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NOTA PRELIMINAR

Este trabalho foi elaborado visando ao atendimento da Resolu¢do UNESP — 27,
de 15 de abril de 2009. Trata-se de uma analise sistematica de parte da producgdo
cientifica do autor, gerada durante e apos seu doutoramento, buscando contextualizar tal
producdo, com énfase em sua contribui¢do para o avanco das areas de conhecimento
envolvidas.

Cabe salientar que, para garantia da mais absoluta fidelidade dos dados
apresentados neste texto, ndo foram incluidos resumos ou trabalhos apresentados em
eventos cientificos, tendo sido incluidos apenas trabalhos publicados em periddicos com
avaliacdo por conselho editorial e por pares. Eventualmente, foram utilizados capitulos
de livros ou livros-texto produzidos pelo autor.

O texto é acompanhado das separatas dos trabalhos publicados que deram
suporte a analise apresentada, de forma que toda a informacao original esteja disponivel

aos leitores, sem que o texto se tornasse excessivamente longo e enfadonho.
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RESUMO

Imunidade inata, patogénese e diagnéstico de salmonelose, brucelose e

leishmaniose — Renato de Lima Santos

Este trabalho traz uma revisdo sistemdtica e critica de parte da produgdo
cientifica de seu autor. O trabalho incluiu trés linhas de pesquisa, incluindo a
salmonelose, brucelose e leishmaniose. Cada uma destas linhas é discutida em um
capitulo individual. A maior parte dos dados discutidos neste trabalho se referem a
patologia, patogénese, interacdo patdgeno-hospedeiro, imunidade inata e diagndstico
destas doengas. Ao invés de serem organizados como revisdo de literatura tradicional,
os capitulos enfatizam a contribuicdo cientifica das publicacdes do autor nestas areas do

conhecimento.

Palavras-chave: Brucella, Salmonella, Leishmania
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ABSTRACT

Innate immunity, pathogenesis and diagnosis of salmonellosis, brucellosis, and

leishmaniasis — Renato de Lima Santos

This work provides a systematic and critical review of part of the scientific
production of its author. It includes three research topics, namely salmonellosis,
brucellosis, and leishmaniasis. Each one of these topics is discussed in individual
chapters. Most of the data discussed here refers to pathology, pathogenesis, host-
pathogen interactions, innate immunity, and diagnosis of these diseases. Instead of
being organized as a traditional literature reviews, the chapters actually emphasize the

scientific contribution of the author’s publications in each of these fields.

Key words: Brucella, Salmonella, Leishmania
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“Il n'existe pas de sciences appliquées,
mais seulement des applications de la science”

[Nao existe ciéncia aplicada, mas somente a aplicag¢do da ciéncia]

Louis Pasteur (1822 — 1895), em Lion, Franga, 11 de setembro de 1872.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

A 4rea de patologia veterindria permite grande amplitude de atuagdo em
pesquisa cientifica, uma vez que se trata de disciplina basica para vérias outras areas da
medicina veterinaria. Além disso, a pesquisa em patologia permite possibilidades de
interagcdo com a pesquisa basica e de patologia comparada. Neste contexto, nosso grupo
se estruturou priorizando pesquisas na area de patologia, patogénese e diagndstico de
doencas infecciosas. Detalhes sobre a composicdo atual do nosso grupo de pesquisa
podem ser obtidos na base de dados do CNPq em
http://dgp.cnpq.br/buscaoperacional/detalhegrupo.jsp?grupo=033350518IU3AK
(Diretério dos Grupos de Pesquisa cadastrados no CNPq).

Este trabalho tem como objetivo realizar uma revisdo critica dos trabalhos
produzidos por nosso grupo de pesquisa e, principalmente, contextualizar a contribuicio
que estas publicagdes representam em seus respectivos campos de estudo. Os trabalhos
selecionados para compor este texto incluem contribui¢des nos tdpicos de salmonelose,
brucelose e leishmaniose, o que evidencia o interesse do grupo por doengas infecciosas,
particularmente aquelas com potencial zoondtico. Outro componente importante deste
trabalho ¢ que o mesmo foi também influenciado pelo interesse do grupo em doencgas da
reproducdo, tendo em vista a formagdo prévia do autor nesta area (mestrado em
reprodugdo animal).

O trabalho foi estruturado em capitulos abordando cada um dos trés temas
principais. A grafia original em inglés de diversos termos foi mantida para facilitar
eventuais buscas em bases de dados pelos leitores interessados. Cabe salientar que

nenhum dos capitulos seguintes tem como proposta uma revisdo de literatura tradicional
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ou completa dos tdpicos abordados, mas sim a contextualiza¢do da produc¢do cientifica
do autor nos campos do conhecimento abordados. Portanto, para evitar a repeti¢do
enfadonha de dados originais ja publicados, o texto ¢ limitado na apresentacdo de dados,
que sdo apresentados em sua integralidade na se¢do de anexos no formato de separatas
dos trabalhos ja publicados.

Cabe salientar que a produgdo cientifica do autor durante este periodo engloba
varios itens, particularmente relacionados a patologia diagndstica, que ndo foram
incluidos no presente trabalho, para que o mesmo pudesse ser coeso e representativo
dos principais topicos de pesquisa desenvolvidos no periodo. Portanto, vale ressaltar
que, devido ao critério adotado, diversos trabalhos bastante relevantes ndo serdo
incluidos nos capitulos subsequentes. Como exemplificagdo de contribuigdes
relativamente relevantes que ndo serdo incluidas, poderiamos mencionar trabalhos
experimentais como a validacdo de métodos moleculares de diagnodstico de Febre
Aftosa em condi¢des de surto da doenga a campo no Brasil (PAIXAO et al., 2008
[Anexo 1]). Para execucdo deste estudo, desenvolvido em parceria com colaboradores
americanos e com suporte financeiro do USDA (United States Department of
Agriculture), foi necessario praticamente o deslocamento de um laboratorio inteiro para
as instalagdes do Ministério da Agricultura em Belém, PA (LANAGRO-Belém), além
do estabelecimento da logistica necessdria para a colheita de material a campo durante
dois surtos de Febre aftosa que ocorreram nos anos de 2004 e 2005, nos municipios de
Carero da Varzea (AM) e Eldorado/Japora (MS), respectivamente. Cabe ressaltar que o
método de diagndstico mencionado permite identificar animais infectados ainda durante
o periodo de incubagdo, sendo que o tempo requerido para sua execuc¢do pode ser

medido em poucas horas, enquanto o método tradicional de isolamento viral requer
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varios dias para um resultado definitivo. Tal agilidade no diagndstico é extremamente
importante no caso de uma doenga altamente contagiosa e da mais absoluta relevancia
sanitaria e econdmica, como € o caso da Febre Aftosa. Outros trabalhos experimentais
relevantes incluem o desenvolvimento de um método de diagnostico in situ para
reticuloendoteliose, que proporcionou a expansdo do conhecimento da patogénese da
doenca (SANTOS et al., 2008a [Anexo 2]) e um método para diagnostico da infec¢do
por Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis (KHARE et al., 2004 [Anexo 3]),
que permitiu aumento da sensibilidade diagndstica pela associacdo de método
imunomagnético com amplificagio de DNA gendmico do organismo a partir de
amostras de fezes ou leite (KHARE et al.,, 2004 [Anexo 3]), o que melhora
enormemente a eficiéncia do diagnostico se comparado ao isolamento do organismo,
que neste caso ¢ um processo extremamente demorado. A relevancia deste trabalho
pode ser comprovada pelas dezenas de citagdes do mesmo nas bases de dados Scopus e
Web of Science.

Um numero significativo de publica¢des sobre estudo de casuistica ou relatos de
casos, que sdo um aspecto relevante do trabalho de pesquisa na area de patologia
diagndstica, também ndo foram incluidos nos capitulos subsequentes deste texto. Para
exemplificar a importancia de alguns destes trabalhos, menciono o primeiro relato de
infecgdo por herpesvirus ovino tipo 2 em equino, um dos agentes causadores de Febre
Catarral Maligna em bovinos (COSTA et al., 2009 [Anexo 4]), a primeira confirmagao
in situ da infec¢do por Sarcocystis neurona associado a mieloencefalite no Brasil
(PAIXAO et al., 2007 [Anexo 5]) e o primeiro relato de meningioma orbital em bovino

(REIS JR. et al., 2007 [Anexo 6]).
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CAPITULO 2. IMUNIDADE INATA E PATOGENESE DA INFECCAO POR

SALMONELLA ENTERICA

2.1. Salmonelose

O termo salmonelose se refere a doenca causada pela infec¢do por organismos
do género Salmonella no homem e em diversas espécies de animais. Durante os ultimos
anos, inclusive durante o periodo de doutoramento do autor na Texas A&M University
(1998 — 2001; College Station, Texas, EUA), nosso grupo produziu, além de artigos
com dados originais, algumas publica¢des de revisdo de literatura que serdo utilizadas
na elaboragdo deste texto (SANTOS et al.,, 2001a [Anexo 7]; ZHANG et al., 2003
[Anexo 8]; SANTOS et al., 2003 [Anexo 9]; SANTOS & BAUMLER, 2004 [Anexo
10]; SANTOS et al., 2009 [Anexo 11]). A infec¢do por Salmonella no homem e nos
animais domésticos, sempre envolve algum sorotipo da espécie Salmonella enterica.
Sdo reconhecidos mais de 2.500 diferentes sorotipos de S. enterica (BRENNER et al.,
2000), sendo alguns considerados hospedeiro-especificos, como S. enterica sorotipos
Typhi, Paratyphi A, B e C, que em condi¢gdes naturais s¢ infectam o homem, enquanto
outros sorotipos sdo hospedeiro-adaptados, como S. enterica sorotipos Cholerasuis e
Dublin, que tem suinos e bovinos como hospedeiros preferenciais, respectivamente.
Existem ainda inimeros sorotipos, como o Typhimurium, que infectam ampla variedade
de espécies de hospedeiros (MEAD et al., 1999).

Sob o ponto de vista da doenca no homem, os sorotipos Typhi e Paratyphi A, B
e C, causam uma doenca sistémica denominada febre tifdide. Os sorotipos adaptados a

outros hospedeiros, como Cholerasuis ¢ Dublin, podem esporadicamente infectar o

28



homem, podendo resultar em quadro bacterémico. Contudo, a manifestagdo mais
comum de salmonelose no homem ¢ uma doenga entérica causada pela infeccdo por
sorotipos ndo-tiféides, principalmente os sorotipos Typhimurium e Enteritidis. Nestes
casos, a doenca ¢ decorrente de infec¢do alimentar, sendo as principais fontes de
infec¢do, produtos de origem animal contaminados, principalmente ovos e carne de
frango, porco ou bovino (GALBRAITH, 1961; MEAD et al., 1999; STEVENS et al.,

2009).

2.2. Mecanismos moleculares de patogénese de Salmonella enterica

Nesta sec¢do serdo discutidos primariamente os mecanismos da patogénese da
enterite induzida por Salmonella ndo-tiféide e, eventualmente alguns mecanismos de
patogénese de Salmonella enterica sorotipo Typhi, principalmente para fins de
comparacao.

No inicio da década de 1990, as técnicas de manipulacdo genética de
Salmonella, propiciaram um avan¢o muito significativo no conhecimento da patogénese
deste organismo (FALKOW, 2004). A partir desta fase, varios genes codificadores de
fatores de viruléncia de Salmonella foram identificados e, geralmente, mapeados em
regides do genoma conhecidas como ilhas de patogenicidade (SPI, do inglés Salmonella
Pathogenicity Island). As duas primeiras SPIs identificadas sd3o extremamente
importantes para a patogenicidade de Salmonella, por codificarem componentes e
efetores de sistemas de secre¢do do tipo III — SST3 (ZHANG et al., 2003 [Anexo §];
SANTOS et al., 2003 [Anexo 9]). Os SST3 tem estrutura semelhante a uma agulha de

inje¢do (KUBORI et al., 2000) que permite a translocacdo de proteinas efetoras
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bacterianas diretamente no citoplasma de células do hospedeiro. Estas proteinas efetoras
influenciam vias de sinalizacdo intracelular e o citoesqueleto da célula (DARWIN &
MILLER, 1999; DEVINNEY et al., 2000; GALAN & ZHOU, 2000). O SST3
codificado pela SPI-1 ¢ essencial para invasd@o da mucosa intestinal, enquanto o SST3
da SPI-2 ¢ essencial para sobrevivéncia intracelular da Salmonella em células do
hospedeiro, particularmente em macrofagos (ZHANG et al., 2003 [Anexo 8]; SANTOS
et al., 2003 [Anexo 9]). Estes dois SST3 sdo essenciais para a patogenicidade de
Salmonella, uma vez os mesmos afetam duas etapas essenciais durante a infec¢do, que
sd30 a invasdo da mucosa intestinal e a sobrevivéncia intracelular em células do
hospedeiro, etapas cruciais durante a infec¢do in vivo, conforme detalhado em uma de
nossas publicacdes (SANTOS & BAUMLER, 2004 [Anexo 10]). Neste contexto, nosso
grupo deu uma contribui¢do ao desenvolver uma metodologia original, associando um
modelo especifico de infec¢do in vivo (detalhado abaixo), com métodos imuno-
histoquimicos, para avaliacdo detalhada da cinética de invasdo intestinal pela
Salmonella (REIS et al., 2003 [Anexo 12]).

Nos anos subsequentes, a medida que o conhecimento sobre a estrutura ¢ o
funcionamento dos SST3 foram sendo aprofundados e novos fatores de viruléncia foram
identificados, nosso grupo teve condi¢do de dar contribuigdes extremamente
importantes, que consistiram na identificacdo dos efetores secretados pelo SST3
codificado pela SPI-1 necessarios para invasdo de células intestinais pela Salmonella
(SANTOS et al., 2001b/c [Anexos 13 e 14]; ZHANG et al., 2002a/b [Anexos 15 e 16];
REIS et al., 2003 [Anexo 12]). Este conjunto de experimentos resultou na identificagdo
de efetores secretados pelo SST3 codificado pela SPI-1 necessérios para a invasdo da

mucosa intestinal e desencadeamento da enterite induzida pelo sorotipo Typhimurium.
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Com isso, foram identificadas as cinco proteinas efetoras (SipA, SopA, SopB, SopD e
SopE2) essenciais para plena enteropatogenicidade da S. Typhimurium (ZHANG et al.,
2002b [Anexo 16]).

Embora nossos trabalhos tenham possibilitado contribuir para o conhecimento
dos mecanismos de viruléncia de Sa/monella, o principal foco dos nossos estudos € a
interacdo patogeno-hospedeiro, com vistas a geragcdo de dados originais sobre a resposta
do hospedeiro a infec¢do. Esta linha de trabalho pode ser ilustrado por um dos nossos
estudos iniciais com analise transcriptdmica de macrofagos infectados com Salmonella,
ainda utilizando a técnica de mRNA differential display (LIANG & PARDEE, 1992),
que nos permitiu demonstrar a supressdo da expressdo de um transportador de célcio,
PMCA (plasma membrane calcium-transporting ATPase), durante a infeccdo
(SANTOS et al., 2002a [Anexo 17]). Outra publicagdo que ilustra bem esta linha de
estudo foi a demonstragdo da capacidade da Salmonella aderir através de uma de suas
proteinas de superficie (ShdA), que tem afinidade por fibronectina, o que pode
favorecer a colonizagdo, persisténcia e eliminagdo do organismo por via fecal
(KINGSLEY et al., 2002 [Anexo 18]).

Ainda neste contexto de interagdo patdgeno-hospedeiro, ao final da década de
1990, foi observado independentemente por varios grupos, que a Salmonella tem a
capacidade de induzir morte celular em macrofagos (CHEN et al., 1996; LINDGREN et
al., 1996; MONACK et al., 1996) e em células dendriticas (VAN DER VELDEN et al.,
2003). Estudos subsequentes demonstraram que a acdo citotoxica da Salmonella ¢é
dependente de um SST3 (codificado pela SPI-1) funcional e que o processo ¢
dependente de caspase 1 (LUNDBERG et al., 1999; VAN DER VELDEN et al., 2000;

SANTOS et al., 2001b [Anexo 13]), embora tenha sido também descrita uma via tardia
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de citotoxicidade independente do SST3/SPI-1 (VAN DER VELDEN et al., 2000;
SANTOS et al., 2001b [Anexo 13]). Considerando-se o papel da caspase 1 na clivagem
e ativagdo de seus substratos, IL-1P e IL-18 (citocinas fortemente pro-inflamatorias, dai
este complexo ser denominado inflamassomo), este mecanismo tem sido interpretado
como um dos mecanismos pro-inflamatdrios responsaveis pelo desenvolvimento da
enterite neutrofilica aguda observada nos casos de infec¢do por sorotipos ndo tifdides de
Salmonella. Portanto, considerando-se que, por definicdo, apoptose ¢ uma forma de
morte celular programada que nao resulta em inflamacao, o Dr. Brad Cookson propds o
termo piroptose (pyroptosis, em ingl€s) para este mecanismo de morte celular
dependente da ativagdo de caspase 1 (BRENNAN & COOKSON, 2000;
BERGSBAKEN et al.,, 2009). Mais recentemente, descobriu-se que a ativagdo da
caspase 1 se da via Ipaf, um receptor citoplasmatico de padrdes moleculares de
patogenos (tipo NOD), que reconhece flagelina, translocada promiscuamente para o
citoplasma da célula do hospedeiro pelo SST3/SPI-1 (FRANCHI et al., 2006; MIAO et
al., 2006). Embora inicialmente descrito como mecanismo de patogénese da Salmonella
por induzir morte celular em macréfagos, este mecanismo tem sido interpretado
recentemente como um mecanismo de imunidade inata do hospedeiro, uma vez que a
lise do macréfago infectado expde a Salmonella ao meio extracelular e aos neutrdfilos
que sdo bactericidas para Salmonella (MIAO et al., 2010). Apesar de varios estudos
demonstrando os mecanismos da indug¢do de morte celular em macréfagos por
Salmonella, até recentemente ndo havia comprovagdo da ocorréncia de tal fendmeno in
vivo. Em um dos nossos trabalhos iniciais, ndo foi possivel demonstrar causa e efeito
deste fendmero em bovinos (SANTOS et al., 2001c [Anexo 14]), mas recentemente

tivemos a oportunidade de demonstrar a ocorréncia de morte celular associada a
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infec¢do por Salmonella in vivo em primatas ndo humanos (Figura 1), certamente um

modelo da maior relevancia biologica (SANTOS et al., 2011 [Anexo 19]).

Figura 1. Multiplos organismos (seta) com morfologia compativel com Salmonella sp.
em um corpusculo apoptotico na ldmina prdpria intestinal de um macaco rhesus
(Macaca mulatta) experimentalmente inoculado com Salmonella enterica sotoripo
Typhimurium (Fonte: SANTOS et al., 2011 [Anexo 19]).

Conforme evidenciado acima, nosso estudo da patogénese da infec¢do por
Salmonella esta fortemente vinculada a capacidade enteropatogénica deste organismo, o
que, por sua vez, se deve a ocorréncia de intensa resposta inflamatoria aguda da mucosa
intestinal em resposta a invasdo por sorotipos ndo-tiféides de Salmonella. Contudo, ha

diferencas marcantes do ponto de vista clinico e patoldgico entre as infecgdes por
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Salmonella ndo-tifoide e febre tifoide (causada pelos sorotipos Typhi e Paratyphi A, B
ou C, no homem). Apesar de todos estes sorotipos apresentarem semelhante potencial
de invasibilidade na mucosa intestinal, no caso da febre tiféide, a manifestacio entérica,
quando ocorre, € cronica com predominio de infiltrado inflamatério histiocitario, o que
contrasta com os sorotipos ndo tifdides, que causam resposta inflamatoria aguda no
intestino, com intenso infiltrado neutrofilico (SANTOS et al.,, 2001a [Anexo 7]).
Portanto, uma questdo bioldgica relevante € o que faz com que organismos semelhantes
(i.e. sorotipos tiféides e nao-tiféides) possam desencadear respostas tdo distintas,
sobretudo porque os sorotipos tiféides também possuem moléculas fortemente pro-
inflamatérias, como LPS e flagelina. Uma diferenga marcante entre os sorotipos
Typhimurium e Typhi € que este ultimo € capsulado, ou seja, possui uma camada de
polissacarideo Vi, cuja biosintese ¢ dependente do locus viaB (HASHIMOTO et al.,
1991; KOLYVA et al., 1992). A auséncia do locus viaB faz com que o sorotipo Typhi
seja capaz de desencadear uma resposta pro-inflamatdria aguda em modelo de células
epiteliais intestinais (SHARMA & QADRI, 2004). Um trabalho realizado por nosso
grupo (RAFFATELLU et al.,, 2007 [Anexo 20]), demonstrou a relevancia destes
achados in vivo, nos modelos murino e bovino. Contudo, estudos mais recentes
demonstraram que a agfo direta do antigeno capsular ¢ secundaria, uma vez que o locus
viaB codifica o TviA, um fator de transcri¢cdo responsavel pela supressdo da expressdo
de flagelina, que tem papel importante na indugio de resposta pro-inflamatdria pela S.
Typhimurium (WINTER et al., 2010). Recentemente concluimos um estudo no modelo

bovino confirmando a relevancia deste mecanismo iz vivo (dados nao publicados).

2.3. Modelos animais em salmonelose
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O camundongo tem sido amplamente utilizado como modelo para salmonelose
(SANTOS et al., 2001a [Anexo 7]). Ocorre que a infec¢do por Salmonella enterica
sorotipo Typhimurium, que no homem e em algumas espécies de animais domésticos
causa enterite e diarréia, no camundongo resulta em doenca sistémica, muito semelhante
a febre tifdide, causada pelo sorotipo Typhi no homem (WATSON & HOLDEN, 2010).
No camundongo, a S. Typhimurium multiplica-se rapidamente no figado e baco
resultando em hepatomegalia e esplenomegalia (TSOLIS et al., 1999a). As alteragdes
intestinais nesses casos sdo caracterizadas predominantemente por infiltrado
histiocitario discreto, com hiperplasia linféide e ulceragdes focais nas placas de Peyer
em animais moribundos (SANTOS et al., 200la [Anexo 7]). Mesmo com estas
limitagdes, o camundongo tem sido amplamente utilizado e foi importantissimo para o
estabelecimento de varios conceitos bdsicos de patogénese e resposta imune do
hospedeiro a Salmonella.

Em contraste com a manifestagdo clinica da infec¢do por S. Typhimurium em
camundongos, os bovinos, particularmente bezerros, desenvolvem uma doenga entérica
que mimetiza a manifestacdo clinica da infeccdo por sorotipos ndo-tiféides no homem
(SANTOS et al., 2001a [Anexo 7]; TSOLIS et al., 1999a). No bovino ocorre inflamagéo
intestinal aguda, caracterizada por intenso infiltrado neutrofilico, necrose superficial da
mucosa e deposi¢do de grandes quantidades de fibrina (Figura 2), principalmente sobre

as placas de Peyer (TSOLIS et al., 1999b; SANTOS et al., 2002b [ Anexo 21]).
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Figura 2. (A) Mucosa intestinal normal de um bezerro. Barra=50 pm. (B) Intestino duas
horas apds infeccdo com Samonella enterica sorotipo Typhimurium, com retragdo
acentuada das vilosidades. Barra=50um. (C) Microscopia eletronica de varredura da
mucosa intestinal normal na placa de Peyer. Barra=100 pum. (D) Mucosa intestinal 3
horas apos infec¢do. Barra=100 pm. (E) Mucosa intestinal 3 horas apos infec¢do, com
desprendimento de enterdcitos e erosdo na extremidade da vilosidade. Barra=30 um. (F)
Microscopia de varredura do mesmo segmento de (E). Barra=30 pum. Fonte: SANTOS
et al., 2002b (Anexo 21).
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Conforme descrito detalhadamente em um de nossos trabalhos (SANTOS et al.,
2002c [Anexo 22]), salmonelose experimental em bezerros resulta em acidose
metabolica, hipoglicemia e resposta inflamatoria aguda associada a aumento na
concentracdo de fibrinogénio e neutropenia acentuada imediatamente apos a inoculagdo
(SANTOS et al., 2002c [Anexo 22]). Apesar de ser excelente modelo para a doenga
humana, infec¢des experimentais em bezerros tém limitagdes significativas em termos
de custo, de infraestrutura necessaria e de implicagcdes éticas. Por isso, apds os
experimentos iniciais com infec¢do experimental por via oral (SANTOS et al., 2002c
[Anexo 22]), passamos a adotar um modelo de ligadura intestinal. Neste modelo
(SANTOS et al., 2001c [Anexo 14]; SANTOS et al., 2002b [Anexo 21]), o bezerro, sob
anestesia geral inalatdria, ¢ submetido a laparotomia, sendo realizadas ligaduras no ileo,
isolando segmentos de comprimento pré-determinado (Figura 3). Diferentes cepas
(inclusive o veiculo estéril, como controle) podem ser inoculadas diretamente no limen
destes segmentos isolados e amostras (segmentos ligados integros) podem ser
removidas em diversos tempos apds a inoculacdo. Este modelo apresenta vantagens
significativas, pois permite a sincronizagdo da infec¢do, elimina o sofrimento do animal
que permanece sob anestesia profunda durante todo o procedimento experimental. Além
disso, outra grande vantagem ¢ que este modelo reduz drasticamente o numero de
animais necessarios para um dado experimento, uma vez que o tratamento controle e
diferentes cepas podem ser inoculadas em um Unico animal. Em nossa experiéncia, €
possivel manter os animais em boas condi¢des sob anestesia por até 12 horas (ALVES
et al., 2003 [Anexo 23]), sendo possivel a preparagdo de até, aproximadamente, 18

segmentos isolados do intestino. Dada a perfeita sincronizacdo da infeccdo neste
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modelo, é possivel examinar fendmenos precoces da cinética de invasdo do patdgeno
(REIS et al., 2003 [Anexo 12]). Até mesmo antes do advento do RT-PCR em tempo
real, este modelo nos permitiu realizar uma avaliagdo semi-quantitativa da expressdo

génica associada a imunidade inata no bezerro (SANTOS et al., 2002b [Anexo 21]).

Figura 3. Modelo de ligadura intestinal em bezerro. Segmento isolado para inoculag@o.

Outro aspecto interessante do modelo de ligadura intestinal € que o volume de
fluido acumulado no lumen intestinal pode ser facilmente mensurado (Figura 4) e
representa uma estimativa acurada da intensidade de diarréia (SANTOS et al., 2001c
[Anexo 14]). Este modelo permitiu que nosso grupo contribuisse com avangos
significativos no conhecimento da patogénese da enterite induzida por Salmonella e da

resposta do hospedeiro a infeccdo (SANTOS et al., 2001¢c [Anexo 14]; SANTOS et al.,
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2002a/b [Anexos 17 e 21]; ZHANG et al., 2002a/b [Anexos 15 e 16]; REIS et al., 2003

[Anexo 12]; RAFFATELLU et al., 2007 [Anexo 20]).
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Figura 4. Acumulo de fluido intestinal durante infec¢do experimental por Salmonella
enterica sorotipo Typhimurium em bezerro. (A) Resposta a cepa virulenta (IR715) e
mutante atenuado (sopB); fonte: SANTOS et al., 2001c (Anexo 14). (B) Segmentos
intestinais de Macaca mulatta inoculados com a cepa virulenta (direita) e meio estéril
(controle a esquerda). Os dois segmentos intermediarios foram inoculados com cepas
mutantes atenuadas.
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As limita¢des do modelo murino de infec¢do para estudo da enterite induzida
por Salmonella, foram parcialmente contornadas com base em observagdes iniciais de
que a flora intestinal normal influencia de forma marcante o curso da infeccdo em
camundongos (NARDI et al., 1989). Estas informag¢des permitiram o desenvolvimento
de um modelo murino de infec¢do baseado no pré-tratamento dos animais com
estreptomicina, que resulta em supressdo da flora normal (BARTHEL et al., 2003).
Nestas condi¢des, os camundongos desenvolvem um quadro de tiflo-colite neutrofilica
aguda e, apesar de continuarem apresentando disseminacdo sistémica do patdgeno e de
0 processo ser quase completamente restrito ao ceco, a resposta inflamatdria se
assemelha aquela observada no bezerro. Este modelo expandiu enormemente as
possibilidades de utilizagdo do camundongo, que ¢ um modelo experimental mais
conveniente do que o bovino, além de permitir o uso de animais geneticamente
modificados (knockouts) ampliando significativamente as condigdes experimentais para
obten¢do de dados sobre os mecanismos envolvidos na resposta do hospedeiro. Nosso
grupo tem utilizado este modelo, frequentemente, em paralelo ao modelo de ligadura
intestinal em bovinos ou cultivo celular, o que permitiu aprofundamento dos estudos
sobre a resposta inflamatoria a infec¢do, conforme evidenciado em publicagdes recentes
(RAFFATELLU et al., 2007 e 2009 [Anexos 20 e 24]; GODINEZ et al., 2008 e 2009
[Anexos 25 e 26]). A experiéncia acumulada nos tltimos anos nos permitiu elaborar um
novo artigo de revisdo sobre modelos animais de salmonellose, que foi recentemente

aceito para publicacdo na Infection and Immunity (TSOLIS et al., 2011 [Anexo 27]).

2.4. Modelos de co-infecgao
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O avango no conhecimento sobre a patogénese de Salmonella e a interagdo
patogeno-hospedeiro em salmonelose, nos proporcionou condigdes para investigar
questdes mais complexas como co-infecgdes. Esta etapa de estudos teve inicio durante o
estagio sabatico do autor, periodo em que atuou como professor visitante na University
of California at Davis (2006-2007). O desafio fundamental neste projeto foi o de
identificar os mecanismos que faziam com que a Salmonella enterica sorotipo
Typhimurium, cuja infec¢do em individuos sauddveis resulta em letalidade de,
aproximadamente, 0,5%, pode causar letalidade de mais de 70% em individuos
portadores do HIV, considerando recorréncias (GORDON et al., 2002). Este aumento
de letalidade est4d associado ao maior risco de bacteremia nos pacientes portadores de
HIV (GORDON et al., 2002). Para este fim, estabelecemos um modelo de co-infec¢do
em primatas ndo humanos com o apoio de infraestrutura do California National Primate
Research Center (Davis, California, EUA). Macacos rhesus (Macaca mulatta) foram
previamente inoculados com SIV, que causa doenca muito semelhante a produzida por
HIV no homem, inclusive com sinais compativeis com a AIDS. Estes animais foram
permanentemente monitorados e, antes de desenvolverem sinais sistémicos de
imunossupressdo, foram submetidos a laparotomia para preparacdo de ligaduras
intestinais e inoculag¢do com S. Typhimurium. Durante o periodo inicial de infec¢do com
SIV, ha deplecio marcante de linfécitos T CD4" na mucosa intestinal, enquanto o
nimero destas células no sangue periférico continua dentro dos valores de referéncia
(MATTAPALLIL et al., 2005). Com este estudo, detalhado no Anexo 27, foi possivel
demonstrar que a deple¢do na populagdo de linfocitos T CD4", com fenétipo de células

de memoria imunoldgica, da mucosa intestinal, resulta em falha producéo de IL-17 e de
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outras citocinas associadas a resposta inata e integridade da mucosa intestinal e que
também influenciam a produ¢do de peptideos antibacterianos pela mucosa intestinal.
Desta forma ha maior transloca¢do bacteriana resultando em aumento significativo no
numero de organismos no linfonodo mesentérico, indicando maior disseminagdo
sisttmica (RAFFATELLU et al., 2008 [Anexo 28]). Além de ter sido publicado em um
periddico da mais absoluta respeitabilidade na area biomédica (Nature Medicine) e
contar com elevado nimero de citagdes (79 e 99 segundo as bases de dados IS Web of
Science e Scopus, respectivamente, em 05 de fevereiro de 2011), este trabalho tem tido
grande reconhecimento ndo somente no campo da salmonelose, mas principalmente na
area de pesquisa de HIV e AIDS, conforme evidenciado por artigo de revisdo
recentemente publicado no Current Opinion in HIV and AIDS. Este artigo traz nosso
trabalho referenciado e com forte recomendagdo para leitura, considerado pelos autores
que ndo pertencem ao nosso grupo como “outstanding interest” (CECCHINATO &
FRANCHINI, 2010), além de ter motivado a publicagdo de artigo de revisdo por
colaboradores do nosso grupo que atuam na area de HIV (DANDEKAR et al., 2010). A
demonstragio do papel da IL-17 e linfécitos T CD4’, com fendtipo de memoria
imunoldgica, na prevengdo da disseminag@o sist€émica de Salmonella, representou uma
grande contribui¢do para o conhecimento do papel da IL-17 e de outras citocinas na
manuten¢do da integridade da barreira da mucosa intestinal, inclusive modulando a
expressdo de peptideos antimicrobianos pelo hospedeiro e a imunidade inata contra
patogenos enteroinvasivos (LIU et al., 2009).

Além das implicagdes oObvias no campo da pesquisa sobre HIV, como
desdobramento deste projeto de co-infeccdo com SIV, foi possivel avancar

significativamente no estudo da resposta do hospedeiro a salmonelose, tendo sido
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demonstrado o papel decisivo do eixo IL-17/IL-23 na resposta inata a infec¢do por
Salmonella (GODINEZ et al., 2009 [Anexo 26]). O papel desta mesma resposta na
inducdo de peptideos antimicrobianos, particularmente lipocalina-2, também foi
estabelecido, cujo efeito ¢ anulado pela Salmonella, conferindo-lhe vantagem
competitiva contra organismos da flora intestinal (RAFFATELLU et al., 2009 [ Anexo
241). Este mecanismo faz com que em condi¢des de inflamagdo intestinal, induzida pela
propria Salmonella, ocorra supressdo da populagdo de organismos da flora intestinal
normal e favorecimento a proliferacdo de Salmonella (SANTOS et al., 2009 [Anexo
11]).

Outra linha recentemente iniciada foi o estudo de co-infeccdo de Salmonella
ndo-tiféide e malaria. A semelhanca do que ocorre nos casos de pacientes
imunossuprimidos devido a infeccdo por HIV, pacientes com maldria, particularmente
pacientes pediatricos, t€ém elevado risco de desenvolvimento de bacteremia devido a
disseminagdo sistémica de sorotipos nao-tifdéides de Salmonella (GRAHAM et al.,
2000; BRONZAN et al., 2007). Considerando-se que o camundongo tem sido utilizado
como modelo para estudo da patogénese de malaria pela infecgdo com espécies de
Plasmodium spp. adaptadas a esta espécie (SILVA et al., 2011) e o modelo murino de
infec¢do por Salmonella, conforme descrito acima, foi possivel desenvolver um modelo
de co-infec¢do segundo descrito por ROUX et al. (2010 [Anexo 29]). Este trabalho
demonstrou que camundongos infectados com Plasmodium sp. apresentam
disseminag@o mais intensa (1000 vezes mais) de S. Typhimurium para sitios sistémicos
de infec¢do, quando comparados a camundongos controle (ROUX et al., 2010 [Anexo
29]). Recentemente desenvolvemos um modelo de co-infec¢do de Plasmodium e S.

Typhimurium em primatas ndo humanos, cujos resultados ainda ndo foram publicados.
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2.5. Sintese da contribui¢do na area de salmonelose

O conjunto de trabalhos discutidos acima nos permitiu caracterizar
detalhadamente a cinética de invasdo da S. Typhimurium na mucosa intestinal, os
fatores de viruléncia da bactéria requeridos para este processo, o padrdo morfologico de
resposta do hospedeiro e varios dos mecanismos moleculares, tanto do lado do agente
quanto do hospedeiro, desencadeados pela interacdo patdgeno-hosdepeiro. O estagio
atual da compreensdo da interagdo patogeno-hospedeiro na salmonelose nao tiféide estd
bem descrito em nosso artigo de revisdo recentemente publicado em Trends in
Microbiology (SANTOS et al., 2009 [Anexo 11]), que detalha a resposta inflamatéria
aguda induzida por Salmonella. Enquanto esta resposta inflamatéria contribui para a
prevencdo da disseminagdo sistémica do organismo, cria um ambiente intestinal
fortemente desfavoravel a flora intestinal normal, mas favoravel a proliferacdo da
Salmonella e consequente contaminagdo ambiental e transmissdo para novos
hospedeiros (SANTOS et al., 2009 [Anexo 11]).

Paralela a contribui¢do cientifica representada por este conjunto de trabalhos,
tivemos a oportunidade de produzir alguns artigos de divulgagdo cientifica, que
resultaram em duas publicagdes na revista Ciéncia Hoje (SANTOS & ADAMS, 2001
[Anexo 30]; SANTOS et al., 2008b [Anexo 31]) e uma matéria no Jornal do Brasil (Rio

de Janeiro, domingo, 30 de novembro de 2008, p. A31).
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Os trabalhos listados abaixo foram mencionados neste Capitulo, tendo sido suas
separatas incluidas na se¢do de anexos, onde estdo disponiveis todos os dados que

deram suporte a disserta¢do acima.
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CAPITULO 3. IMUNIDADE INATA, PATOGENESE E DIAGNOSTICO DA
INFECCAO POR BRUCELLA SP.

3.1. Brucelose

Diversos aspectos da brucelose encontram-se amplamente discutidos em nossos
artigos de revisdo sobre o assunto (CARVALHO NETA et al., 2005 e 2010 [Anexos 32
e 33]; SANTOS et al., 2005a/b [Anexos 34 e 35]; SILVA et al., 2005 [Anexo 36];
PAIXAO et al., 2009a [Anexo 37]; XAVIER et al., 2009a e 2010a [Anexo 38 ¢ 39]),
que subsidiaram a redacdo deste Capitulo. A seguir apresentamos uma breve introdugéo
sobre a doenga.

O termo brucelose se refere a doenga causada pela infec¢do por organismos do
género Brucella, que sdo cocobacilos Gram negativos pertencentes a familia o2-
Proteobacteriacea (GARRITY, 2001). A brucelose foi inicialmente diagnosticada por
David Bruce em 1887 na ilha de Malta, quando foi isolado o organismo inicialmente
denominado Micrococcus melitensis, de um soldado portador da doenga entdo
conhecida como Febre de Malta. Logo em seguida, a doenca teve sua natureza
zoondtica descoberta por Themistocles Zammit, também do grupo do Dr. Bruce, que
demonstrou que a infeccdo humana era resultado da ingestdo de leite e produtos lacteos
de cabras infectadas (NICOLETTI, 2002; SANTOS et al., 2005a [ Anexo 34]). Contudo,
estudos do grupo do Dr. Luigi Capasso tém relatado evidéncias de que a brucelose ¢
uma doenca muito antiga, possivelmente tendo afetado popula¢des mediterraneas ha
dois milénios atras (CAPASSO, 2002). H4 até mesmo evidéncias da infeccdo em um

esqueleto de hominideo Australopithecus africanus, que viveu ha mais de dois milhdes
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de anos (D'ANASTASIO et al., 2009), embora este trabalho seja fortemente
especulativo na nossa interpretagao.

Conforme mencionado acima, a brucelose é uma doenca zoonotica, sendo
considerada a zoonose de maior importancia em todo o mundo (TRUJILLO et al., 1994;
PAPPAS et al., 2006). Embora o leitor possa ficar induzido a pensar em uma Unica
doenca especifica, o termo designa diversas enfermidades diferentes, dependendo das
espécies do patogeno e do hospedeiro envolvidas (Tabela 1). Existem seis espécies
classicas de Brucella spp., das quais quatro tem potencial zoonotico, i.e. Brucella
melitensis, Brucella suis, Brucella abortus e Brucella canis, sendo que o potencial
zoonotico destas espécies varia significativamente (Tabela 1), enquanto Brucella ovis e
Brucella neotomae nado causam doenca no homem (XAVIER et al., 2009a [Anexo 38]).
Cabe ressaltar que o género Brucella tem expandido rapidamente nos ultimos anos, com
a inclusdo de isolados marinhos em duas novas espécies, Brucella ceti e Brucella
pinnipedialis, que infectam cetdceos e pinipedes, respectivamente (FOSTER et al.,
2007). Também foi isolada recentemente a Brucella microti do roedor Microtus arvalis
(SCHOLZ et al., 2008) e a Brucella inopinata, inicialmente isolada de implantes
mamarios (SCHOLZ et al., 2010). Além destas espécies, foi isolada recentemente uma
nova espécie, ainda ndo classificada de um babuino gestante (SCHLABRITZ-
LOUTSEVITCH et al., 2009).

Embora as espécies de Brucella spp. tenham preferéncias bastante especifica em
relacdo as suas espécies de hospedeiros e causem doencas com manifestagdes clinicas
diversas, a variabilidade genética dentro do género ¢ minima. Para efeito de
comparac¢do, hd maior variabilidade genética entre sorotipos de Salmonella enterica do

que entre espécies de Brucella (TSOLIS, 2002).
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Tabela 1. Hospedeiros preferenciais e potencial zoondtico das espécies de Brucella.*

Espécie Hospedeiro preferencial Potencial zoondtico
Brucella melitensis Ovino, caprino +++
Brucella abortus Bovino ++
Brucella suis Suino ++
Brucella canis Cao +
Brucella ovis Ovino —
Brucella neotomae Rato do deserto (Neotomae lepida) —
Brucella ceti Cetaceos (golfinhos, baleias) +
Brucella pinnipedialis Pinipedes (focas) +
Brucella microti Rato silvestre (Microtus arvalis) -
Brucella inopinata Desconhecido R

* Adaptado de XAVIER et al., 2009a ¢ 2010a (Anexos 38 e 39).
** Os dois relatos de isolamento de Brucella inopinata foram de pacientes humanos
(SCHOLZ et al., 2010; TILLER et al., 2010).

A B. melitensis é considerada exdtica no Brasil, mas a brucelose bovina por B.
abortus tem grande importancia no pais (POESTER et al., 2002), com prevaléncia que
atinge 50% em algumas regides com intensa atividade pecudria. Detalhes sobre a
situacdo epidemioldgica podem ser obtidos no Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (Volume 61, Suplemento 1, 2009), que publicou um
suplemento inteiramente dedicado a epidemiologia de brucelose bovina no Brasil. Em

estudo recente, onde realizamos levantamento retrospectivo de agentes infecciosos
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causadores de aborto em tecidos de fetos bovinos abortados, observamos que a Brucella
foi o agente identificado com maior frequéncia, tanto em tecidos congelados de fetos
abortados recentemente, quanto em tecidos parafinizados de fetos abortados a varias
décadas (SILVA et al.,, 2009a [Anexo 40]). Virios trabalhos também indicam
prevaléncia relativamente elevada de brucelose ovina por B. ovis (SANTOS et al.,
2005b [Anexo 35]). A B. suis tem pouca importancia para a suinocultura tecnificada no
Brasil, ficando restrita a criacdes com condigdes sanitarias precarias (CARVALHO
NETA et al.,, 2005 [Anexo 32]). Ainda sobre o aspecto epidemiologico, existem
evidéncias de ampla distribui¢do da B. canis no Brasil (MIRANDA et al., 2005).

A doenga no homem tem manifestagcdo clinica bastante variavel (SANTOS et al.,
2005a [Anexo 34]). Abaixo serdo detalhadas algumas caracteristicas clinicas e
patologicas da brucelose bovina causada por B. abortus e da brucelose ovina causada
por B. ovis, uma vez que estes sdo os topicos mais importantes de pesquisa do nosso
grupo, que também tem tangencialmente realizado alguns trabalhos com B. melitensis.

A manifestacdo clinica mais comum da brucelose bovina ¢ a ocorréncia de
aborto no ter¢o final de gestacdo, além de natimortalidade e nascimento de bezerros
fracos com elevada taxa de letalidade pds-natal (SILVA et al., 2005 [Anexo 36];
XAVIER et al., 2010b [Anexo 41]). Apesar das lesdes da brucelose bovina serem
relativamente bem conhecidas (NASCIMENTO & SANTOS, 2003), recentemente
publicamos um trabalho descrevendo detalhadamente as lesdes e a distribuicdo de B.
abortus por imunoistoquimica e bacteriologia em vacas e fetos abortados em casos de
infec¢do experimental (XAVIER et al., 2010b [Anexo 41]). Esta infeccdo experimental
foi motivada pela necessidade de avaliagdo experimental da amostra vacinal RB51 no

Brasil, projeto desenvolvido sob a coordenagdo do Dr. Andrey P. Lage (POESTER et
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al., 2006 [ Anexo 42]). A lesdo mais comum na vaca gestante infectada com B. abortus é
placentite necrotizante e neutrofilica aguda, associada a grande nimero de organismos
intralesionais (Figuras 5 e 6). Os placentomos sdo afetados de forma desigual,
apresentando-se alguns completamente necrotizados, enquanto outros estdo normais.
Outra lesdo importante, embora discreta ao ponto de somente ser observada
microscopicamente, ¢ a mastite intersticial histiocitaria com B. abortus intralesional.
Esta lesdo ¢ significativa devido a importancia do leite e produtos lacteos como fonte de
infec¢do para o homem. Nos fetos abortados, as principais alteragdes macroscopicas sao
pleurite fibrinosa difusa e acentuada, que pode estar associada a pneumonia, pericardite
fibrinosa acentuada (Figura 6) e peritonite fibrinosa geralmente discreta. Geralmente,
nem todas as lesdes sdo observadas em um unico feto e alguns fetos podem ndo
apresentar nenhuma alteragdo macroscopica. No touro, a principal manifestacdo da

infecgdo por B. abortus ¢ orquite e epididimite (NASCIMENTO & SANTOS, 2003).
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Figura 5. (A) Placentite necrotizante aguda com grumos bacterianos intralesionais em
vaca com aborto causado por Brucella abortus e (B) imunomarcacdo de Brucella sp. em
corte seriado de A (Fonte: CARVALHO NETA et al., 2010 [Anexo 33]).
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Figura 6. Brucelose bovina por Brucella abortus. (A) ttero contendo exsudato fibrinoso
apos aborto. (B) Superficie de corte de placentomo com exsudato fibrinoso e necotico e
hemorragia multifocal (placentite necrotizante). (C) Feto abortado com exsudato
fibrinoso na superficie pleural (pelurite fibrinosa). (D) Feto abortado com saco
pericardico preenchido por exsudato fibrinoso (pericardite fibrinosa). (Fonte: XAVIER
et al., 2009b [Anexo 41])

Em marcante contraste com o observado na brucelose bovina, a ocorréncia de
abortos ¢ apenas esporddica na brucelose ovina por B. ovis (SANTOS et al., 2005b
[Anexo 35]; XAVIER et al., 2009a [Anexo 38]). A principal manifestagdo da infeccio
por B. ovis ocorre nos machos e ¢ caracterizada primariamente por epididimite em
carneiros sexualmente maduros, sendo considerada uma das principais causas de
infertilidade em carneiros (CARVALHO JR., et al., 2010). Recentemente realizamos

infeccdo experimental de carneiros com B. ovis visando o desenvolvimento de um
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método de diagndstico que sera discutido abaixo (XAVIER et al., 2010b [Anexo 43]),
mas que teve os aspectos andrologicos e anatomo-histopatologicos incluidos em uma
dissertagdo de mestrado (CARVALHO JR., 2010), cujos resultados ainda nido foram
publicados. Clinicamente, a cauda do epididimo ¢ afetada com maior frequéncia, sendo
observada assimetria da cauda do epididimo. A infecg¢do por B. ovis estd associada a
vacuolizacdo intra-epitelial do epitélio do ducto epididimario, com focos de hiperplasia
epitelial (Figura 7), infiltrado inflamatdrio histiocitario intersticial e, em casos graves,
extravasamento de espermatozoides para o instersticio e formagdo de granuloma
espermatico (Figura 7). Os carneiros infectados também frequentemente desenvolvem
vesiculite seminal. Estas alteragdes resultam em perda de qualidade espermatica,
caracterizada por diminui¢do da concentragdo espermatica e aumento da frequéncia de
anormalidades espermaticas, frequentemente associadas a eliminagdo de neutrofilos no
sémen (Figura 7). Contudo, a maior parte dos carneiros infectados sdo assintomaticos,
embora possam ter comprometimento de sua fertilidade. Os carneiros infectados
frequentemente eliminam B. ovis no sémen, embora, na maioria dos casos, de forma
intermitente (XAVIER et al., 2010b [Anexo 43]). Um estudo realizado recentemente
por nosso grupo demonstrou que o organismo pode ser inativado pela adicdo de
antibioticos adequados ao diluidor utilizado para inseminacao artificial MOUSTACAS

etal., 2010 [Anexo 44]).

57



Figura 7. Brucelose ovina por Brucella ovis. (A) Assimetria da cauda do epididimo. (B)
Assimetria da cauda do epididimo devido a epididimite unilateral do lado direito. (C)
Superficie de corte de um granuloma espermatico na cauda do epididimo. (D) Grande
quantidade de neutréfilos no ejaculado. (E) Ducto epididimario com hiperplasia e
vacuolizacdo (cistos intraepiteliais) e infiltrado inflamatdrio intersticial. (F) Granuloma
espermatico.
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3.2. Interagdo patdgeno-hospedeiro: patogénese e imunidade inata

A Brucella é um patdgeno intracelular facultativo, sendo sua capacidade de
sobrevivéncia intracelular um aspecto fundamental para patogenicidade. A infec¢do por
Brucella spp. se da, na maioria dos casos, por ingestdo de material contaminado,
inclusive na brucelose bovina, cujas principais fontes de infec¢do sdo fetos abortados,
restos placentdrios e secre¢do vulvar (SILVA et al., 2005 [Anexo 36]), embora outras
vias de infec¢do sejam bem documentadas, e.g. a transmissdo por aerosol (HARTIGAN,
1997). Em um de nossos estudos recentes, Tatiane Paixdo desenvolveu um modelo de
infec¢do gastro-intestinal por B. melitensis em camundongos. Neste estudo, foi possivel
demonstrar que a invasdo intestinal por B. melitensis ocorre principalmente através das
células M das placas de Peyer. Outro aspecto extremamente interessante deste estudo ¢
o fato de que a invasdo gastro-intestinal pela B. melitensis praticamente ndo elicita
nenhuma resposta do hospedeiro, ocorrendo de forma absolutamente silenciosa
(PAIXAO et al., 2009b [Anexo 45]). Estes resultados estdio em consonancia com
estudos no nosso (CARVALHO NETA et al., 2008 [Anexo 46]) e de outros grupos
(BARQUERO-CALVO et al, 2007; SALCEDO et al., 2008), que tem demonstrado que
a Brucella sp. tem capacidade de interferir ativamente com a resposta imune, conforme
sera detalhado abaixo. Neste estudo, foram também identificados fatores de viruléncia
requeridos para invasdo por via gastro-intestinal, incluindo urease, o sistema de
secrecdo do tipo IV (SST4) e o LPS. Além dos experimentos com infec¢do in vivo,
PAIXAO et al. (2009b [Anexo 45]) utilizou cultivo celular para, de uma forma simples
mas muito elegante, demonstrar que as células M sdo a porta de entrada para B.

melitensis. Ao infectar monocamada de células epiteliais intestinais, ndo houve
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translocacdo do patdgeno para o compartimento baso-lateral, mas quando as células
epiteliais intestinais foram co-cultivadas com células Raji B, que induzem a
diferenciagdo de enterocitos em células M, a monocamada passou a ser permissiva a

translocagdo do patdgeno (Figura 8).

Caco-2 cells =l Mel=10d Caco-2 cells +
. MOI=10 Raji B cells
1.0 1.0
%
translocated
inoculum
0.5 0.5
0 —_— 0 ’-La ’-Lh
15 30 60 20 120 15 30 60 90 120
Time (min) Time (min)

Figura 8. (A) Microscopia eletronica de varredura da superficie apical de uma
monocamada de células Caco-2 (esquerda) e Caco-2 em co-cultura com Raji B (direita),
onde se observam células M (m). (B) Traslogdo de Brucella melitensis nas
monocamadas da Caco-1 ao longo do tempo apds inoculagdo, com ou sem co-cultura
com Raji B (esquerda e direita, respectivamente). Fonte: PAIXAO et al., 2009b (Anexo
45).

Uma vez atravessada a barreira epitelial, Brucella spp. € fagocitada por fagdcitos
residentes da lamina prépria (ACKERMANN et al.,1998). Embora os macrdéfagos

tenham como principal fung¢do a fagocitose e elimina¢do de agentes invasores e
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apresentacdo de antigenos, estas células sdo permissivas a multiplicag@o intracelular de
Brucella spp. A interacdo de Brucella spp. com macréfagos e, particularmente a
resposta destas células a infecg¢do, encontra-se detalhada em um dos nossos trabalhos
recentes de revisio (PAIXAO et al., 2009a [Anexo 37]). Uma série de estudos, com
destaque aqui para a contribuicdo do grupo de Jean Pierre Gorvel (CELLI et al., 2003),
demonstraram que a Brucella spp. t€m a capacidade de alterar o trafego intracelular, de
forma que o vacuolo contendo o patéogeno desvia da degradagdo lisossomal,
direcionando-se para a aquisicdo de membrana do retitulo endoplasmatico rugoso
(RER), onde o patogeno encontra seu nicho intracelullar ideal para replicagdo. Este
mecanismo ¢ fortemente dependente do SST4 codificado pelo operon virB (CELLI et
al., 2003), conservado em todas as espécies de Brucella. Este SST4 & absolutamente
essencial para persisténcia in vivo (HONG et al., 2000) e sobrevivéncia intracelular in
vitro (O’CALLAGHAN et al., 1999; FOULONGNE et al., 2000; SIEIRA et al., 2000).
Para melhor compreensdo do SST4 de Brucella spp., o autor pode consultar artigo de
revisdo recente por DE JONG et al. (2010). Ao contrario de outros patdgenos
bacterianos com capacidade de sobrevivéncia intracelular em macrofagos, e.g.
Salmonella enterica, a sobrevivéncia intracelular no caso da Brucella spp. ndo ¢
dependente de evasdo da oxidase NADPH e da iNOS, ou seja, o SST4 ndo interfere com
a explosdo respiratoria ou produ¢do de 6xido nitrico, que sdo mecanismos bactericidas
importantes do macrofago (SUN et al., 2002 [Anexo 47]). Estes resultados suportam a
hipotese de que Brucella spp. evade estes sistemas bactericidas do macrofago por sua
localizagdo (virB-dependente) em um sitio intracelular privilegiado que tem

caracteristicas de RER (CELLI et al., 2003).
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Em um dos nossos trabalhos, realizado no laboratorio da Dra. Renée Tsolis, no
qual ROUX et al. (2007 [Anexo 48]) realizaram analise transcriptomica in vivo durante
a infeccdo por B. abortus e B. melitensis em camundongos, demonstrou-se que Brucella
spp. induz uma resposta pro-inflamatdria na fase inicial da infec¢do e que esta resposta
¢ praticamente ausente quando os animais sdo infectados com amostras sem SST4
funcional (mutantes virB) nas mesmas condi¢cdes experimentais. Além de essencial para
o desencadeamento de resposta imunolodgica do hospedeiro, o SST4 também ¢ essencial
para a formacdo de microgranulomas no bago, que € o sitio de persisténcia da Brucella
sp. Esta ultima informagdo foi obtida associando-se ferramentas camundongo knockout
associado a mutagénese do patdgeno, com métodos tradicionais de morfometria
(ROLAN et al., 2009 [Anexo 49]).

Outra célula-alvo extremamente importante € a célula trofoblastica da placenta
(MEADOR & DEYOE, 1989; XAVIER et al., 2009b [Anexo 41]). Luis Samartino,
durante seu doutoramento na Louisiana (EUA), desenvolveu um método de cultivo de
explantes de placenta bovina que permitiram a inoculagdo experimental de células
trofoblasticas (SAMARTINO & ENRIGHT, 1992). Utilizamos este modelo para
realizacdo de um estudo de andlise transcriptomica de células trofoblasticas bovinas
infectadas com B. abortus (CARVALHO NETA et al., 2008 [Anexo 46]). Neste estudo,
observamos que ocorre supressdo de resposta pro-inflamatdria durante as primeiras
horas de interacdo de B. abortus com células trofobldsticas bovinas. Somente
tardiamente, ocorre a expressdo de algumas quimiocinas pré-inflamatorias, i.e. 1L-8
(CXCLS8) e GCP-2 (CXCL6), que também sdo expressas na placenta bovina in vivo
durante a infec¢do e placentite induzida por B. abortus (CARVALHO NETA et al.,,

2008 [Anexo 46]). Atualmente, continuamos utilizando este modelo para melhor
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compreensdo do papel de fatores de viruléncia da B. abortus em células trofoblésticas.
Além disso, nosso grupo tem investigado a expressdo de receptores de padrdes
moleculares de patogenos nos diversos componentes do utero gestante, com dados ainda
nao publicados, e no periodo pos-parto (MARTINS et al., 2011 [Anexo 50]), o que deve
nos dar subsidio para melhor compreensdo da imunidade inata do utero gestante e
puerperal.

A resisténcia natural contra patogenos intracelulares, inclusive Brucella spp.,
tem sido bastante estudada e foi abordada em alguns dos nossos trabalhos. A resisténcia
natural pode ser definida como a capacidade do hospedeiro de resistir a doenga quando
exposto ao agente, sem vacinacdo ou contato prévio com o agente (TEMPLETON et al.,
1988). Um dos genes envolvidos em resisténcia natural foi identificado em
camundongos e, posteriormente, foram identificados ortdlogos no homem e nas
espécies de animais domésticos. Estudos independentes levaram a identificagdo de
genes envolvidos na resisténcia natural contra Mycobacterium bovis, Salmonella
enterica sorotipo Typhimurium e Leishmania donovani (BRADLEY et al., 1979; GROS
et al., 1981; LISSNER et al., 1983). Posteriormente, verificou-se tratar de um tnico
locus identificado como Nrampl (natural resistance associated macrophage protein 1),
recentemente renomeado como Sicllal (solute carrier family 11 member 1), associado
a atividade antimicrobiana de macrofagos contra patdgenos intra-celulares (VIDAL et
al., 1995). A proteina Nrampl ¢ um transportador de cations divalentes localizado na
membrana do fago-lisossomo (GRUENHEID et al., 1997). Estudos do grupo do Dr.
Garry Adams, utilizando cruzamento e sele¢do de bovinos, resultou na identificagdo de
animais geneticamente resistentes a B. abortus, que genotipicamente apresentavam um

dado alelo da regido 3°’UTR do gene Nrampl (ADAMS & TEMPLETON, 1998). Este
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genotipo também foi correlacionado com a capacidade do macréfago de prevenir a
multiplicagc@o intracelular de B. abortus (PRICE et al., 1990; QURESHI et al., 1996).
Portanto, considerando-se a possibilidade da utiliza¢do deste polimorfismo da regido
3’UTR do gene Nrampl bovino como marcador de resisténcia a brucelose em
condi¢des de campo, realizamos um levantamento criterioso da frequéncia de genotipos
em algumas das principais racas do Brasil, incluindo-se Bos faurus taurus (Holandés) e
Bos taurus indicus (Nelore, Gir e Guzerd). Este estudo demonstrou homogeneidade nos
genotipos de bovinos da raca Holandesa no Brasil e variabilidade marcante em zebuinos
(PAIXAO et al., 2006 [Anexo 51]). Estes resultados estimulram o grupo a desenvolver
um projeto para investigar diferencas na resposta imune inata de macrofagos das racas
zebuinas e taurinas durante a infec¢ao por Brucella, que se encontra em
desenvolvimento e com resultados preliminares extremamente interessantes e ainda ndo
publicados. Apés o trabalho de PAIXAO et al. (2006 [Anexo 51]), o proximo passo foi
a realizacdo de um estudo abrangente, incluindo infec¢do natural a campo, infec¢do
experimental e estudo de sobrevivéncia intracelular em macréfagos (PAIXAO et al.,
2007 [Anexo 52]), que demonstrou de forma inequivoca que este polimorfismo da
regido 3°UTR do gene Nramp1 néo tem potencial como marcador a campo (PAIXAO et
al., 2007 [Anexo 52]). Atualmente estamos em colaboracio com o Dr. Rodrigo
Martinez (CORPOICA, Colombia) com alguns resultados promissores e ainda ndo
publicados.

Os estudos sobre a patogénese de B. ovis tem sido bastante limitados. Contudo,
tendo em vista a grande similaridade genética entre as espécies do género Brucella
(TSOLIS, 2002), € possivel fazer extrapolagdes de uma espécie para outra com grandes

possibilidades de acerto. Portanto, a maior parte dos aspectos relacionados a patogénese
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de Brucella spp. discutidos acima se aplicam a B. ovis. Contudo, apesar da similaridade
genética entre B. melitensis € B. ovis, a primeira ¢ altamente patogénica para o homem,
com apenas alguns poucos organismos viaveis sendo suficientes para desencadear uma
doenga cronica e debilitante em humanos, enquanto B. ovis ndo tem nenhum potencial
zoonotico. Este foi um dos aspectos que nos motivaram a realizar a anélise da sequéncia
gendmica completa de B. ovis (TSOLIS et al., 2009 [Anexo 53]). Este estudo resultou
na identificagdo de uma sequéncia gendmica especifica de B. ovis, i.e. ausente na
sequéncia gendmica das demais espécies classicas de Brucella. Esta sequéncia contém
28 ORFs (do inglés, open reading frame) entre os quais alguns genes presumivelmente
codificadores de um sistema transportador do tipo ABC (do inglés, ATP-binding
cassette). Considerando-se a hipdtese de que estes genes estdo envolvidos na
patogénese de B. ovis, em uma dissertagdo de mestrado (SILVA, 2010), realizamos
mutagénese em dois destes genes (AabcAB), além da mutagénese de um gene
presumivelmente codificador de uma hemaglutinina (Ahmg) (Figura 9). Apos a
caracterizacdo detalhada de um modelo murino para a infec¢do por B. ovis, estes
mutantes foram avaliados no modelo murino. Enquanto o mutante Ahmg apresentou
fenotipo idéntico a cepa de referéncia, o mutante AabcAB apresentou forte atenuagdo no
modelo murino, bem como em linhagens celulares de macréfagos murinos. Além disso,
apesar de a amostra de referéncia resultar em 100% de letalidade em camundongos
imunodeficientes (knocktous para IRF-1, que apresentam defeito na resposta mediada
por IFN-y), a cepa mutante AabcAB nao resultou em letalidade (100% de sobrevivéncia)
nas mesmas condi¢des experimentais (SILVA et al., 2011 [Anexo 54]). Portanto, neste
estudo pudemos identificar um fator de viruléncia essencial para B. ovis no modelo

murino. Por isso, propusemos no trabalho de SILVA et al. (2011; [Anexo 54]) a
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denominagdo de B. ovis-pathogenicity island 1 (BOPI-1), para o segmento gendmico
especifico de B. ovis identificado por TSOLIS et al. (2009; [Anexo 53]).

Tendo em vista a auséncia de vacina para B. ovis disponivel no Brasil, esta cepa
mutante AabcAB tem potencial como amostra vacinal, tendo sido portanto depositado
no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) pedido de patente para protecao
do direito a propriedade intelectual desta cepa. Nesta etapa estamos avaliando o efeito
patogénico residual da cepa AabcAB bem como seu potencial imunogénico em
carneiros sexualmente maduros. Além disso, estamos avaliando o potencial uso da
proteina codificada pelo gene Amg como antigeno para provas soroldgicas. Caso tal
proteina tenha de fato potencial como antigeno, isso abriria a possibilidade de
constru¢do de uma nova cepa vacinal duplo mutante AabcAB e Ahmg, que seria passivel

de diferenciacdo em prova sorologica de infec¢do natural por amostras de campo.

1S711 ISBm1
BOV_AM4AE? AD4AY  AD4SR4 ADEBS ADLBE  ADJAT AfBR ADERS ADLB0  ADBT ADASZ
ABC transporter
ADE3 AlaBd  ADIBS ADaDE AQaGE ALSM A0 ADS03
IS'H‘I
ADE04 ALS05 ADS0G A0S0 é ADS11 ADS13 ALS12 ADS14 ADE1S
ADBOT ADSDB
m==  Antitoxin of toxin-antitoxin system =~ Fseudogene
Mobile genetic elements wm== Regulator
= Putative hemagglutinins === Hypothetical protein/unknown function
==m  ABC transporter

Figura 9. Representacdo esquematica de BOPI-1 (B. ovis-pathogenicity island 1) com a
indicacdo dos genes codificadores do transportador ABC. O mutante AabcAB foi gerado
pela delecao de AO500 e AO501 (Fonte: TSOLIS et al., 2009 [Anexo 53]).
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3.3. Diagnostico da brucelose

Em nossa rotina laboratorial, utilizamos varios métodos tradicionais de
diagnostico laboratorial de brucelose (ALTON et al., 1988). Como tais métodos nédo
serdo discutidos aqui, recomendamos ao leitor interessado a revisdo por POESTER et
al. (2010), publicado no suplemento especial sobre brucelose, editorado pelo autor deste
texto, em The Open Veterinary Science Journal (volume 4, suplemento, 2010). Nesta
secdo, concentraremos em uma breve discussdo sobre o primeiro método espécie-
especifico para o diagndstico da infecg¢do por B. ovis por PCR.

A BOPI-1, ausente nas espécies classicas de Brucella, foi consistentemente
detectada em isolados de campo de varias regides geograficas, indicando que a BOPI-1
¢ conservada em B. ovis (TSOLIS et al., 2009 [Anexo 53]). Considerando-se que os
métodos de PCR até entdo disponiveis e utilizados para o diagnostico da infecgdo por B.
ovis em carneiros ¢ género-especifico (MARTEROLA et al., 2003) e que o diagnostico
especifico ¢ extremamente desejavel, sobretudo em areas onde B. melitensis (com alto
potencial zoondtico) € prevalente, utilizamos alguns ORFs da BOPI-1 como alvo de
amplificacdo para o desenvolvimento de um método espécie-especifico para o
diagndstico da infec¢do por B. ovis (XAVIER et al., 2010b [Anexo 43]). Este método
apresenta elevada especificidade, i.e. ndo amplifica sequéncias gendmicas de nenhuma
das espécies classicas de Brucella, nem de outros agentes potencialmente causadores de
epididimite em carneiros e nem organismos filogeneticamente proximos a Brucella.

Além de detectar B. ovis em amostras de sémen, o método tem elevada sensibilidade
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com amostras de urina (limite de detec¢dao de 10 UFC/ml), que sdo de facil obtengcao sob
o ponto de vista proped€utico. Tendo em vista a originalidade deste método, o protocolo
e potencial kit diagndstico constituiu um pedido de patente depositado no INPI. Este
método foi aplicado em condigdes de campo com resultados extremamente
encorajadores (dados ndo publicados).

Considerando que o método género-especifico utilizado por MANTEROLA et
al. (2003) tem como alvo de amplificacdo o elemento /S7// que conta com varias
copias no genoma de Brucella spp., este método teoricamente seria mais sensivel do que
o método espécie-especifico desenvolvido por nosso grupo (XAVIER et al., 2010b
[Anexo 43]). Por isso, em colaboracdo com a Dra. Jane Megid, na dissertacdo de
mestrado de Luciana F. Costa, aperfeicoamos o método espécie-especifico com a
introducdo de novos pares de iniciadores para a execu¢do de um protocolo nested
(COSTA, 2010), que resultou em sensibilidade significativamente superior ao protocolo

utilizado por MANTEROLA et al. (2003).

3.4. Sintese da contribui¢do na area de brucelose

Nossos estudos em brucelose tém representado contribuigdo particularmente
para a area de brucelose bovina causada por B. abortus e brucelose ovina por B. ovis.
Nossos projetos geralmente contemplam aspectos bésicos da patogenicidade e intera¢do
patoégeno-hospedeiro, mas também vislumbram possibilidades de aplicagdo pratica na
area de diagnostico ou desenvolvimento de imunogenos, nestes ultimos casos resultando
em potencial de inovagdo tecnoldgica, tendo em vista os pedidos de patente originarios

desta linha de pesquisa, entitulados: “Método diagndstico espécie-especifico de
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Brucella ovis e kit diagndstico para deteccdo de Brucella ovis através de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR)” e “Cepa atenuada de Brucella sp., composi¢do vacinal e
uso”.

A experiéncia acumulada com esta linha de pesquisa nos permitiu recentemente
a elaboracdo, a convite, de um artigo de revisdo sobre modelos experimentais em
brucelose que foi aceito para publicagdo no Journal of Biomedicine and Biotechnology
(Silva et al., 2011 [Anexo 55]). Cabe salientar que, além dos esforcos do grupo para
comunicacdo cientifica, esta nossa linha de pesquisa tem produzido material
direcionado primariamente para veterinarios de campo, com no caso do fasciculo dos
Cadernos Técnicos de Veterinaria e Zootecnia dedicado exclusivamente a brucelose

(Numero 47, 2005), além de publicagdes de divulgagdo para técnicos e criadores como

o artigo recentemente publicado na revista Leite Integral (SANTOS, 2009).

Os trabalhos listados abaixo foram utilizados para a estruturagdo deste Capitulo.
Suas separatas foram incluidas na se¢do de anexos, onde estdo disponiveis todos os

dados que deram suporte a esta parte do texto.
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CAPITULO 4. LESOES GENITAIS E TRANSMISSAO VENEREA DE

LEISHMANIA CHAGASI

4.1. Leishmaniose

A leishmaniose ¢ causada por protozoarios da familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida. Estes protozoarios apresentam diferentes formas durante seu ciclo de
vida. Ocorrem formas moéveis, denominadas promastigota e paramastigota, que se
desenvolvem no intestino do vetor invertebrado, enquanto a forma imovel, denominada
amastigota (Figura 10), se desenvolve no citoplasma de macrofagos nos hospedeiros
vertebrados (KILLICK-KENDRICK, 1990; MAUEL, 1990). O ciclo parasitario de
Leishmania sp. envolve multiplica¢do no vetor invertebrado e sua transmissdo, através
da picada do flebotomineo, para o hospedeiro vertebrado, na forma infectante de
promastigotas metaciclicas (KILLICK-KENDRICK, 1990). As formas promastigotas
sdo entdo fagocitadas pelos macrofagos transformando-se em amastigotas (KILLICK-
KENDRICK, 1990; MAUEL, 1990), que possuem capacidade de sobreviver e replicar
intracelularmente (BUENO et al., 2005 [Anexo 56]; BUENO et al., 2009 [Anexo 57]).

Atualmente, hd 30 diferentes espécies de flebotomineos considerados vetores
bioldgicos capazes de transmitir Leishmania sp. para os hospedeiros vertebrados
susceptiveis (DESJEUX, 1996). Cinco géneros da subfamilia Phlebotominae sio
encontrados em regides de clima tropical e subtropical: Sergentomyia spp., Plebotomus
spp., Lutzomyia spp., Brumptomyia spp. € Warileya spp. (GRIMALIDI JR. et al., 1989).
Dentre eles, os géneros Phlebotomus e Lutzomia sdo considerados os principais vetores

biolégicos para Leishmania sp. no Velho Mundo e Novo Mundo, respectivamente
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(MARSELLA & GOPEGUI, 1998; DINIZ et al., 2008 [Anexo 58]; SHARMA &

SINGH, 2008).

Figura 10. Esfregaco de medula 6ssea com macrofago contendo inumeras amastigotas
de Leishmania chagasi intracitoplasmaticas (Fonte: DINIZ et al., 2008 [Anexo 58]).

A manifestacdo clinica de leishmaniose varia conforme as espécies de
hospedeiro vertebrado e parasita envolvidas. Na espécie humana, ocorrem trés formas
clinicas distintas: visceral, cutdnea ¢ mucosa. Estas manifestacdes estdo associadas a
replicacdo intracitoplasmatica de Leishmania sp. em macrofagos presentes no tecido
linforreticular (bago, figado, linfonodos), na derme, e mucosa naso-orofaringeal,
respectivamente (ASHFORD, 1997). A leishmaniose visceral (LV), ou calazar, ¢ uma

antropozoonose causada por espécies de Leishmania do complexo donovani
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representadas por Leishmania donovani e Leishmania infantum no Velho Mundo e
Leishmania chagasi no Novo Mundo (SHAW, 1994). Embora atualmente L. infantum e
L. chagasi sejam consideradas a mesma espécie (MAURICIO et al., 1999).

A LV ¢ considerada endémica nas regides tropical, subtropical e sul da Europa.
A sua distribuicdo tem sido associada a ampla distribuicdo geografica de flebotomineos
(DESJEUX, 1996). As mudancas ambientais ocorridas em paises subdesenvolvidos tém
levado a destrui¢do do habitat natural do vetor e sua adaptacdo a condigdes de vida
antropogénicas. Consequentemente, a LV, antes considerada uma doenga de é4reas rurais
e periurbanas, tornou-se uma grande preocupagdo para saude publica, ao se estender
para os centros urbanos (DINIZ et al., 2008 [ Anexo 58]).

O homem ¢ considerado um hospedeiro acidental, enquanto o cdo doméstico ¢
considerado o principal reservatorio da LV em areas urbanas. Contudo, hé evidéncias de
que outras espécies de animais domésticos e silvestres participam do ciclo da doenga em
areas rurais e silvestres (ALEXANDER et al., 2002; BARNES et al., 1993; DANTAS-
TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006; DIAS et al., 2003). A ocorréncia de LV foi
relatada em diferentes espécies de canideos silvestres, tais como guaraxaim (Cerdocyon
thous), lobo-guara (Chysocyon brachyurus), raposa do campo (Lycalopex vetulus) e
cachorro do mato vinagre (Spheotos venaticus) (CURI, 2006; LUPPI et al., 2008
[Anexo 59]).

A expansdo das areas geograficas afetadas por LV ¢ uma realidade marcante no
Brasil (DINIZ et al.,, 2008 [Anexo 58]) e uma preocupacdo evidente na Europa
(READY, 2010), principalmente devido ao desenvolvimento de condigdes favoraveis
para o desenvolvimento do vetor, devido a alteragdes climaticas ou ambientais. Além

disso, também tem aumentado os relatos da importancia da transmissdo da LV na
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auséncia do vetor flebotomineo (PETERSEN, 2009). Nestes casos, exposi¢do a insetos
vetores alternativos, transmissio direta ou transmissdo vertical, tém sido consideradas
como possiveis rotas de infec¢do, embora o real mecanismo ndo esteja completamente
claro (HARRIS, 1994; GASKIN et al., 2002; DANTAS-TORRES, 2011). Portanto, este
capitulo discute uma forma alternativa de transmissdo da L'V recentemente descrita por
nosso grupo (SANTOS et al., 2010 [Anexo 60]).

Considerando a influéncia genética sobre a susceptibilidade a leishmaniose
(SAKTHIANANDESWAREN et al., 2009), embora ndo seja o foco deste Capitulo,
citamos brevemente os trabalhos desenvolvidos por nosso grupo na area de imunidade
inata conta LV em caes, que resultou em um protocolo eficiente para o isolamento de
macréfagos caninos a partir de monocitos de sangue periférico (BUENO et al., 2005
[Anexo 56]). Esta linha também resultou na clonagem e sequenciamento do cDNA do
gene Nrampl canino e no desenvolvimento de um protocolo experimental para andlise
fenotipica de resisténcia natural a LV em cades (BUENO et al., 2009 [Anexo 57]). Além
disso, nosso grupo tem também atuado no diagndstico e monitoramente de LV em
populagdes de espécies selvagens mantidas em cativeiro na area urbana de Belo
Horizonte (LUPPI et al., 2008 [Anexo 59]; MALTA et al., 2010 [Anexo 61]). Como
resultado destes estudos, realizamos levantamento e caracterizacdo de LV em canideos
selvagens, resultando em quatro positivos em uma populacdo de 15 animais, com
manifestagdo clinica classica de LV em um cachorro do mato vinagre (Spheotos
venaticus), espécie ameagada de extingdo (LUPPI et al., 2008 [Anexo 59]). Também
foram estudados primatas ndo humanos, com a identificagdo de 12 animais positivos em

uma populagdo de 36 animais pertencentes a 11 espécies diferentes, inclusive com um
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quadro clinico de LV em um guigd (Callicebus nigrifrons) (MALTA et al., 2010

[Anexo 61]).

4.2. Lesdes genitais, placentarias e fetais e transmissdo venérea da leishmaniose visceral

canina

Os cies tém papel crucial na cadeia epidemiolédgica da LV, ja que desenvolvem
alto parasitismo cutdneo, conforme evidenciado em um dos nossos trabalhos em
colaboracdo com o Dr. Wagner Tafuri (TAFURI et al., 2004 [Anexo 62]), atuando
como abundante fonte de infec¢do para o flebotomineo. A ocorréncia frequente de caes
assintomaticos € outro fator determinante para a persisténcia da doenga (DINIZ et al.,
2008 [Anexo 58]). As manifestacdes clinicas da LV canina podem variar desde uma
infec¢do assintomatica a uma doenga sist€émica cronica, caracterizada por anemia,
caquexia, febre, insuficiéncia renal cronica, lesdes cutdneas, hepatomegalia,
esplenomegalia e linfadenopatia (OLIVEIRA et al., 1993; MARSELLA & GOPEGUI,
1998; MORENO & ALVAR, 2002). Contudo, cdes com LV podem apresentar
manifestagdes clinicas atipicas, associadas ou ndo a alteragdes sistémicas, como lesdes
oculares e osteoarticulares (SOUZA et al., 2005 [Anexo 63]; CARVALHO NETA et
al., 2007 [Anexo 64]), fazendo com que alguns casos possam oferecer dificuldade para
o diagnostico diferencial (NABITY et al., 2006 [Anexo 65]).

Indiscutivelmente, a principal via de infeccdo por Leishmania sp. é através de
seu vetor bioldgico. Contudo, ha relatos de transmissdo da doenga entre humanos por
via vertical e parenteral, através de transfusdo sanguinea, seringas ou acidente

laboratorial (HARRIS, 1994). Em caes, foi descrita a transmissdo do agente por
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transfusdo sanguinea (OWENS et al., 2001) e por transfusdo de hemacias (GIGER et al.,
2002). Além disso, a ocorréncia de casos autdctones de LV canina em areas onde ndo ha
vetores bioldgicos, sugere a existéncia de vias alternativas de infeccdo que devem ser
consideradas para o controle eficiente da doenga (HARRIS, 1994; GASKIN et al.,
2002). Foi descrita a prevaléncia de 41% de LV em um canil na regido nordeste dos
EUA localizado em darea considerada livre de vetor flebotomineo. A ocorréncia de
transmissdo direta ou vertical de Leishmania entre cdes, ou a atuagdo de um vetor
invertebrado alternativo, foram sugeridas como possiveis fontes de infeccdo nesses
casos (GASKIN et al., 2002).

No inicio dos anos 1960, foi relatado um caso de transmissdo venérea de
leishmaniose visceral em humanos (SYMMERS, 1960). Contudo, apenas recentemente
demonstramos que esta pode ser uma via de infec¢do em cdes (SILVA et al., 2009b
[Anexo 66]). Estudos iniciais desenvolvidos pelo nosso grupo também descreveram o
tropismo de L. chagasi para o trato genital masculino em cdes, principalmente
epididimo, glande e preptcio, causando inflamacgdo nestes orgdos (Figura 11) e
eliminagdo do agente no sémen (DINIZ et al., 2005 [Anexo 67]). A maioria dos cées
naturalmente infectados elimina Leishmania no sémen de forma intermitente, conforme
demonstrado por reagdo em cadeia de polimerase (PCR) para a detecgdo de DNA de
kinetoplasto (kDNA) de Leishmania (do complexo donovani) em amostras de sémen
(SILVA et al, 2009b [Anexo 66]).

Lesdes macroscopicas ndo sdo comuns no trato genital masculino de caes
naturalmente infectados. Contudo, a frequéncia das alteragdes microscopicas no
epididimo, preptcio e glande ¢ significativamente maior quando comparado a cdes ndo

infectados (DINIZ et al., 2005 [Anexo 67]), confirmando a predile¢do do parasita pelo
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trato genital masculino de cdes, o que se assemelha a descricdo em humanos, com varios
relatos de infecc¢do do trato genital masculino (CAIN et al., 1994; KAPILA et al., 1994;
SCHUBACH et al., 1998; CABELLO et al., 2002), enquanto ha um tnico relato de

lesdo genital na mulher associado a transmissdo venérea (SYMMERS, 1960).

Figura 11. Imunomarcagido de Leishmania sp. no trato genital de cdes naturalmente
infectados com Leishmania chagasi: (A) testiculo, (B) epididimo, (C) glande e (D)
prepucio (Fonte: DINIZ et al., 2005 [Anexo 67]).

Amastigostas s3o comumente encontradas nos testiculos de cdes afetados,
contudo, a frequéncia de orquite ndo ¢ significativamente maior em cdes com LV.
Quando presentes, as formas amastigotas sdo frequentemente encontradas no citoplasma
de macrdfagos e associadas a infiltrado inflamatdrio linfo-plasmocitério intersticial e

degeneracdo testicular. No entanto, hd aumento significativo da ocorréncia de
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epididimite em caes infectados, caracterizada por um infiltrado inflamatério linfo-
plasmo-histiocitario, que é mais acentuado em animais sintomaticos quando comparado
a cdes assintomaticos (DINIZ et al., 2005 [Anexo 67]). J4 na glande e prepucio, o
infiltrado ¢ predominantemente histiocitario, com rea¢do granulomatosa e alguns casos.
Inumeras amastigotas sdo observadas no interior de citoplasma de macrdofagos (DINIZ
et al., 2005 [Anexo 67]).

Caes naturalmente infectados por L. chagasi apresentam alteragdo na qualidade
de sémen, com diminuicdo da motilidade progressiva e aumento de defeitos
espermaticos (ASSIS et al., 2009). As principais alteragdes espermaticas encontradas
sdo o defeito de peca principal e desprendimento de cabeca (ASSIS et al., 2009),
compativeis com a localizacdo das lesdes no epididimo (DINIZ et al., 2005 [Anexo
67]). ASSIS et al. (2009) ainda demonstraram que o tratamento de caes reprodutores
acometidos pela LV com Alopurinol e Anfotericina B por 150 dias pode resultar em
recuperacdo apenas parcial da qualidade espermatica. Portanto, mesmo tratados, machos
apresentam seu desempenho como reprodutores comprometido de maneira irreversivel.

Ao contrario do observado em machos, em um de nossos estudos demonstramos
recentemente que L. chagasi ndo apresenta tropismo pelo trato genital de cadelas
(SILVA et al., 2008 [Anexo 68]). Tal fato sugere que a transmissdo venérea seja
unidirecional, ou seja, do macho infectado para a fémea susceptivel (SILVA et al,
2009b [Anexo 66]). No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para determinar se a
transmissdo venérea ocorre através do sémen infectado ou da infeccdo da genitalia
externa do macho. A ocorréncia de trauma, que é comum durante a copula de caes pode
favorecer a transmissdo e, neste caso, a glande e o prepucio seriam a fonte provavel de

infeccdo (SILVA et al, 2009b [Anexo 66]). O estudo que descreveu a transmissdo
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venérea em cdes baseou-se em parametros de infeccdo, como soroconversdo e PCR
positivo para kKDNA de Leishmania, porém, ndo houve avalia¢do de desenvolvimento da
doenca clinica (SILVA et al, 2009b [Anexo 66]). Portanto, ainda ndo se sabe o real
potencial de ocorréncia de doenca clinica em decorréncia da infeccdo venérea, quando
comparada a via de transmissdo classica pelo vetor flebotomineo. Possivelmente, a
inoculagdo de formas promastigotas metaciclicas de Leishmania no hospedeiro
vertebrado pela picada do vetor seja mais eficiente do que a transmissdo venérea de
formas amastigotas. Isto se deve a presenca de inimeros fatores na saliva do vetor que
favorecem a infeccdo (ALMEIDA et al., 2003; CAVALCANTE et al., 2003), tendo em
vista a longa evolucdo adaptativa do parasita a resposta do hospedeiro no sitio da picada
(PETERS & SACKS, 2009).

Embora cadelas ndo apresentem lesdes genitais (SILVA et al., 2008 [Anexo
68]), estas sdo capazes de transmitir a infec¢do aos fetos por via congénita, como
demonstrado por ROSYPAL et al. (2005) através de inoculagdo experimental de
Leishmania em cadelas Beagle gestantes. Nesse estudo, os fetos foram removidos
diretamente do utero, evitando a infec¢do fetal durante a passagem transvaginal, o que
permitiu confirmar que a transmissdo ocorreu por via transplacentdria (ROSYPAL et
al., 2005). Aborto em cadelas associado a placentite necrdtica com presenga de formas
amastigotas de Leishmania na placenta acometida e ndo no feto abortado, j& foi descrito
(DUBEY, et al., 2005), além da infec¢do de neonatos (MASUCCI et al., 2003).
Adicionalmente, a transmissdo congénita de LV foi demonstrada em humanos
(BOEHME et al., 2006; MEINECKE, et al., 1999) e em camundongos BALB/c
experimentalmente infectados (ROSYPAL et al., 2005). Um estudo recente realizado

por nosso grupo demonstrou elevada frequéncia de transmissdo transplacentdria de
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Leishmania em cadelas gestantes naturalmente infectadas, tanto sintomaticas quanto
assintomaticas. Tal fato indica que o quadro clinico do animal infectado ndo determina
o potencial de transmissdo vertical de LV (PANGRAZIO et al., 2009 [Anexo 69]).
Além disso, o estudo sugere que a transmissdo vertical ocorra primariamente através da
placenta e considera que a via transvaginal possui um papel secundario na infecgao fetal
por Leishmania. Estes resultados sdo sustentados pelo estudo prévio que demonstrou a
auséncia de formas amastigotas na mucosa vaginal de cadelas naturalmente infectadas
(SILVA et al., 2008 [Anexo 68]). A distribui¢do de formas amastigotas de Leishmania
em tecidos fetais apresenta padrdo semelhante ao descrito para cdes adultos atingindo,
principalmente, orgdos linféides (bago, medula &ssea e linfonodos) e figado
(PANGRAZIO et al., 2009 [Anexo 69]). No entanto, fetos infectados por Leishmania
ndo apresentam as lesdes classicas de LV descritas em adultos, o que pode ser
justificado pelo sistema imunologico que ainda se encontra em desenvolvimento

durante a fase fetal.

4.3. Sintese da contribui¢do na area de leishmaniose

As transmissdes vertical e venérea, na auséncia do vetor bioldgico, sdo
importantes vias de infeccdo de LV entre cédes e devem ser consideradas ao estabelecer
programas de erradicacdo da doenga. Além disso, a utilizacdo de caes infectados por L.
chagasi, tratados ou ndo, ¢ altamente desaconselhdvel para a reproducdo, ndo sé pela
diminui¢do de sua qualidade espermdtica, como também pelo risco significativo de
transmissdo do agente através do sémen. Por fim, as vias alternativas de transmissdo

descritas podem representar um impacto significativo em regides com baixa prevaléncia
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de LV e que teriam condi¢des de alcangar o controle e a erradicacdo eficiente da
doenga.

Dada a importancia das informagdes sobre estas vias alternativas de transmissao
para o clinico que atua em dareas endémicas para LV, publicamos um artigo nos
Cadernos Técnicos de Veterinaria e Zootecnia (SILVA et al., 2009¢ [Anexo 70]),

distribuido para todos os veterinarios dos estados de Minas Gerais e Espirito Santo.
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CAPITULO 5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram abordadas as linhas de pesquisa mais importantes do nosso
grupo de pesquisa, i.e. salmonelose, brucelose e leishmaniose. O doutoramento pleno no
exterior, desenvolvido entre setembro de 1998 e outubro de 2001, na Texas A&M
University (College Station, Texas EUA) e, subsequentemente, o curso de biologia
molecular da célula, realizado no Institut Pasteur (Paris, Franga) de dezembro de 2004 a
fevereiro de 2005, e, finalmente, o estdgio sabatico ou pds-doutorado realizado na
University of California at Davis (Davis, Califérnia, EUA) entre 2006 e 2007, tiveram
influéncia fundamental no direcionamento das nossas atividades de pesquisa. Ao iniciar
o trabalho de pesquisa para o doutoramento no laboratério do Dr. Garry Adams,
renomado pesquisador na area de brucelose, topico que motivou a interagdo inicial com
o referido laboratdrio, fomos surpreendidos com a disponibilidade de recursos e,
portanto, de oportunidade para o trabalho com salmonelose. Entdo, apesar da
predisposicdo ao trabalho com doengas reprodutivas, devido ao mestrado na area de
reproducdo animal, fizemos a op¢do pelo trabalho com Salmonella, que resultou em um
trabalho de tese bastante produtivo para os padrdes daquela instituicdo, apesar de
concluido em tempo muito inferior a média. Ao retornar ao Brasil, nos deparamos com
a questdo da leishmaniose, doenga que naquela época ainda era de introducdo
relativamente recente na regido metropolitana de Belo Horizonte e que ja se apresentava
como um problema de relevancia central nas 4reas de saude animal e saude publica. O
treinamento realizado no Institut Pasteur foi instrumental na implantagdo desta linha no
nosso laboratorio. Contudo, em nenhum momento abandonamos o plano original de

trabalharmos com brucelose, uma doenga zoondtica extremamente importante no Brasil.

89



Portanto, durante o estdgio sabatico, tivemos a oportunidade de trabalhar, na condig¢do
de visiting associate professor, concomitantemente em dois laboratorios, o laboratério
do Dr. Andreas Baumler, dedicado primariamente ao trabalho com Salmonella e o
laboratorio da Dra. Renée Tsolis, uma das principais pesquisadoras em brucelose na
atualidade. Portanto, foi possivel, através desta trajetoria, consolidar estas trés linhas de
pesquisa. A experiéncia internacional, que incluiu um grande programa de intercdmbio
com a Texas A&M University e University of Georgia, ambas nos EUA, permitiu a
mobilidade de varios alunos e professores, de forma que a realizagdo de doutorado
sanduiche, ou disciplinas de docentes americanos ministradas na UFMG tornaram-se
rotina, 0 que permitiu aprimoramento constante do grupo como um todo. Esta intensa
atividade de colaboragdo nos permitiu superar algumas dificuldades inerentes a
realidade brasileira. Embora o Brasil esteja visivelmente passando por um momento de
franco crescimento quantitativo e qualitativo no campo cientifico, ainda temos
limitagdes que podem ser minimizadas pelo trabalho colaborativo, que também permite
o carater transdisciplinar dos projetos de pesquisa. Este esfor¢o coletivo tem
apresentado resultados satisfatérios em relacdo a qualidade de nossa produgdo
cientifica, o que também expande o desafio de continuar produzindo com qualidade,
captando recursos para dar sustenta¢do a todo o processo e criar boas oportunidades de
treinamento em pesquisa para os jovens.

Uma das estratégias mais que norteiam este trabalho ¢ a vinculacdo de técnicas
tradicionais em anatomia patologica, com métodos avancados, inclusive com
manipulagdo genética de patdgenos e aplicagdo de métodos de biologia molecular.
Desta forma, temos tido oportunidade de oferecer oportunidade de treinamento com

carater eminentemente transdiciplinar. Outro beneficio desta estratégia € que, o trabalho
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predominante na investigacdo da patogénese, ou seja, pesquisa basica, resulta também
na geracdo de métodos tecnoldgicos com grande potencial de aplicacdo em diagndstico
e prevenc¢do das doengas em estudo.

Como evidenciado nas publicacdes anexadas a este documento, estas linhas de
pesquisa tém nos proporcionado condigdes para formagdo de recursos humanos em
varios niveis, da iniciag@o cientifica até o pos-doutoramento, além da oportunidade de
colaboracdo com varios grupos nacionais € internacionais. Desta forma, durante os
ultimos anos foi possivel consolidar um grupo de pesquisa competitivo, catalizando a
capacidade deste mesmo grupo para captagdo de recursos para pesquisa.

Conforme salientado na introdugdo, a producdo evidenciada neste texto
corresponde a parte da producdo total do autor. Portanto, para ilustragdo qualitativa da
producido, sdo apresentadas abaixo, a evolucdo das citagdes dos trabalhos publicados
pelo autor, segundo a base de dados ISI Web of Science (Figura 12). A produgdo do
autor, indexada por estas bases de dados, conta atualmente (em 5 de fevereiro de 2011)
com um total de 1.077 e 1.010 citagdes, segundo o ISI Web of Science e Scopus,
respectivamente. Estas citagdes resultam atualmente em um fator h de 19 (HIRSCH,
2005).

Embora este documento evidencie a atuacdo do autor na area de pesquisa
cientifica, ¢ importante ressaltar o impacto que esta atividade tem tido nas atividades de
ensino de graduagdo e de pos-graduacdo. A pesquisa da ao docente excepcional visdo
critica que influencia de forma marcante as atividades didéticas. Além disso, a area de
patologia veterinaria ¢ de tal forma privilegiada que as atividades de extens@o, no
diagndstico anatomo-patoldgico rotineiro, ¢ uma fonte inesgotavel de material para

pesquisa. Tal aspecto pode ser ilustrado no presente trabalho pelo fato de que todas as

91



pesquisas abortadas no Capitulo 4 tiveram motivacdo inicial em um diagndstico
histopatologico de rotina realizado no Hospital Veterinario da UFMG. Portanto, desta
forma tem havido absoluto entrelagamento e indissociabilidade das atividades
académicas fins, i.e. do tripé ensino, pesquisa e extensdo. Finalmente, no caso do autor
deste trabalho, a atividade de pesquisa teve também influéncia decisiva nas atividades
de administracdo académica, certamente tendo tido papel crucial na condugdo do autor

ao cargo de Pré-Reitor de Pesquisa da UFMG.
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Figura 12. Numero de citacdes do autor durante sua carreira cientifica. Os dados do ano
de 2011 sdo parciais, tendo sido apurados no dia 05 de fevereiro de 2011. Fonte: IS/

Web of Science.
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ANEXOS

Nos anexos estdo separatas de 70 trabalhos, publicados ou aceitos para

publicacdo, que foram utilizados na elaboragdo dos capitulos deste documento.
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