2.
Em contrapartida, diferentes trabalhos demonstraram que a infecgdo por B.
abortus é capaz de induzir imunossupresséo evidenciada principalmente pela
auséncia de proliferacdo de linfécitos T em resposta a mitbgenos, como a
Concanavalina A. Esta auséncia de proliferacdo pode funcionar como um
mecanismo de escape do sistema imune utilizado pelo patégeno para
favorecer sua sobrevivéncia (SPERA et al., 2006; RODRIGUES-ZAPATA et
al.,, 1996). Para determinar se a Talidomida é capaz de alterar este
mecanismo de escape induzido pela Brucella, avaliamos o indice de
proliferacdo celular de esplendcitos provenientes de animais tratados ou néo

com Talidomida e estimulados com Concanavalina A. Em concordancia com
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os trabalhos prévios, esplendcitos de animais infectados apresentaram menor
indice de proliferacdo celular quando comparados aos esplendcitos de
animais ndo infectados (Figura 8). Entretanto, o tratamento prévio com
Talidomida, demonstrou reverter de forma parcial esta imunossupressao
induzida pela bactéria, aumentando a proliferacdo celular apds a infeccéo.
Essa maior proliferacdo de linfocitos encontrada neste trabalho
provavelmente contribui para a melhor eliminagdo do patégeno e pode
explicar o aumento no percentual de células T CD8" e a maior producéo de
IFN-y encontrados nos estudos de Queiroz e colaboradores (2012).

Diversos estudos tém demonstrado a importancia das células
regulatérias na modulacdo do sistema imune induzida por diversos tipos de
patdgenos. Neste contexto, estas células poderiam atuar diminuindo a
proliferacdo celular, produzindo citocinas imunossupressoras (como a IL-10 e
TGF-B) ou ainda induzindo a apoptose de células efetoras, favorecendo
assim a cronicidade das infec¢cdes (HISAEDA et al., 2004; TAYLOR et al.,
2005; WALTHER et al., 2005). Em modelos de infeccdo por Brucella, ja foi
demonstrado que a bactéria € capaz de evitar a ativacdo de macrofagos por
induzir células T regulatorias (CD4'CD25") a produzirem a citocina IL-10. A
deplecédo destas células T regulatorias foi capaz de aumentar a resisténcia ao
patdgeno, o que ficou evidente pelo menor nimero de bactérias recuperadas
no baco destes animais (PASQUALI et al., 2010). Assim, uma vez que as
células regulatérias parecem ser importantes para a sobrevivéncia do
patégeno, avaliamos a acdo da Talidomida sobre este tipo de células. De
forma interessante foi encontrado um significativo aumento no numero e
percentual de células CD4" e CD8" com perfil regulatério (expressando o fator
de transcricdo FoxP3), apls a infeccdo com o patégeno. Entretanto, de
maneira surpreendente, o tratamento com Talidomida foi capaz de diminuir
significativamente o nimero destas células (CD4FoxP3" e CD8FoxP3%).

A diminuicdo na populagédo de células T regulatorias pelo tratamento
com Talidomida também foi encontrada nos estudos de Yang e
colaboradores (2008). Estes pesquisadores relataram que pacientes com
Mieloma multiplo apresentam um aumento na populacdo de células T CD4

regulatdrias e que esta populacdo encontrava-se reduzida naqueles
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submetidos ao tratamento com Talidomida. Além disso, trabalhos recentes
realizados por Skorka e colaboradores (2014), evidenciaram que a
Talidomida é capaz de agir diferencialmente sobre o fator de transcri¢cao
NF-xB diminuindo a atividade de células regulatorias. Assim, acreditamos
gue o aumento na producao de citocinas inflamatorias percebida por Queiroz
(2012), aliado ao aumento na proliferacédo celular encontrada aqui, podem ser
consequéncias da alteracdo na populacdo de células regulatorias induzida
pelo tratamento com Talidomida. Entretanto, apesar destes importantes
achados, outros estudos sédo necessarios para confirmar esta hipotese, bem
como para determinar as formas de acéo destas células T regulatorias.

O IFN-y € uma citocina critica para o controle da infeccao por Brucella
no hospedeiro (MURPHY et al., 2001). A importancia do IFN-y no controle da
Brucella foi mostrada pela primeira vez, in vivo, por Zhan e colaboradores
(1993) que usaram anticorpos monoclonais capazes de depletar ou
neutralizar a acdo desta citocina em camundongos, 0 que resultou em uma
expressiva exacerbacdo da infeccdo. O papel crucial desta citocina foi
definitivamente confirmado através da utilizacdo de camundongos
“Knockouts” (IFN-y") para IFN-y. Estes animais ndo sdo capazes de
combater eficientemente a bactéria e acabam sucumbindo a infeccdo
(BANDAO et al., 2011; MURPHY et al., 2001). Em nosso estudo, utilizamos
camundongos IFN-y"' para avaliar se o tratamento prévio com Talidomida,
seria capaz de aumentar a sobrevivéncia desses animais visto que o farmaco
potencializa a resposta imune contra a Brucella, além de induzir uma maior
producdo de Oxido Nitrico por macréfagos. Embora em camundongos
normais a Talidomida aumente a eliminacéo da bactéria, 0 mesmo néo correu
em animais IFN-y” que morreram entre os dias 42 e 48 p6s infeccdo, se
igualando agueles que nao receberam tratamento (Figura 10). Sendo assim,
€ possivel sugerir que as acdes da Talidomida para potencializar a
eliminacao da Brucella sejam dependentes da citocina IFN-y .

A vacinacdo é uma das medidas mais eficazes na redugcdo da
prevaléncia e incidéncia da brucelose e tem contribuido enormemente para o
sucesso de muitos programas, especialmente na fase de controle da doenca.

A vacinagdo animal é considerada um dos métodos mais préticos e eficazes
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na reducédo da doenca ja que, até o momento, ndo existem formas eficazes
de imunizacdo em humanos, como cita Moriydn e colaboradores (2004).
Atualmente, apenas trés vacinas vivas atenuadas sao recomendadas para o
controle da infeccao por B. abortus em bovinos: B. abortus 45/20, B. abortus
S19 e B. abortus RB51 e todas elas apresentam importantes limitagdes
(AVILA-CALDERON et al.,, 2013). No presente estudo, a cepa RB51 foi
utilizada para determinar se o tratamento prévio com Talidomida seria capaz
de influenciar na protecdo induzida por essa cepa vacinal. Os resultados
demonstraram que, apesar do potencial da Talidomida em estimular o
sistema imune, ndo foi encontrada diferenca na protecdo induzida pela
vacinagcdo em animais tratados ou ndo com Talidomida (Figura 11). Este fato
pode estar relacionado ao uma baixa persisténcia da cepa RB51 no interior
do organismo hospedeiro, uma vez que a Talidomida aumentou a
proliferacdo celular e diminuiu a populacdo de células regulatorias.

Em resumo, os resultados apresentados neste trabalho sugerem uma
nova aplicabilidade para a Talidomida ja que, suas acbes sobre o sistema
imune foram capazes de potencializar a eliminacdo da bactéria B. abortus in
vivo. Essa acdo da Talidomida parece estar relacionada a diminuicdo da
imunossupressao induzida pelo patdégeno (diminuicdo de células regulatérias
e aumento da proliferagcdo celular) bem como aumento da producdo de
mediadores inflamatérios como o Oxido Nitrico. Além disso, 0 aumento da
resisténcia a Brucella induzido pela Talidomida mostrou-se dependente da
citocina IFN-y.

E importante ressaltar que nosso foco ndo é sugerir o tratamento de
infeccBes por Brucella com a droga Talidomida. A conhecida teratogenicidade
e neuro-toxicidade apresentada por esta droga em conjunto com sua curta
meia vida impdem sérias restricbes ao seu uso em humanos e animais.
Entretanto, nosso estudo sugere, de forma fundamentada, o uso de
compostos semelhantes a Talidomida (Analogos) que consigam manter suas
habilidades co-estimulatérias, mas subvertam as acfes tOxicas deste

composto.
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7 CONCLUSOES

e A talidomida é capaz de potencializar a eliminacdo da bactéria Brucella
abortus in vivo, de forma dependente da citocina IFN-y.

e A menor susceptibilidade de animais tratados com Talidomida
provavelmente esta relacionada a maior producéo de Oxido Nitrico por
macréfagos e a diminuicdo da imunossupressao induzida por este
patdégeno.

e Embora a Talidomida seja eficiente em aumentar a eliminagcdo da
Brucella, sua acdo ndo é capaz de potencializar a protecéo induzida

pela vacinacdo com a cepa RB51.
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