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RESUMO

A mastite € a mais comum e cara doenca que afeta o gado leiteiro, sendo o
Staphylococcus aureus o micro-organismo mais frequentemente isolado de casos clinicos
dessa infeccdo. A enfermidade é caracterizada pela inflamacédo da glandula mamaria, com
sintomas locais que podem resultar em infec¢do sistémica. Uma melhor compreensdo dos
fatores envolvidos na patogenicidade, assim como da resposta do hospedeiro a infecgéo por
esse micro-organismo, sdo pontos essenciais para o desenvolvimento eficiente e satisfatério
de terapias que permitam prevenir e combater a mastite. Embora considerado um patégeno
oportunista, certas linhagens de S. aureus sdo mais aptas a causar patologias do que
outras, devido a grande variedade de fatores de viruléncia associados a eles. Sendo assim,
através de andlises sorologicas do proteoma (SERPA), que permitem a identificacdo de
proteinas imunorreativas diferencialmente expressas, o perfil patogénico das linhagens S.
aureus 046, caracteristica de mastite subclinica, e S. aureus O11, caracteristica de uma
mastite gangrenosa, foi avaliado. Baseado nesses dados, o objetivo do presente trabalho foi
caracterizar uma proteina, codificada pela ORF 046 2740, imunoreativa somente na S.
aureus 046 e homoéloga a toxina esfoliativa D. Essa toxina é descrita como epidermiolitica e
ja foi associada a formagdo de impetigo bolhoso e sindrome da pele escaldada
estafilocécica (SSSS). O modelo tridimensional por homologia da ORF 046 2740 foi
elaborado in silico, utilizando um molde ETB depositado em bancos de dados. Para a
caracterizacao in vivo, construimos linhagens recombinantes de L. lactis na forma secretada,
utilizando o sistema de expressao XIES, induzido por xilose. Os clones foram avaliados por
imunodeteccéo e ndo foi possivel confirmar a expressédo nesse sistema. Como alternativa, a
OREF foi sintetizada com cddons preferenciais para E. coli e avaliado em cinco linhagens de
expressao, o qual uma obteve melhor resultado. A ETD-like foi purificada e posteriormente
confirmada por Western blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-His. A fracao solavel foi
dosada e aplicada no dorso de camundongos neonatos Balb/c para avaliacdo da formacéo
de bolhas e esfoliagdo caracteristica da toxina. Os resultados preliminares da avaliagdo in
vivo apontam reagfes bolhosas, porém, novos ensaios sdo necessarios para corroborar a

atividade esfoliativa.
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ABSTRACT

Mastitis is the most common and costly disease affecting dairy cattle, being S. aureus
the most frequently isolated microorganism from clinical cases of this infection. This disease
is characterized by inflammation of the mammary gland, with local symptoms that can result
in systemic infection. A better understanding of the factors involved in pathogenicity, as well
as the host response to infection by this microorganism, are key points for an efficient and
satisfactory development of therapies to prevent and combat mastitis. Although considered
an opportunistic pathogen, certain strains of S. aureus are more prone to cause pathologies
than others, due to the variety of virulence factors associated to them. Through serological
proteome analysis (SERPA) that enables the identification of differentially expressed
immunoreactive proteins, the pathogenic profiles of S. aureus strains 046 - characteristic of
subclinical mastitis - and Ol11l - characteristic of gangrenous mastitis - were evaluated.
Based on these data, the aim of this study was to characterize a protein, encoded by the
ORF 046_2740, immunoreactive only in S. aureus 046 and homologous to exfoliative toxin
D. This protein is considered epidermolytic toxin and was associated to bullous impetigo and
staphylococcal scalded skin syndrome (SSSS). A three-dimensional homology model was
designed in silico using an ETB mold deposited in databases. For in vivo characterization we
obtained recombinant strains of L. lactis containing the ORF O46_2740 coupled with the
XIES expression system, but Western blotting did not confirm the production of ETD-like
protein. Alternatively, the ORF was introduced in E. coli under control of T5 promoter, and the
expression of ETD-like was successfully confirmed by Western blotting. ETD-like was
purified using anti-His monoclonal antibody and applied on the back of newborn Balb/c mice
to evaluate its effects on the skin. Preliminary results of in vivo assessment indicated the
formation of bullous reactions also caused by the epidermolytic activity of S. aureus ETD;

however, no exfoliative activity was observed.
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1. INTRODUCAO
1.1. Mastite
1.1.1. Consideracdes gerais

A mastite é uma inflamac&o da glandula mamaria (Bradley, 2002), com sintomas
locais e que ocasionalmente pode resultar em infeccdo sistémica, em bovinos e pequenos
ruminantes (Le Maréchal et al., 2011). Os agentes etiol6gicos que causam a mastite sao
classificados como contagiosos ou ambientais, sendo que, as bactérias patogénicas
contagiosas sdo organismos adaptados a sobreviver e multiplicar dentro do hospedeiro, em
particular dentro da glandula maméaria (Bradley, 2002; Dego et al., 2002). Este grupo é
composto por micro-organismos como Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
varios micoplasmas e Arcanobacterium spp. Nas bactérias patogénicas ambientais, a sua
presenca na glandula mamaria ocorre principalmente pela contaminacdo do Ubere, sendo
incluido nesse grupo micro-organismos como Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis, Klebsiella pneumoniae e Bacillus spp (Oviedo-Boyso et al., 2007).
Entre os agentes etiolégicos mais comuns na mastite, destacam-se S. aureus, E. coli e
outras espécies do género Streptococci, como S. agalactiae (Keefe, 2012; Le Maréchal et
al., 2011b). Os diferentes micro-organismos envolvidos na infeccdo podem desencadear
variaveis formas clinicas da mastite, assim como manifestacbes assintomaticas,
denominadas subclinicas (Oviedo-Boyso et al., 2007). Em pequenos ruminantes, S. aureus
€ o principal agente associado a mastite clinica, enquanto Staphylococcus ssp. coagulase
negativo (SCN) a mastite subclinica, com uma prevaléncia variando de 25 a 93% (Figura 1)
(Le Maréchal et al., 2011b; Bergonier et al., 2003). Os critérios utilizados para a classificagdo
da gravidade podem ser visualizados na Tabela 1. Essa variabilidade é identificada, por
exemplo, dentro do mesmo rebanho leiteiro, onde é possivel identificar animais sadios,
assim como aqueles infectados em somente um quarto mamario, chegando aos quatro
quartos mamarios infectados (Barkema et al., 1997; Oviedo-Boyso et al., 2007). Além do
carater infeccioso dessa patologia, trauma mecéanico, térmico e quimico podem também

predispor a infec¢@o da glandula mamaéria (Zhao e Lacasse, 2008).
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Figura 1: Etiologia de infec¢des intramamarias subclinicas em ovinos (adaptado Bergonier et al., 2003).

A mastite clinica, segundo o National Mastitis Council (NMC/2006), é caracterizada
por anormalidades visiveis no leite, com floculacdo, coagulos e aparéncia aquefeita, ou no
Ubere, com calor, inchaco e sensibilidade ao toque. A mastite subclinica & tipicamente
manifestada com uma elevag&o na contagem de células somaticas (CCS) (leucécitos, sendo
predominantes neutrdéfilos, e células epiteliais) de leite obtido por um quarto afetado, sendo
uma importante causa para o decréscimo na producdo leiteira (Bradley, 2002; Oviedo-Boyso
et al., 2007). O motivo de alguns casos permanecerem como subclinicos, enquanto outros
evoluem para manifestagbes gangrenosas ainda ndo é conhecido (Vautor et al., 2009).
Dentre os fatores que podem influenciar a susceptibilidade do hospedeiro a infec¢des
intramamarias destacam-se: a paridade, a nutricdo, 0 estagio de lactacao, a producao de
leite e a raca (Oviedo-Boyso et al., 2007). A gestacdo, o parto e a lactacdo afetam
mecanismos de defesa do hospedeiro associados a mudancas no perfil hormonal e
metabodlico, assim como o estresse fisioldgico, que proporcionam um aumento na
prevaléncia de doencas no periodo periparturiente (Mallard et al., 1998; Wagter et al., 2000).
A acumulacéo de fluidos dentro da glandula mamaria de parturientes resulta em elevacao de
sua pressdo e uma maior vulnerabilidade da glandula, causada pela dilatacdo do canal do
Ubere. Além disso, durante a ordenha, a camada de queratina € liberada e o esfincter
precisa de aproximadamente 2 horas para retornar ao estado contraido normal (Viguier et
al., 2009).



Tabela 1: Critérios utilizados na definicdo da intensidade dos sintomas da mastite.

Gravidade Identificacdo IDF" CCS® Sintomas locais Sintomas gerais
Gangrenosa " A glandula mamaria Rapido
torna-se vermelha, e desenvolvimento,
em seguida, apresenta  diarréia,
necrose tecidual. As claudicacéo,
veias que drenam o dificuldades de
guarto gangrenoso respiracao,
apresentam trombose. animais
desidratados,
com febre e
anorexia
Clinica Inflamacao do Ubere. " Inchago, vermelhidéo, Pulso rapido,
severa Inicio subito, com calor e dor depressao,
sintomas sistémicos e fraqueza e perda
graves. de apetite
Piogénica 1 Presenca de nédulos, N&o

abcessos ou cicatrizes

Clinica Anomalias visiveis no 1 Pode apresentar uma N&o
média leite, geralmente Ubere quente ou

coagulos ou flocos. sensivel, porém, pode

Pouco ou nenhum sinal haver sinais de inchaco

de inchacgo na glandula
mamaria ou doenca
sistémica.

Subclinica A inflamacéo da 1 Nao N&o
glandula mamaria néo é

visivel e requer um teste

de diagnéstico para a

deteccgéo

Adaptado: Le Maréchal et al., 2011c
L International Dairy Federation: Suggested Interpretation of Mastitis Terminology. Bull Int Dairy Fed 1999,
338:3-20

2: CCS: Contagem de células somaticas

Apés o parto, a producdo de leite dura aproximadamente 305 dias em vacas, 160
dias em ovinos, 280 dias em cabras e 245 dias em bufalos. A producdo de leite varia no
curso da lactacao, sendo maior no periodo de 3-8 semanas apdés 0 nascimento (em vacas
leiteiras) e diminui gradualmente. Posteriormente, o animal passa por um periodo seco,
repouso que ocorre antes da proxima lactacdo (Le Maréchal, 2010).

De modo geral, com os efeitos da infeccdo tém-se a perda temporaria ou
permanente da producéo de leite. Em vacas leiteiras, essa reducao é observada pelo menos

1 semana antes da mastite clinica ser diagnosticada. Em ovinos, essa reducao varia de 3%
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a 10% e depende do patdégeno causador e do carater uni ou bilateral da mastite (Le
Maréchal et al., 2011b). As ovelhas saudaveis produzem 880mL de leite por dia enquanto as
ovelhas com mastite unilateral produzem 803mL/dia e com mastite bilateral produzem
791mL/dia (Gonzalo et al., 2002). Além disso, a qualidade do leite é afetada, uma vez que a
reducdo no teor de gordura resulta em produtos lacteos com propriedades organolépticas
menos favoraveis (Viguier et al., 2009). Em decorréncia da infec¢édo, ocorre um aumento nos
niveis de proteinas do soro do leite (albumina sérica e 1gG), além de sédio, e uma reducao
no nivel de lactose (exceto em leite de cabras) (Le Maréchal et al., 2011b).

1.1.2. Patogénese

Em geral, a mastite infecciosa € caracterizada por trés estagios, que incluem a
invasdo do patégeno, a infeccdo e a inflamacdo (Oviedo-Boyso et al., 2007). A principal
forma de propagacgédo ocorre através do contato entre animais infectados e néo infectados,
sendo o canal do Ubere a Unica via de entrada para a glandula (Keefe, 2012). Normalmente,
o canal do uUbere é fechado por esfincters, que impedem a entrada dos agentes
patogénicos, além da camada de queratindcitos, que fornecem uma adicional barreira fisica
contra a migragdo de micro-organismos (Craven e Williams, 1985; Viguier et al., 2009).
Nessa camada de queratina encontram-se acidos graxos esterificados e nao esterificados
(Acido miristico, acido palmitoléico e &cido linoléico) que sdo bacteriostaticos, assim como
proteinas catibnicas, que podem ligar-se eletrostaticamente a patdgenos e alterar suas
paredes celulares para uma maior susceptibilidade a pressdo osmoética (Sordillo e Streicher,
2002).

Uma vez que as bactérias consigam penetrar na glandula mamaria, elas colonizam
a cisterna do Ubere, onde se multiplicam e estabelecem o processo infeccioso. A segunda
linha de defesa do hospedeiro esta na ativacdo da resposta imune e consequentemente o
aparecimento dos sintomas no animal (Oviedo-Boyso et al., 2007; Viguier et al., 2009).

A imunidade inata predomina na fase inicial da infeccdo, sendo mediada por
macroéfagos, neutrdfilos, células natural killers (NK) e citocinas (Sordillo e Streicher, 2002).
Estruturas da parede celular dos micro-organismos patogénicos, denominadas padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs) sao reconhecidos pelos receptores Toll-like
(TLRs) (Oviedo-Boyso et al., 2007), sendo o recetor TLR2 associado ao reconhecimento do
acido lipoteicoico (LTA) e peptideoglicano (PGN) de bactérias Gram-positivas, como S.
aureus (Takeuchi et al., 2000).



Durante uma fase precoce da infeccdo, ocorre uma migracdo de neutréfilos da
corrente sanguinea para o leite, sendo que, se a infeccao persistir, este infiltrado celular que
inicialmente era constituido por 95% de neutréfilos, passa a apresentar células
mononucleares, como linfécitos T e mondcitos (Rainard e Riollet, 2006). Enquanto os
macrofagos reconhecem o micro-organismo, eles produzem citocinas pré-inflamatorias
como fator de necrose alfa (TNF-a) e interleucina 1 beta (IL-1B), que estimulam a atividade
bactericida dos neutrofilos (Figura 2) e também produzem prostaglandinas e leucotrienos,
gue elevam a reacgdo inflamatéria local (Oviedo-Boyso et al., 2007).

Célula — 8
Epitelial

Migracdo através do
endotélio

Bactéria ‘.Q:.‘

@ Neatréfilo -
‘ ..3
@ Macriofago b;
™

Citocinas %,
(TNF-c, IL-18) Células endoteliais

Figura 2: Esquema evidenciando um alvéolo mamario e um vaso sanguineo adjacennte. As
células endoteliais dos vasos sanguineos adjacentes aos alvéolos expressam moléculas de adesao
em resposta a citocinas pro-inflamatorias, que facilitam o recrutamento de neutréfilos da corrente
sanguinea para o local da infec¢éo (adaptado Oviedo-Boyso et al., 2007).

A migracao de neutrdfilos polimorfonucleares (PMNs) da corrente sanguinea para o
tecido da glandula mamaria ocorre devido a adesdao dos micro-organismos nas células
epiteliais, assim como em resposta as citocinas pro-inflamatérias (Figura 3) (Oviedo-Boyso

et al., 2007; Rainard e Riollet, 2006).
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Figura 3: Representacdo esquematica do processo infeccioso no Ubere. 1) Micro-organismos invadem a
Ubere pelo canal e multiplicam-se nas cisternas da glandula. 2) Recrutamento de neutréfilos. 3) Fagocitose e
destruicdo dos micro-organismos invasores. 4) Internalizacdo. 5) Células epiteliais secretam compostos
antimicrobianos. 6) Células epiteliais que revestem os alvéolos séo danificadas infecgdo (adaptado Viguier et al.,
20009).

A elevacdo na CCS (>2 x 10° células/mL) observado durante a mastite tem sua
origem nessa migracdo transendotelial (Oviedo-Boyso et al., 2007). Os neutrofilos
recrutados atuam fagocitando e destruindo 0s micro-organismos invasores, assim como na
producdo de espécies reativas de oxigénio, peptideos bacterianos de baixo peso molecular
e defensinas, para a eliminagdo do patdgeno (Sordillo e Streicher, 2002). Enzimas como a
lactato desidrogenase (LDH) e a N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAGase) sdo utilizadas em
estudos mamarios como marcadores de dano tecidual (Figura 3) (Viguier et al., 2009). As
células epiteliais mamarias sédo danificadas devido a presenca de produtos celulares e
extracelulares das bactérias patogénicas, assim como produtos oxidativos e enzimas
lisossomais liberados pelos fagécitos e citocinas durante a resposta imune (Zhao e Lacasse,
2008). Com a persisténcia das bactérias invasoras, o infiltrado de neutrofilos passa a
apresentar linfécitos T e B e mondcitos. Os linfécitos podem reconhecer uma variedade de
estruturas antigénicas através de receptores de membrana, sendo que durante a infeccéo
da glandula mamaria, os linfécitos T CD4+ prevalecem e séo ativados ao interagirem com o
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe Il nas células apresentadoras

de antigenos, como as células B ou macréfagos (Sordillo e Streicher, 2002). A principal



funcéo dos linfocitos B é produzir anticorpos contra 0s patdgenos invasores. Em contraste
com os macréfagos e neutrofilos, os linfocitos B utilizam os receptores de membrana para
reconhecerem patégenos especificos e, da mesma forma como as células dendriticas e
macroéfagos, atuam como células apresentadoras de antigenos (Oviedo-Boyso et al., 2007).

Com a persiténcia da infeccdo, os niveis bacterianos na glandula aumentam a ponto
de danificar o epitélio mamario (Zhao e Lacasse, 2008), levando a um inchago interno néo
detectavel ao exame externo. Os alvéolos tornam-se danificados com o tempo, com perda
da integridade anatdmica e consequentemente ha4 uma quebra da barreira sangue-leite
(Viguier et al., 2009). Alteracdes visiveis no leite e Ubere comecam a ocorrer, a glandula
torna-se avermelhada e o leite coagulado e com aspecto aquoso, constituindo o comec¢o dos
sintomas clinicos (Zhao e Lacasse, 2008). A regulagcdo negativa de genes implicados na
sintese dos componentes do leite pode estar relacionada a acdo direta dos agentes
patogénicos, assim como por um aumento da producdo de citocinas (Le Maréchal et al.,
2011b).

1.1.3. Epidemiologia

Os indices anuais de casos clinicos envolvendo mastite ovina sdo entre 5 a 11%
(Mork et al., 2005), porém, em uma pequena porcentagem de rebanhos a incidéncia pode
exceder 30-50% dos animais, que leva a mortalidade, devido a manifestagdo gangrenosa,
ou abate de até 70% do mesmo (Vautor et al., 2009). Além disso, infec¢des intramamarias
(IMI) subclinicas ocorrem entre 3% a 37% de ovelhas leiteiras na Europa (Vautor et al.,
2009). Segundo Peixoto et al. (2010) em rebanhos leiteiros no Brasil, a freqiéncia de
mastite subclinica em pequenos ruminantes oscila no intervalo de 22% a 75%. A média do
custo anual na Franca associada a mastite por S. aureus, S. agalactiae, S. uberis e E. coli é
estimada em US$ 6400,00 em um rebanho de 100 vacas leiteiras (Le Maréchal et al.,
2011b). Nos EUA, as perdas anuais causadas por mastite envolvem US$ 2 bilhdes, sendo
que um Unico quarto afetado pode reduzir de 10 a 12% a producao de leite em vacas
afetadas, e no Reino Unido, prejuizos aos produtores de leite chegam a 300 milhdes de
euros (Akers e Nickerson, 2011; Viguier et al., 2009).

Estudos realizados no Brasil, e disponibilizados pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), mostraram que quartos mamarios com mastite subclinica
produziram em meédia 25% a 42% menos leite do que quartos mamarios normais (Brito et
al., 2007). No entanto, estudos moleculares de linhagens de S. aureus isoladas de fazendas
leiteiras no Brasil ainda sado limitados, e concentram-se exclusivamente em bovinos e

caprinos (Aires-de-Sousa et al., 2007).



1.1.4. Diagndstico e tratamento

O diagnéstico precoce da mastite € de importancia relevante, uma vez que 0s custos
com a doenca séo elevados nos rebanhos (Viguier et al., 2009). As principais fontes de
contaminacdo bacteriana do leite cru envolvem uma glandula mamaria sem a correta
higienizacdo, assim como contaminagdo dos utensilios utilizados na ordenha e o seu
armazenamento incorreto (Hayes et al., 2001).

Segundo o NMC (2001), os principios basicos a serem seguidos para o controle da
enfermidade no rebanho envolvem o estabelecimento de metas para a saude do Ubere, de
maneira a realizar uma ordenha adequada e manter um ambiente limpo, seco e confortavel.
Além disso, o apropriado manejo de animais com mastite clinica durante a lactag&do, assim
como manejo eficaz da vaca seca e revisao periddica do programa de controle de mastite
faz-se necessario. O processo de desinfecgdo do Ubere nos intervalos de pré e pos-ordenha
e a terapia da vaca seca reduzem a prevaléncia da infecgédo (Keefe, 2012).

Atualmente, 0s ensaios para diagnéstico frequentemente utilizados incluem a
contagem de células somaticas, andlise enzimatica e o California Mastitis Test (CMT). A
contagem de células sométicas é o critério mais amplamente aceito para mensurar a saude
e a qualidade do leite produzido em todos os principais paises produtores de leite no mundo
(Rysanek et al., 2007). Na Europa, CCS acima de 200.000 células/mL sdo largamente
utilizados como indicador de mastite (Viguier et al., 2009).

Ensaios colorimétricos e fluorimétricos tem sido desenvolvidos para mensurar as
concentragdes elevadas de enzimas no leite, como LDH e NAGase, durante a infeccéo
(Viguier et al., 2009). A primeira € uma enzima citoplasmética estavel, presente em todas as
células. Ela é rapidamente liberada para o meio extracelular quando a membrana é
danificada. Em contrapartida, a enzima NAGase € encontrada nos lisossomos de células
epiteliais mamarias e sao liberadas quando ocorre algum dano tecidual (Zhao e Lacasse,
2008).

O CMT é um ensaio que avalia indiretamente a quantidade de células somaticas em
amostras de leite. O reagente CMT € composto por um detergente contendo um indicador
de pH (parpura de bromocresol). Esse detergente rompe a membrana das células soméaticas
e reage com o acido nucléico, formando uma matriz similar a gel, que € proporcional ao
namero de leucocitos da amostra (Viguier et al., 2009). O teste de condutividade elétrica
pode ser realizado durante a infeccdo, e avalia um aumento na condutancia do leite em
decorréncia da elevacdo dos niveis de ions, como sodio, potassio, célcio e cloreto de

magneésio (Viguier et al., 2009). Por outro lado, o leite também pode ser avaliado em caneca



de fundo preto, chamada de prova de Tamis, para verificar a presenca de coagulos, sangue
ou aspecto aquefeito (Souto et al., 2010).

Os indices de cura para infecgcdes por S. aureus sao variaveis, assumindo um
intervalo para mastite subclinica entre 4-92% (Barkema et al., 2006). O tratamento com
antibiéticos é recomendada para reducdo de infec¢bes intramamarias no rebanho (da Silva
et al.,, 2004). Embora util no tratamento da infeccdo, a antibioticoterapia ndo protege
diretamente a glandula de ser danificada (Zhao e Lacasse, 2008). Além disso, utilizacdo de
antibiéticos deve ser baseada no perfil de sensibilidade da linhagem, sendo que, para uma
mastite clinica, onde a necessidade de tratamento € imediata, 0 conhecimento prévio dos
padrdes de sensibilidade das linhagens predominantes no rebanho é de extrema
importancia (Barkema et al., 2006). Os antibidticos 3-lactamicos, como a penicilina G, s&o
amplamente utilizados para o tratamento de infec¢Bes intramamarios causadas por S.
aureus, sendo que, outras classes como macrolideos (eritromicina, espiramicina) e
lincosamidas (pirlimicina) também s&o utilizadas para esse tipo de infec¢cdo (Barkema et al.,
2006; Haveri et al., 2005; Tenhagen et al., 2006). Segundo o NMC (2007), a terapia da vaca
seca, que consiste na antibioticoterapia intramamaria apos a ultima ordenha da lactacao,
pode reduzir o numero de infecgbes, assim como prevenir 0 surgimento de novos casos
durante as primeiras semanas do periodo seco.

Como uma alternativa ao tratamento com medicamentos, a quase meio século tém-
se buscado vacinas contra linhagens de S. aureus que causam mastite utilizando diversas
abordagens, como bactérias atenuadas ou inativadas, extrato total de bactérias ou
subunidade, porém, a descoberta de novos determinantes antigénicos ainda faz-se
necessério (Wallemacq et al., 2010).

Em rebanhos ovinos com producdo em pequena escala de queijo com leite ndo
pasteurizado, o abate como resultado de infec¢des intramamarias subclinicas causadas por
S. aureus ndo € uma regral geral, porém, em casos de mastite gangrenosa, a morte da
ovelha devido a infeccdo € comum. Se um animal sobrevive a doenca aguda, a glandula
afetada torna-se necrética e gradualmente separa do tecido circundante (Vautor et al.,
2009).

1.2. Staphylococcus aureus

1.2.1. Aspectos microbiolégicos gerais

O género Staphylococcus, que pertence a familia Staphylococaceae, foi proposto em

1884 por Rosenbach e, atualmente inclui 49 espécies e 26 subespécies (Schleifer e Bell,



2010; Euzéby, 2014). Esse género é constituido por bactérias Gram-positivas que acometem
humanos e outros mamiferos, sendo a espécie coagulase-positiva S. aureus o membro de
maior interesse meédico-veterinario. Este micro-organismo é o principal agente causador de
infeccdes nosocomias em humanos (Ortega et al., 2010; Ishii, 2006), sendo considerado um
patégeno versétil capaz de causar uma ampla gama de doencas humanas (Gordon e Lowy,
2008), incluindo septicemia, endocardite, pneumonia, osteomielite, artrite séptica,
bacteremia, infeccGes de pele, feridas entre outras (Crossley et al., 1997; Feil et al., 2003;
Ishii, 2006).

Os estafilococos sdo iméveis, ndo formam esporos, sdo anaerobios facultativos com
diametro variando de 0,5 a 1,5um e podem ser encontrados na forma individual ou em
cachos. Os membros deste género sédo catalase-positivos e oxidase-negativos, tolerantes a
altas concentracdes de sal e apresentam resisténcia ao calor. O nome S. aureus faz
referéncia a presenca de colbnias douradas, quando cultivadas em meio soélido, em
comparacédo as coldnias de linhagens SCN, que sao palidas, translicidas e brancas (Harris
et al., 2002).

1.2.2. Determinantes moleculares de viruléncia e patogenicidade

Em 2001 foi o inicio da era genbmica de S. aureus, com a publicacdo das
sequéncias de dois genomas bacterianos (S. aureus N315 e Mu50) (Kuroda et al., 2001).
Devido ao grande impacto desse micro-organismo como patdgeno, a literatura €
concentrada basicamente na biologia da sua infeccdo, com énfase na estrutura e funcéo dos
fatores de viruléncia, na interacéo patdégeno-hospedeiro e nos mecanismos moleculares que
estdo envolvidos na resisténcia a antibiéticos (Hecker et al., 2010). A base para a
colonizacdo por S. aureus é complexa e parcialmente compreendida, envolvendo o contato
inicial com o hospedeiro e a habilidade em aderir suas células e evadir da resposta imune
(Gordon e Lowy, 2008). A versatilidade desse micro-organismo permite uma eficiente
disseminacao, sendo capaz de adaptar-se rapidamente a diferentes ambientes e condigbes
(Cepeda et al., 2005; Kniehl et al., 2005).

Na microbiota humana, S. aureus coloniza de forma persistente as narinas de
aproximadamente 20% da populagdo. O processo infeccioso normalmente esta associado a
alguma doenca, tratamentos agressivos ou procedimentos médicos invasivos, que permitem
uma via de acesso para 0os micro-organismos (Gordon e Lowy, 2008; Kuroda et al., 2001).
Sao poucos os conhecimentos sobre a transicdo do estado de colonizacdo assintomatico

para uma infeccdo invasiva, mesmo assim, sabe-se que individuos colonizados de forma

10



persistente apresentam o triplo de risco de desenvolver bacteremia por S. aureus e sdo mais
frequentemente infectadas por suas proprias linhagens colonizadoras (Popov et al., 2014).

Embora S. aureus seja considerado um patégeno oportunista, certas linhagens sao
mais propensas a causar patologias do que outras, devido a presenca de fatores de
viruléncia que elevam o acesso a sitios normalmente estéreis (Feil et al., 2003). Esse padréo
de genes de viruléncia, assim como polimorfismos genéticos presentes, podem ser usados
para determinar o biovar e a avaliar a origem dos isolados (Spanu et al., 2012).

Os fatores de viruléncia mais associados a esse micro-organismo, € que podem
desempenhar um papel importante no estabelecimento e manutencao da infeccao, incluem
hemolisinas (a, B, y e ), leucocidinas (leucocidin Panton-Valentine (PVL), Luk E/D),
enterotoxinas (SEs), toxinas esfoliativas (ETs), toxina da sindrome do choque téxico (TSST-
1), proteina A e os fatores de agregacao (Que, 2005; Crémieux et al., 2009; Kato et al., 2011,
Sabouni et al., 2014). Alguns desses fatores podem ser mais relevantes em deterninadas
patologias ou em estagios da patogénese (Kalorey et al., 2007), sendo que podem ser
classificados como produtos estruturais e secretados (Gordon e Lowy, 2008), conforme
exibido na Figura 4.

Proteinas de superficie Proteinas secretadas
A Coagulase Enterotoxina B
Proteina A A < TSST-1
” Peptidioglicano Capsula
= '1)’ ; 2

1 C a-toxina

Proteina de ligacio a

elastina - B Acido #
) ribitol
Pg;telyna de teicico
acdo ao
colageno p:?gtae(l;;: :e B-lactamase
\ ) penicilina
Proteina de Membrans -
ligacdo a Ciopmatics lipoteicdico

fibronectina \6

Fatorde aglutinacio

Dominio de
ancoramento da Repeticoes Dominio de
parede celular ligacdo

Figura 4: Fatores patogénicos de S. aureus, evidenciando o papel das proteinas estruturais e
secretadas como fatores de viruléncia. A) Proteinas de superficie e secretadas. B e C) Corte transversal do
envelope celular (adaptado Gordon e Lowy, 2008)

Ao estabelecer uma infeccdo, as proteinas de superficie do S. aureus possibilitam a

adesdo aos tecidos do hospedeiro, sendo a familia de proteinas mais prevalente a

11



conhecida como moléculas adesivas da matriz reconhecedoras de componentes da
superficie (MSCRAMMSs, do inglés microbial surface components recognizing adhesive
matrix molecules). Esses MSCRAMMSs ligam-se a moléculas como colageno, fibronectina e
fibrinogénio (Gordon e Lowy, 2008) e podem mediar a internalizacdo em células
eucaritticas, direcionar os micro-organismos a diferentes sitios anatémicos, exoenzimas
secretadas e toxinas que promovem dano tecidual (Que, 2005). Isso pode explicar a
versatilidade das infecgbes por S. aureus, assim como a dificuldade em estudar a
patogénese estafilocécica utilizando mutantes com a inativacdo de um Unico gene (Que,
2005).

Os fatores de aglutinacdo A e B (CIfA e CIfB) e as proteinas de ligagdo a fibronectina
A e B (FNnBPA e FnBPB) sdo as quatro principais adesinas de superficie e demonstraram, in
vitro, alta especificidade a seus ligandos (Que et al., 2001). FnBPA e FnBPB aderem aos
componentes da matrix extracelular, tanto fibronectina e elastina, e sdo importantes para a
colonizacdo do hospedeiro (Baumstummler et al., 2014). O papel das FnBPs na colonizagdo
da glandula mamaria foi demonstrado quando mutantes incapazes de expressar essas
adesinas reduziram a aderéncia em 40%, quando comparado a linhagem selvagem
(Dziewanowska et al., 1999). Dessa mesma forma, o gene cna, que codifica a proteina de
ligacdo a colageno, também foi descrito como um importante fator de viruléncia associado a
adesdo bacteriana (Zecconi e Scali, 2013). A proteina A, codificada pelo gene spa, € uma
proteina de superficie que se liga a IgG, interferindo na resposta imune por evitar a
fagocitose das células bacterianas (Votintseva et al., 2014; Baumstummler et al., 2014;
Sorum et al., 2013).

O sistema agr identificado como um sistema de quorum-sensing em S. aureus,
possui como principal efetor o RNAIII, e controla a producédo coordenada de fatores de
viruléncia, entre eles a a-toxina (Bibalan et al., 2014; Gong et al., 2014). Essa exotoxina,
também conhecida como a-hemolisina, atua na formagdo de poros na membrana
eucaridtica, podendo causar hemoélise e dano tecidual (Gong et al., 2014; Oscherwitz et al.,
2014).

O proteoma extracelular € composto por proteinas ativamente secretadas por
diferentes vias e corresponde a um reservatério de fatores de viruléncia (Hecker et al.,
2010). As proteases produzidas por S. aureus podem ser classificadas em metaloproteases,
cisteino e serino proteases (Park et al., 2011). De modo geral, acredita-se que as proteases
extracelulares sdo capazes de danificar diretamente os tecidos do hospedeiro, degradando
as proteinas da matriz extracelular e induzir a permeabilidade vascular (Park et al., 2011).

Entre as exotoxinas produzidas por S. aureus que contribuem para a patogénese da
mastite em ruminantes, algumas possuem a capacidade de matar células fagociticas, como

células polimorfonulceares (PMN) e mondcitos. Essas leucotoxinas sdo bi-componentes,
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constituidas por duas proteinas distintas (S/F), que atuam de forma sinérgica na formagéo
de orificios na membrana de fagdcitos (Rainard et al., 2003). PVL (LukS-PV/LukF-PV) é um
exemplo de leucotoxina, sendo descritas também a y-hemolisa (HIgA/HIgB e HIgC/HIgB),
LukM (LukM/LukF’-PV) e a LUKE/D (LukE/LukD) (Rainard et al., 2003).

Além das exotoxinas mencionadas anteriormente, existe uma familia denominada de
superantigenos (SAg), baseado na ativagdo antigeno ndo-especifica de células T, que
compreendem as enterotoxinas estafilocdccas (SESs), sorotipos A-R, e a toxina da sindrome
do choque téxico (TSST-1) (Tinelli et al., 2014). A primeira corresponde a toxinas
gastrointestinais potentes, resistentes a tratamentos térmicos e baixo pH, que mantém sua
atividade no trato digestivo apos ingestdo (Argudin et al., 2010). Quando ingeridas, ocorrem
quadros de intoxicacdo alimentar, com sintomas de inicio rapido e que podem incluir
nauseas, vomitos e diarréia (Jorgensen et al.,, 2005). A TSST-1 é associada ao
desenvolvimento da sindrome do choque téxico (TSS), principalmente n&o-mestrual,
caracterizada por uma doenca sistémica aguda. Em mulheres, a TSS menstrual (mTSS) é
causada por uma infecgdo vaginal ndo-invasiva de S. aureus produtora da TSST-1 (Kimber
et al., 2013).

Grande parte da maquinaria genética necessaria para a especificidade e viruléncia
desse micro-organismo por seus hospedeiros é adquirida através de transferéncia horizontal
de genes. Elementos genéticos moveis (MGEs, do inglés mobile genetic elements), como
transposons, plasmideos e bacteriéfagos, frequentemente evidenciam os genes necessarios
para a viruléncia seletiva desse micro-organismo (Lowy, 2011). Outro fator relevante para a
fonte de variacdo intra e inter espécies na patogenicidade e resisténcia deve-se também a
presenca de ilhas de patogenicidade, que agrupam fatores de viruléncia ja bem
documentados, como a TSST-1, leucotoxinas e leucocidinas e exo e enterotoxinas em S.
aureus (Popowicz et al., 2006).

Além disso, S. aureus possui uma capsula polissacaridica que participa da invasao
do hospedeiro por possuir propriedades antifagociticas, além do acido teicéico na parede
celular, que atua na adeséo celular (Sutter et al., 2011).

Como outros patdgenos bacterianos, S. aureus é capaz de afetar preferencialmente
determinados hospedeiros, sendo que, essa especificidade em infeccbes humanas pode
estar envolvida na maneira como o S. aureus adquire o ferro do seu hospedeiro (Lowy,
2011; Pishchany et al., 2010). Quando em condi¢des limitadas de ferro, ocorre a inducéo
dos determinantes de superficie regulados por ferro (Isd), importantes para a captacdo do
grupo heme da hemoglobina (IsdD, IsdH) e o transporte através da parece celular (IsdA,
IsdC) (Baumstummler et al., 2014).

Outra caracteristica relevante das linhagens de S. aureus deve-se a capacidade de

desenvolver rapidamente resisténcia a antimicrobianos, ja que a utilizacao indiscriminada de
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antibioticos resulta em um aumento na resisténcia de S. aureus em isolados clinicos (Fattom
et al., 2004). Além disso, as infeccbes causadas por S. aureus frequentemente apresentam
recidivas, apesar do tratamento com antibioticos adequados. Possivelmente, isso ocorre
devido a capacidade que esse micro-organismo apresenta em sobreviver dentro de células
hospedeiras, invadindo uma variedade de fagdcitos ndo profissionais in vitro, tais como
células epiteliais, fibroblastos, osteoblastos e células endoteliais. Apds internalizado, S.
aureus pode persistir, escapando das defesas dos hospedeiros e agentes antimicrobianos,

multiplicar e disseminar de forma mais efetiva (Que, 2005).

1.2.2.1. Adeséo Celular e Toxinas estafiloc6cicas

A principal fungéo fisiolégica da pele € formar uma barreira protetora que possa
impedir a penetragdo de micro-organismos e reduzir a perda de agua (Amagai et al., 2002).
As células da epiderme sao fortemente ligadas em locais especificos chamados
desmossomos (Ishii, 2003), que séo juncdes intercelulares que mantém forte adesédo célula-
célula e desempenham um papel fundamental na integridade mecéanica de tecidos, como
epiderme e coracao (Garrod e Chidgey, 2008; Yin e Green, 2004). Eles atuam como ancoras
para os filamentos intermediarios e sdo compostos por trés familias de genes: (1) caderinas
desmossbmicas, incluindo as desmogleinas (Dsg) e as desmocolinas (Dsc); (2) proteinas
armadillo incluindo placoglobinas (Pg) e placofiinas (PKP) e (3) plaquinas, incluindo
desmoplaquina (DP), representado na figura 5 (Chidgey e Dawson, 2007; Dusek et al.,
2007). A familia de caderinas desmossomais humana é composta por 4 isoformas da

desmogleina (Dsgl-4) e 3 isoformas da desmocolina (Dsc1-3) (Dusek et al., 2007).
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Dsg Dsc Pg PKP DP

Figura 5: Estrutura desmossomal. A) Esquema resumindo os componentes moleculares de um
desmossomo (Dsg: desmogleina; Dsc: desmocolina; Pg: placoglobinas; PKP: placofilina; DP:
desmoplaquina; IF: filamentos intermediarios). B) Imagem demonstrando as placas densas que
flanqueiam as duas membranas plasmaticas opostas (adaptado Dusek et al., 2007)

Em determinados tipos de infec¢cbes, como por exemplo, por S. aureus, € comum a
perda de queratindcitos e da adesédo célula-célula, levando a formacéo de bolhas (Nishifuji
et al., 2008). A Toxina Esfoliativa € um exemplo de exotoxina epidermolitica produzida por
espécies de Staphylococcus, associadas a formacdo de bolhas em peles de humanos e
animais (Ladhani et al., 1999; Yamaguchi et al., 2002). Foram demonstradas 3 isoformas
das ETs (ETA, ETB e ETD), que sao serino proteases glutamato-especificas que clivam uma
ligagdo peptidica na regido extracelular da Dsgl de humanos e ratos (Kato et al., 2011).
Dsgl é expressa por toda a epiderme, enquanto a Dsg3 na parte mais interna,
correpondente a camada basal da epiderme (Nishifuji et al., 2008; Yamaguchi et al., 2002).
S. aureus produtora da ETC, com 27kDa, foi isolada de um cavalo com flegméao, sendo
capaz de demonstrar atividade esfoliativa em camundondos e pintos neonatos (Sato et al.,
1994). O gene que codifica ETA foi localizado no cromossomo, enquanto o ETB foi
encontrado em DNA plasmidiano. Quando identificado a ETD, de um isolado clinico de S.
aureus, Yamaguchi et al. (2002) classificaram a regido como uma ilha de patogenicidade,
com ao menos 3 loci possivelmente associados com a viruléncia desse micro-organismo,
incluindo uma hipotética glutamil endopeptidase e o gene edin-B. Outro fator que contribuiu
para a classificacdo dessa regido como uma ilha de patogenicidade, deve-se ao fato de
tanto a etd, como o edin-B serem genes encontrados exclusivamente em linhagens
patogénicas, e ndo em linhagens laboratoriais de S. aureus.

ETA e ETB apresentam respectivamente 242 e 246 residuos, em torno de 27kDa, e

sdo homologos (Nishifuji et al., 2008; Rago et al.,, 2000). Segundo seus modelos
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cristalograficos (ETA e ETB), ocorrem dois dominios S1 e S2, cada um consistindo de seis
folnas B antiparalelas que formam um barril B comum a todos os membros da familia
tripsina, e uma a-hélice C-terminal (Ladhani, 2003; Vath et al., 1997, 1999). A triade
catalitica, que constitui o sitio ativo, & formado por uma histidina (H)-acido aspartico (D)-
serina (S) e encontra-se na interface entre os dois barris B (Amagai et al., 2002; Ladhani,
2003). Além disso, apresentam uma a-hélice N-terminal altamente carregada, que quando
ligada a Dsgl na epiderme, resulta em mudanca conformacional que permite o acesso ao
dominio S1, que pode entdo ligar e clivar a Dsgl entre o terceiro e quarto dominio

extracelular apds o acido glutédmico (381) (Figura 6) (Ladhani, 2003; Ladhani et al., 1999).

Sitio de clivagem das ETs

v

...VTVLNVIE GPVFRPGS.....

Dsg1

EC1 EC2 EC3 EC4 EA 1A
Extracalutar Intracaiutar

Figura 6: Estrutura molecular da Dsgl na epiderme humana. A seta
indica o sitio de clivagem das toxinas esfoliativas. EC1-4: repeticOes
extracelulares de caderina; EA: ancora extracelular; 1A: &ncora intracelular
(adaptado Nishifugi et al., 2008)

O papel patogénico dessas toxinas foi demonstrado em 1971 por Melish e Glasgow,
utilizando camundongos neonatos (Amagai et al., 2002). A atividade esfoliativa pode ser
testada monitorando o sinal de Nikolsky (descolamento epidérmico formando uma “bolha
flacida”) quando camundongos neonatos sdo injetados com a toxina protéica ou com
linhagens de S. aureus transportando o gene ET (Kato et al., 2011; Melish e Glasgow, 1971).
Quando avaliada a capacidade de induzir proliferacdo de células T, as ETs demonstraram
ser 100 vezes menos potente que a TSST-1 e enterotoxinas (Monday et al., 1999). A
classificacdo de ETs como superantigenos parece ser ainda controversa, uma vez que
andlises histopatologicas ndo demonstraram recrutamento intenso de células T na epiderme,
onde as bolhas sdo formadas (Nishifuji et al., 2008).

As linhagens de S. aureus produtoras dessas toxinas estdo envolvidas na Sindrome
da Pele Escaldada Estafilocécica (Staphylococcal Scalded-Skin Syndrome — SSSS) ou
Doenca de Ritter (Melish e Glasgow, 1971). Essa patologia afeta principalmente recém-
nascidos e criangas, com idade inferior a 5 anos, embora os adultos com doencas
subjacentes também sejam suscetiveis (Ladhani et al., 1999; Nishifuji et al., 2008). As
manifestacdes clinicas da SSSS envolvem febre, sensibilidade da pele e formagédo de

eritema, seguidas pela separacéo da epiderme, que pode envolver toda a superficie da pele
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em horas ou dias (Amagai et al., 2002). Nessa forma clinica, o fluido obtido das bolhas é
normalmente estéril e a linhagem infectante é recuperada em locais distantes, como
pescoco e nariz do afetado (Yamasaki et al., 2005). Nesses sitios, possivelmente ocorre
absorcéo sistémica das ETs, seguida pela difusdo ao local alvo, caracterizando uma forma
generalizada da doenca (Yamasaki et al., 2005). Criancas afetadas inicialmente apresentam
maculas fracas que progridem o desprendimento epidérmico, que se assemelha a uma pele
escaldada (Nishifuji et al., 2008). A hipétese quanto a maior susceptibilidade de criancas a
infeccdo deve-se a imaturidade do sistema imunolégico, assim como uma depuracao renal
mais ineficiente da toxina (Ladhani, 2003). O impetigo bolhoso, a forma localizada da SSSS,
€ mais comum e pode ocorrer em qualquer idade, sendo que a linhagem infectante pode ser
recuperada das bolhas (Yamasaki et al., 2005). Quando avaliados os isolados das diferentes
formas clinicas da doenca, a presenca do gene eta foi significativamente associado a
formagdo de Impetigo bolhoso, enquanto etb foi associado a manifestagdo generalizada
SSSS (Yamasaki et al., 2005). Segundo Ladhani (2003), a ETD néo é fortemente associada
a SSSS, mas pode desempenhar um papel patogénico em infec¢des estafilococicas ao
perturbar a barreira epitelial da pele e permitir a invaséo e disseminagao nos tecidos locais.

1.2.3 S. aureus no contexto da mastite

Segundo Rivas et al. (2007), isolados de S. aureus de animais sintomaticos e de
animais que ndo apresentam sintomatologia clinica sao indistinguiveis. Uma melhor
compreenséo dos fatores de viruléncia desse micro-organismo € necessaria para discriminar
as diferencas entre linhagens envolvidas em quadros clinicos diversos (Vautor et al., 2009).
Diferencas no potencial virulento das linhagens de S. aureus de bovinos com IMI foram
identificadas, porém fatores de viruléncia ou combinacdo de fatores que determinam uma
mastite severa ndo foram especificadas (Vautor et al., 2009; Haveri et al., 2005).
Exoproteinas como a a-toxina e LukM-F’ foram relatadas em casos de mastite gangrenosa
de origem estafilococica (Le Maréchal et al., 2011a). A relevancia dessa abordagem deve-se
ao fato de que os determinantes patogénicos que sdo associados a especificidade do micro-
organismo pelo hospedeiro sdo alvos ideais para agentes terapéuticos (Sung et al., 2008).

O gado leiteiro que apresenta mastite subclinica de origem estafilocécica é
provavelmente a principal fonte de contaminacéo do leite cru (Jorgensen et al., 2005). Além
disso, a presenca de S. aureus no leite pode representar um problema de salde publica,
pela producdo de SEs, descritas em isolados de ruminantes leiteiros com infeccdo

intramamaria (Vimercati et al., 2006). Quando comparados os isolados de bovinos, caprinos
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e ovinos, foram encontradas diferencas significativas em seus genoétipos com base em
genes codificadores dessas enterotoxinas (Vimercati et al., 2006).

Interessantemente, isolados geneticamente semelhantes de S. aureus determinam,
dentro do mesmo rebanho, manifestacdes clinicas que variam de subclinica a gangrenosa.
Com o objetivo de avaliar essas caracteristicas, Vautor et al. (2009) isolaram a linhagem
046 caracteristica de IMI subclinica, de fazendas leiteiras que produzem queijo em pequena
escala com leite ndo pasteurizado no sul da Franca. No mesmo ano foi isolada a linhagem
011, responsavel pela morte de uma ovelha com mastite gangrenosa. Esses isolados,
guando comparados geneticamente, apresentaram em comum 3615 open reading frames
(ORF) e nao demonstraram diferencas nos genes envolvidos em processos celulares,
sintese da parede celular, transporte ou metabolismo intermediario (Vautor et al., 2009).
Quando analisados por técnicas de tipagem molecular, como eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE, do inglés Pulsed Field Gel Eletrophoresis) e spa typing, caracterizaram-se
por ser geneticamente proximas, assim como representativas das linhagens associadas a
mastite em ovinos no sudeste da Franca (Le Maréchal et al., 2011c). Quando realizada a
infeccdo experimental em modelo murino, o isolado subclinico induziu uma maior elevacao
de IL-1B e TNF-a nos lisados das glandulas mamarias, sugerindo uma resposta anti-
estafilocécica mais eficaz (Le Maréchal et al., 2011c).

A andlise gendmica revelou diferencas minimas entre as linhagens O11 e 046,
exceto pela presenca de um profago B (42 CDS) no genoma da cepa 046 (Le Maréchal et
al., 2011a). A contribuicdo de profagos na patogénese é provavelmente multifatorial (Vautor
et al., 2009), sendo que, quando cromossomicamente integrados s&o conhecidos por
desempenhar papel chave na patogenicidade e viruléncia de S. aureus, codificando toxinas
especificas como Leucocidina de Panton-Valentine (LPV), enterotoxina estafiloc6cica A,
assim como genes envolvidos na modulagdo do sistema imune do hospedeiro (Utter et al.,
2014). Além disso, ja foi verificada a conversao fagica envolvendo a toxina esfoliativa A em
uma linhagem de S. aureus isolada de mastite em vacas (Endo et al., 2003). PVL (LukS-
PV/LukF-PV) é um exemplo de leucotoxina associada inicialmente a patologias em humanos
e posteriomente correlacionada a mastite em bovinos (Zecconi e Scali, 2013).

Um total de 103 genes truncados associados a pontos de mutagao ou indels estavam
presentes em uma das duas cepas (046 e O11), sendo 36% classificados com funcéo
desconhecida (Le Maréchal et al., 2011a). O gene fnb, que codifica uma proteina de ligacéo
ao fibrinogénio B, ndo foi identificado no isolado gangrenoso (Vautor et al., 2009). Segundo
Vancraeynest et al. (2004), a presenca de fnbB em isoladas de alta viruléncia € menor,
quando comparado com isolados de baixa viruléncia. Interessantemente, a linhagem O11 foi

encontrada na cavidade nasal de quatro ovelhas onze meses ap0s o caso de mastite

18



gangrenosa, evidenciando o papel como reservatorio de linhagens potencialmente virulentas
(Vautor et al., 2009).

Andlises sorolégicas do proteoma (SERPA, do inglés serological proteome analysis)
€ uma metodologia classica baseada na separacdo por eletroforese bidimensional em gel
(2-DE) e identificacdo por espectrometria de massa (Suzuki et al., 2010). A utilizagdo dessa
metodologia por Seyffert et al. (2012) permitiu a obtencé@o de informagbes sobre proteinas
antigénicas diferencialmente expressas na linhagem 046 de S. aureus, quando comparadas
com ovinos infectados com a linhagem O11. Entre o conjunto de proteinas imunoreativas
identificadas por soro coletado de animais colonizados na cavidade nasal e infectados, a
maioria foi reconhecida por ambas linhagens, entre elas toxinas como a a-toxina, gama-
hemolisina, leucodidina (LukF, LukS) (Seyffert et al., 2012). Esse método permitiu apontar
trés proteinas imunoreativas especificas da linhagem 046 (Le Maréchal et al., 2011c), sendo
uma delas denominada O46_ 2740, que apresenta homologia com a toxina esfoliativa D
(ETD) (Le Maréchal et al., 2011c; Yamaguchi et al., 2002). Interessantemente, ho genoma
da linhagem 011, a CDS 011 0490 corresponde a uma forma truncada da O46_2740, com
a auséncia de um dos aminoacidos do sitio ativo (Le Maréchal et al., 2011c). A presenca de
genes truncados pode um desempenhar papel importante nas diferengcas fenotipicas
observadas entre O11 e O46 (Le Maréchal et al., 2011a). Quando a presenga dessa proteina
foi avaliada no exoproteoma de outras 10 linhagens de S. aureus isoladas de ovinos com
mastite subclinica (n=5) e gangrenosa (n=5), a mesma foi detectada em todos os isolados
subclinicos (1535, 1627, 0117, O55, 082), sugerindo uma possivel participagdo nessa
manisfestacao clinica (Le Maréchal et al., 2011c).

1.3. Ferramentas genéticas para a producgao de proteinas heterdlogas

1.3.1. Bactérias Lacticas

1.3.1.1. Aspectos microbiolégicos gerais e utilizacdes biotecnolégicas de
Lactococcus lactis

As bactérias laticas (BL) constituem um grupo heterogéneo de micro-organismos
Gram-positivos e anaerdbios facultativos, sendo sua principal caracteristica a capacidade de
converter acucares, principalmente glicose, em &acido lactico (via homofermentativa ou
homolactica) e acido lactico e outros produtos (via heterofermentativa ou mista) (Carr et al.,
2002; Azevedo e Miyoshi, 2004). Lactococcus lactis, a mais bem caracterizada BL, € um

micro-organismo amplamente utilizado na indUstria alimenticia para a producdo e
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preservacdo de produtos lacteos fermentados, sendo considerada segura ou “GRAS”
(Generally Regarded As Safe) (Bolotin et al., 2001; Nouaille et al., 2003).

Muitas ferramentas genéticas vém sendo desenvolvidas para utilizacdo em L. lactis,
sendo que esta bactéria se destaca como um micro-organismo alternativo para a producéo
de proteinas de interesse biotecnolégico (Langella e Le Loir, 1999). Nesse sentido, a
capacidade de secretar moléculas apresenta certas vantagens em relagdo a sua producgéo
intracelular, como a facilidade de purificagdo do produto final, a possibilidade de uma cultura
celular continua, assim como a reducdo da formacao de agregados protéicos intracelulares
(Langella e Le Loir, 1999; Azevedo e Miyoshi, 2004),

Atualmente, inUmeras proteinas de origem eucaridtica, bacteriana e viral foram
produzidas utilizando L. lactis como sistema de expressao (Le Loir et al., 2005; Nouaille et
al., 2003), incluindo algumas proteinas de S. aureus, como a Nuclease (nuc),
Staphylococcal clumping factor A (clfA) e Staphylococcal enterotoxin B (seb) (Asensi et al.,
2013; Le Loir et al., 1996; Que et al., 2001).

Uma outra forma de utilizag&o de L. lactis inclui a producdo de proteinas de interesse
diretamente dentro dos alimentos, como enzimas, com o intuito de modificar as propriedades
organolépticas dos produtos. Além disso, L. lactis vem sendo utilizada na construcdo de
vacinas vivas, para a producdo e apresentacdo de antigenos (Azevedo e Miyoshi, 2004) e
também para a entrega de vetores vacinais, ambos diretamente na superficie de mucosas
(Innocentin et al., 2009).

1.3.1.2. Sistema de expressdo e enderecamento celular de proteinas
heter6logas

Em 2004 foi desenvolvido um novo sistema de expressao génica e enderecamento
protéico para L. lactis (Miyoshi et al., 2004). Esse sistema, que combina o promotor PxylT,
elementos genéticos como o sitio de fixacdo do ribossomo (RBS) e peptideo sinal (SP) da
proteina Usp45 de L. lactis e o gene repérter nuc de S. aureus, foi denominado XIES
(Xylose-Inducible Expression System). Além disso, foi capaz de direcionar proteinas
heterdlogas para o citoplasma ou meio extracelular (Miyoshi et al., 2004). Esse sistema foi
utilizado com a linhagem L. lactis NCDO2118 (L. lactis subsp. lactis), sendo capaz de
produzir, em presenca do indutor xilose, altos niveis da proteina modelo Nuc de S. aureus,
tanto no citoplasma quanto no meio extracelular. Uma outra vantagem da utilizacdo deste
sistema de expressao é a capacidade de “ligar ou desligar” a expressao génica pela simples
adicdo de xilose ou glicose no meio, respectivamente (Luerce, 2009). O sistema apresenta
ainda vantagens como a facilidade de manipulacéo, baixo custo e seguranca, para uso

humano e animal. Além disto, deve-se ressaltar ainda que L. lactis apresenta outras
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propriedades que a tornam ideal para a produgdo de moléculas exégenas, como a auséncia
de endotoxinas ou qualquer outro produto metabdlico toxico (Bolotin et al., 2001). Sabe-se
que poucas proteinas sdo secretas por L. lactis, sendo a Usp45 a Unica secretada em
quantidade suficiente para deteccdo em SDS-PAGE. Além disto, foi demonstrada a
capacidade de L. lactis em secretar uma grande quantidade de proteinas heterdlogas
(Langella e Le Loir, 1999).

1.3.2. Expressao heter6loga em Escherichia coli

A bactéria Gram-negativa E. coli € o organismo mais frequentemente utilizado para a
producao de proteinas heterélogas (Terpe, 2006), sendo capaz de produzir um elevado grau
de proteina sollvel (Sorensen e Mortensen, 2005a). Além do rendimento, outras vantagens
envolvem a vasta compreensdo de sua genética, a rapida expressdo da proteina de
interesse, a grande facilidade e rapidez de cultivo, o grande nimero de vetores de clonagem
e outras ferramentas genéticas disponiveis, além de possuir diversas linhagens mutantes
disponiveis (Demain e Vaishnav, 2009; Terpe, 2006). Outros parametros que s&o
considerados importantes envolvem uma eficiente transcricdo e tradugéo, estabilidade do
vetor de expressao utilizado e do transcrito, estabilidade proteolitica e enovelamento do
produto (Jonasson et al., 2002). Frequentemente, E. coli BL21 e seus derivados séo
utilizados para a expressado protéica de rotina. Os promotores utilizados em vetores de
expressao em E. coli devem ser fortes e com um baixo nivel de expressao basal (fortemente
regulado), sendo sua inducéo simples e de baixo custo (Terpe, 2006).

De modo geral, as proteinas recombinantes superexpressas acumulam-se no
citoplasma ou espacgo periplasmatico (Terpe, 2006). Desta forma, € comum a obtencgéo de
agregados insolluveis da proteina, que perderam sua conformacdo e sdo biologicamente
inativos, conhecidos como corpos de inclusdo (Sorensen e Mortensen, 2005a). Geralmente
ndo ha maneiras de se prever se a proteina sera sollvel ou insolivel (Jonasson et al.,
2002). Uma alternativa é a sua solubilizacdo e remodelamento, para obtencdo de produtos
finais funcionais e ativos (Terpe, 2006). Outra questdo envolvendo a utilizacdo de proteinas
recombinantes produzidas em E. coli é a presenca de lipopolissacarideo (LPS), uma
molécula pirogénica em humanos e outros mamiferos (Terpe, 2006).

ApOs a expressado da proteina recombinante de interesse, passos de purificacdo sao
necessarios para a recuperacdo da proteina altamente pura e biologicamente ativa
(Jonasson et al., 2002). Abordagens biotecnoldgicas sdo constatemente aprimoradas para
superar obstaculos envolvidos na producdo de proteinas recombinantes, de modo a obter

preparagdes soluveis e funcionais (Sorensen e Mortensen, 2005a).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Em paises com uma desenvolvida indUstria de laticinios, a mastite € a mais comum e
dispendiosa doenca infecciosa que afeta as fazendas de gado leiteiro (Keefe, 2012). Em
ambas as formas de mastite, com caracteristicas clinica e subclinica, ocorrem um
consideravel impacto na saude do animal. Com o dano aos tecidos alveolares da glandula
mamaria, e consequentemente, comprometimento de sua func¢do, ocorre uma reducdo na
producdo de leite e deterioracdo na composicdo do mesmo, ocasionando perdas
econbmicas mundiais no mercado de laticinios (Shoshani et al., 2000; Halasa et al., 2009;
Le Maréchal et al., 2011b; Seyffert et al., 2012). Na Franca, o leite de cabra e ovelhas é
destinado principalmente a producdo de queijo (Le Maréchal, 2010). No Brasil, segundo o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a producao de leite de cabra é
de cerca de 21 milhdes de litros e envolve empresas de pequeno porte, sendo que, a
ovinocultura leiteira apresenta potencial para a producéo de queijos finos. A composicédo do
leite pode ser afetada por uma variedade de fatores, como a raca do animal, idade, estagio
de lactacao e sua dieta, sendo o processo infeccioso na glandula mamaria um contribuinte
significativo para possiveis alteracdes na qualidade dos produtos laticinios produzidos (Le
Maréchal et al., 2011b). Com a elevacdo na contagem de células somaticas, ocorre uma
reduc@o do preco do leite e descarte apds o tratamento com antibioticos. Além disso, sao
comuns elevagBes dos custos associados a vigilancia da qualidade do leite e estado da
infecgdo em todo o rebanho, assim como o abate precoce ou redugdo da vida produtiva do
gado (Viguier et al., 2009).

Estudos de epidemiologia molecular sugerem que algumas linhagens de S. aureus
sd0 mais propensas em causar infec¢bes no gado (Tedeschi et al., 2009), confirmando a
necessidade de investigar fatores especificos em linhagens patogénicas que determinam
uma infeccdo subclinica e de dificil diagnostico. Uma compreensdo abrangente da
patogenicidade envolvendo a mastite é fundamental para o desenvolvimento de técnicas de
deteccgdo apropriada (Viguier et al., 2009). Em adicdo ao impacto negativo na eficiéncia e
gualidade da producdo leiteira, a mastite € um assunto importante na sanidade e bem-estar
animal (Keefe, 2012). A carne do animal também é desvalorizada, uma vez que o
rendimento e a qualidade da carcaca é reduzida (Viguier et al., 2009). Para os animais
infectados, sdo necessarios custos adicionais de tratamento, como quimioterapicos e
cuidados veterinarios, além do trabalho extra para criacao do gado e aplicacdo de medidas
preventivas (Viguier et al., 2009).

Diante disso, e da auséncia de tratamentos eficazes, uma melhor compreenséo dos

fatores envolvidos na patogenicidade do S. aureus, fatores de risco, assim como da resposta
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do hospedeiro a infeccdo, sdo pontos essenciais para o desenvolvimento eficiente e
satisfatério de terapias que permitam prevenir e combater a mastite (Le Maréchal et al.,
2009; Piccinini et al., 2012). A partir desta abordagem, o Laboratério de Genética Celular e
Molecular (LGCM/UFMG), em parceria com o Institut National de la Recherche Agronomique
(INRA), tem identificado e caracterizado genes e proteinas associados a mastites em ovinos
que possam atuar como marcadores dessas infeccbes, assim como na elucidacdo de
fatores associados com a especificidade ao hospedeiro.

Quando comparado o perfil protedmico de isolados clinicos e subclinicos, o gene
046_2740, homologo ao gene codificador da ETD (etd), foi super expresso somente em
linhagens de ovinos com mastite subclinica (Le Maréchal et al., 2011a). Interessantemente,
a ETD é produzida por espécies de SCN, como Staphylococcus hyicus, Staphylococcus
pseudintermedius e Staphylococcus chromogenes, e altamente prevalente em mastite
subclinica em ovinos (Le Maréchal et al., 2011a). Diante disso, e com a existéncia de poucas
informagBes dessa proteina correlacionada a infeccdes mamarias, neste trabalho
caracterizamos a ETD-like da linhagem 046, que pode estar associada a viruléncia de S.

aureus em pequenos ruminantes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a proteina ETD codificada pela ORF O46_2740 da linhagem O46 de S.

aureus, caracteristica da mastite subclinica em pequenos ruminantes.

3.2 Objetivos especificos
3.2.1 Analises de bioinformatica

e Caracterizar a ORF 046 2740 (ETD-like) através de ferramentas de
bioinformatica;

e Construir um modelo tridimensional da ETD-like por homologia;

3.2.2 Clonagem molecular e expressao da proteina recombinante

3.2.2.1 Estratégia |

e Amplificar a ORF O46_2740 possivelmente codificador de uma ETD-like e
clonar sua sequéncia no vetor pGEM T-Easy Vector;

e Sublonar a ORF 046_2740 no vetor de expressdao pXylT:SEC do sistema
XIES;

e Obter linhagens de E. coli transformadas com o plasmideo pXylT:SEC:ETD-
like;

e Obter linhagens de L. lactis produtoras da forma secretada da ETD-like;

3.2.2.2 Estratégia ll

Sintese da ORF 046_2740 codificadora da possivel ETD-like;

e Transformar o plasmideo pD441-NH:136826 sintético nas linhagens
OverExpress™, e BL21 Star™;

e Avaliar a expressdo da ETD-like nas linhagens selecionadas e purificar a

proteina recombinante;

3.2.3 Avaliacéo da proteinain vivo

e Analisar a atividade esfoliativa da ETD-like recombinante através de ensaios

in vivo;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Ferramentas de bioinformatica

A linhagem S. aureus 046 foi isolada de um caso de mastite ovina subclinica, no
sudeste da Franca, sendo que analises posteriores envolvendo seu genoma e proteoma
permitiram a identificacdo de uma ORF 046 2740 descrita como homdloga a toxina
esfoliativa D. Inicialmente foi utilizado o BLAST (Basic Local Aligment Search Tool), uma
ferramenta de alinhamento e identificacdo de sequéncias por similaridade, disponivel, por

exemplo, no NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e na base de dados Uniprot

(http://www.uniprot.org/), que procura alinhamentos entre uma sequéncia fornecida (DNA ou

proteina) e sequéncias depositadas. Com o programa de alinhamento ClustalW, as
sequéncias de aminoacidos de uma ETB (58% de identidade), ETA (44% de identidade),
ETD (60% de identidade) e as Glutamyl Endopeptidase das linhagens S. aureus N315 e S.
aureus Mu50, ambas com 34% de identidade, foram alinhadas a possivel ETD-like. O
acesso foi realizado pelo EMBL - European Molecular Biology Laboratory
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), sendo que a edi¢cdo do alinhamento foi realizada
no Jalview (http://www.jalview.org/).

Para a avaliagdo de caracteristicas fisico-quimicas, como niumero de aminoacidos,
peso molecular estimado e ponto isoelétrico (pl) foi utilizado o software on-line ProtParam,

disponibilizado pelo ExPaSy Proteomics Server (http://web.expasy.org/protparam/). Com o

objetivo de predizer peptideos sinais e localizar o sitio de clivagem do mesmo na sequéncia
de aminoacidos foi utilizado o SignalP 4.1 Server disponibilizado on-line

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Para avaliar a presengca de dominios

transmembrana na proteina ETD-like, foi utilizado o programa TMHMM2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/). Para predizer a qual familia a proteina pertence,

assim como dominios funcionais e seus sitios (Jones et al., 2014), foi utilizado o
InterProScan, ferramenta que combina véarios bancos de dados, disponibilizada online

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan5/).

O modelo tedrico tridimensional da ETD-like foi construido baseado na homologia
com sequéncias moldes da toxina esfoliativa B (1QTF e 1DT2), depositadas no Protein Data
Bank (PDB) (Papageorgiou et al., 2000; Vath et al., 1999). A estrutura tridimensional
hipotética, baseada no alinhamento entre sequéncias com maiores similaridades, foi
construida utilizando o Modeller 9.12 (Fiser e Sali, 2003), sendo que a visualiza¢cdo em 3D
das proteinas foi realizada com o programa PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics

System, Version 1.5.0.4 Schrédinger, LLC). A qualidade dos modelos gerados foi avaliada
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pelo programa PROCHECK (http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES/), com a geracdo do

grafico de Ramachandran.

4.2 Linhagens bacterianas, plasmideos e condi¢cdes de cultivo

As linhagens bacterianas e os plasmideos utilizados neste trabalho, bem como suas
caracteristicas, encontram-se listados na Tabela 2. As linhagens de E. coli foram cultivadas
em meio LB a 37°C sob agitacdo de 150rpm por 16h. As linhagens de L. lactis foram
cultivadas em meio M17 acrescido de 0,5% de glicose (M17-Gli) a 30°C sem agitacdo por
16h. Por outro lado, as linhagens de S. aureus foram cultivadas em meio BHI, a 37°C e sob
agitacdo a 200rpm por 16h. Para o cultivo em meio solido, os meios foram acrescidos de
1,5% (p/v) de agar bacterioloégico. Quando necessério, os meios foram suplementados com
ampicilina (100pg.mL™), canamicina (50ug.mL™) ou cloranfenicol (10ug.mL ™).

Para o isolamento da ORF O46_2740 em estudo, foi utilizada a linhagem bacteriana
046 de S. aureus isolada de mastite subclinica de pequenos ruminantes, fornecida
cordialmente pelo Dr. Yves Le Loir do INRA, Franga.

Tabela 2: Linhagens bacterianas e plasmideos utilizados para a clonagem e expresséo do ETD-like em L.

lactis e E. coli

Linhagens/ Caracteristicas Referéncias

Plasmideos

Linhagens

E. coli TOP10 F¢80dlacZAM15 A(lacZYA- argF)ul69 endAl recAl Invitrogen
hsdR17(rc- my+) deoR thi-1 supE44 )" gyrA96 relAl

E. coli TG1 SUpE, hsd, A5, thi, A(lac-proAB), F’(traD36 proAB-lacZA Colecao®

pXyIT:SEC:nuc M15); Portadora do plasmideo pXylT:SEC:nuc

L. lactis NCDO2118 L. lactis subsp. Lactis Colecéo”
OverExpress™ C41 F ompT hsdSg (rg” mg’) gal dcm (DE3) Lucigen
(DE3)

OverExpress™ F ompT hsdSg (r;’ mg) gal dem (DE3) pLysS (Cm") Lucigen
C41(DE3) pLysS

OverExpress™ F ompT hsdSg (rg" mg’) gal dcm (DE3) Lucigen
C43(DE3)

OverExpress™ F ompT hsdSg (rs’ mg) gal dem (DE3) pLysS (Cm") Lucigen
C43(DE3)pLysS
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BL21 Star™(DE3) F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rnel31 (DE3)0 Lucigen

S. aureus 046 Colecao®

S. aureus 011 Colecao®
Plasmideos

puUC19 (ori ColEL/Amp")° Invitrogen
pGEM T-Easy Vector Vetor de clonagem ColE1/Amp’ Promega
pGEM: ETD-like Vetor pGEM T-Easy Vector contendo a ORF codificadora da  Este trabalho

possivel proteina ETD-like
pXyIT:SEC:Nuc pWVO01/Cm"; vetor de expressdo contendo a sequéncia Miyoshi e cols.,
codificadora do peptideo sinal da proteina Usp45 (SPys,) 2004

fusionada ao gene nuc, sob o controle do promotor Pyyr

pXyIT:SEC:ETD-like  Vetor de expressdo pXylT:SEC:nuc no qual a ORF nuc foi Este trabalho
substituida pela ORF 046-2740

pD441-NH:136826 DNA 2.0

Cm'": confere resisténcia a cloranfenicol

& Linhagem de E. coli pertencente a colec&o de micro-organismos do LGCM/UFMG.

ID:Linhagem selvagem de L. lactis pertencente a cole¢do de micro-organismos do LGCM/UFMG.

¢: Linhagem selvagem de S. aureus pertencente a cole¢éo de micro-organismos do INRA, Franca.

%:0ri ColE1: origem de replicacdo; Amp": gene que confere resisténcia & ampicilina

4.3 Eletroforese em géis de agarose e poliacrilamida

Todos os produtos de amplificacéo e digestdo enzimética foram homogeneizados ao
tampéo da amostra, em uma proporgédo de 1:1, e aplicados em gel de agarose a 1% com
brometo de etideo (0,5ng.uL™) em tamp&o TBE 0,5X. As corridas foram realizadas a 100V
por aproximadamente 1h e o DNA foi visualizado em um equipamento fotodocumentador
(Kodak Digital Science TM DC40), o qual fotografa o gel sobre um transluminador de luz
ultravioleta (UV) com um comprimento de onda de 320nm. Os tamanhos dos fragmentos de

DNA foram estimados através do marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder
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(Invitrogen™). Quando necessério, os produtos foram purificados segundo as instrucbes
especificadas no Kit comercial “Gfx™ PCR DNA Purification Kit” (GE).

A eletroforese em gel de poliacrilamida sob condicBes desnaturantes (SDS-PAGE) foi
realizada de acordo com o protocolo descrito por Sambrook e Russel (2001) e utilizando
uma concentracdo de 12% para a eletroforese da proteina ETD-like e 10% para a proteina
PKnG. Os precipitados das amostras foram ressuspensos em 40uL de tampdo de amostra,
sendo que 20uL do sobrenadante foram adicionados a 20uL do tamp&o de amostra, em
seguida aquecidos a 100°C por 10min e 10uL aplicados em gel. Dessa mesma maneira,
foram aplicados nos géis 6ul do marcador de proteinas PageRuler Prestained Protein
ladder (Thermo Scientific). Para a visualizacdo, o gel foi incubado sob agitacdo a
temperatura ambiente por 3h na solu¢cdo corante e, em seguida, descorado até que o

padréo de bandas fosse visualizado.

4.4 Clonagem molecular e expressao da proteina recombinante

4.4.1 Estratégia |
4.4.1.1 Manipulacéo do DNA de S. aureus
44.1.1.1 Extracdo do DNA gendmico

A extracdo de DNA gendmico de S. aureus O46 foi realizada para o posterior
isolamento da ORF de interesse. Inicialmente, o indculo foi realizado com 1 coldnia crescida
em placa em 5ml de BHI conforme descrito no item 4.2. Confirmado o crescimento, o
material foi centrifugado a 5000rpm, 4°C por 10min, sendo o sobrenadante descartado
posteriormente. O precipitado foi ressuspenso em 1mL de Tris 50mM, pH 8 e centrifugado a
10000rpm, 4°C por 3min. O sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado
ressuspenso em 450uL de TE. A lise mecanica das células foi realizada com o
homogeneizador Precellys®24-Dual, sob agitacdo com beads de vidro a 6500rpm, por 2
ciclos de 15s, com intervalo de 15s entre eles. As amostras foram entdo centrifugadas a
13000rpm, 4°C por 20min, sendo o sobrenadante recuperado e acrescido de TE, atingindo
um volume de 600pL. Foram adicionados 3pL de uma solucdo de RNase (Invitrogen) a
10mg/ml e incubado a 1h a 37°C, seguido de 12,3uL de proteinase K (Invitrogen) a 20mg/ml,
com uma segunda incubacéo a 37°C por mais 1h. Foi acrescido a mistura, 700pL da solugéo
de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1), e posterior inversdo, assim como
homogeneizagdo em vortex. As amostras foram centrifugadas por 10min, em temperatura

ambiente & 12000rpm, onde o sobrenadante foi recuperado. Cloroférmio (v/v) foi adicionado
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as amostras para a homogeneizagcdo em vértex, e nova centrifugacdo por 10min a
12000rpm para recuperar o sobrenadante. Foram acrescidos 1 vol. de isopropanol e 1/10
vol. de uma solucdo de acetato de sodio 3M, pH 4,8. A solucao foi homogeneizada por
inversdo e mantida a -20°C por 30min, posteriormente, centrifugada a 13000rpm por 15min
e 0 sobrenadante em seguida foi desprezado. O precipitado foi lavado com etanol 80% e
centrifugado por 10min a 13000rpm, sendo descartado o sobrenadante. O precipitado foi

incubado a temperatura ambiente por 10min e ressuspenso em 50uL de agua estéril.

44.11.2 Construcdo dos oligonucleotideos iniciadores

O desenho dos oligonucleotideos iniciadores foi realizado com o auxilio do programa
Vector NTI Advance™11, baseado na sequéncia Unica de DNA da ORF SA046 2740
codificante da possivel proteina ETD-like (Tabela 3). Esse mesmo programa foi utilizado
para avaliar a probabilidade de formacdo de grampos, homodimeros e heterodimeros,
estruturas que podem prejudicar a eficiéncia de amplificacdo durante as reacdes de PCR.
Aos oligonucleotideos iniciadores externos (direto e reverso) foram adicionados sitios de
restricdo artificial, enzimas Nsil e Xhol, para posterior clonagem direcional no vetor de

expressao em L. lactis (pXyIT:SEC).

Tabela 3: Oligonucleotideos iniciadores

Iniciadores Sequéncia

Iniciador “forward” 5-GGGATGCATTAGAATATACTGATGAAGAAATT-3
Sitio de restricdo para a enzima Nsil

esta sublinhado

Iniciador “reverse” 5-GGGCTCGAGACTATATAGGGGTGTTATTTAAAGG-3’
Sitio de restricdo para a enzima Xhol

esta sublinhado

4.4.1.1.3 Isolamento da ORF SAO46_2740

Para isolamento da a ORF 046 _2740 de S. aureus 046, a reacdo da cadeia em
polimerase (PCR) foi realizada para um volume final de 50uL, sendo: 5uL de tampao de
reacao 10X, 1,5uL de dNTPs (0,3mM de cada um dos desoxirribonucleotideos), 1uL
(100pmoles/uL) de cada oligonucleotideo iniciador (direto e reverso), 1uL de MgSO,

(50mM), 1uL (100ng/uL) de DNA gendmico, 1U de Taq polimerase Platinum®Pfx (Invitrogen)
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e agua deionizada bidestilada para completar a reacdo. Cada reacdo foi realizada nas
seguintes condi¢bes: desnaturacdo inicial a 95°C por 5min, seguida de 30 ciclos de trés
etapas (deshaturacdo a 95°C por 1min, hibridizacdo a 60°C por 1min e extenséo a 68°C por
2min). Apo6s os 30 ciclos, a extensao final foi realizada por 7min a 68°C, amplificando um

fragmento de 842pb.

4.4.1.2 Clonagem no sistema pGEM-T Easy Vector
4.4.1.2.1 Preparacdo de células eletrocompetentes de E. coli TOP10

Para a confecgéo de células de E. coli eletrocompetentes, 10uL de uma cultura de E.
coli TOP10 foram inoculados em 5mL de meio LB sem antibidtico, e incubado conforme
descrito no item 4.2. Subsequentemente, uma aliquota de 3mL desta cultura foi inoculada
em 300mL de LB e incubada, sob as mesmas condic¢des, até atingir uma densidade Optica a
600nm (DOgoonm) entre 0,2 e 0,3. A cultura foi resfriada no gelo por 30min e distribuida em
seis tubos tipo falcon e centrifugados a 4000rpm, durante 20min a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e a lavagem e ressuspensdo do sedimento celular realizados adicionando a
cada tubo 40mL de uma solucdo estéril e gelada de glicerol 10%. Esse processo de
centrifugacdo e lavagem foi repetido por mais trés vezes e apds a Ultima lavagem, o
sedimento celular foi ressuspenso em 1mL da solucdo de glicerol 10%, sendo aliquotas de
100uL estocadas a -80°C.

Para andlise da eficiéncia de transformagdo, uma aliquota das células
eletrocompetentes foi descongelada em gelo durante 5min. Em seguida, foi adicionado a
aliqguota 100ng do plasmideo pUC19 (Amp") e transferido para cubetas de eletroporacéo 0,2
cm (BIO-RAD), previamente resfriadas. As amostras foram submetidas a um pulso de
2500V, capacitancia de 25uF e resisténcia de 200Q, utilizando-se o0 eletroporador
GenePulser XcellTM (BIO-RAD). Apds o pulso, adicionou-se as células 1mL de meio LB
para incubacgédo a 37°C, sem agitagcdo, por duas horas. Em seguida, as diluicdes de 10, 10°
e 10° foram semeadas em placas contendo meio LB &gar suplementado com ampicilina
(100ug/mL) e mantidas em estufa & 37°C durante 16h. Ao final, foram obtidas 10° unidades

formadoras de coldnias (UFC) por micrograma de DNA.

44122 Transformacgéo bacteriana em E. coli

A sequéncia correspondente ao ETD-like foi clonada no vetor pGEM-T Easy Vector
(Promega), utilizando as instru¢cbes do fabricante (Figura 7). Considerando que a

amplificacdo foi realizada com uma tag DNA polimerase de alta finalidade (Pfx), a etapa de
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A-tailing para a adicdo da 3’-deoxiadenosina terminal no produto da PCR precedeu a
ligacdo. Para essa finalidade, 50ng do produto da amplificacdo purificado foi acrescido de
1uL de tampéo de reacdo 10X, 0,1uL de dNTPs (concentracdo final de 0,2mM), 1uL de
MgCl, (50mM), 1uL (5U/uL) de Taqg polimerase Platinum (Invitrogen) e &gua deionizada
bidestilada para completar 10uL de reacdo. O homogeneizado foi incubado a 70°C por
30min, seguido pela reacéo de ligacéo.

A reacdo de ligacao foi realizada com 3uL do produto da amplificacdo apés A-tailing,
acrescido de 1uL do vetor pGEM T-Easy Vector, 1L da T4 DNA ligase, assim como 5L do
seu tampao, seguindo de incubacédo por toda a noite a 4°C. As ligacdes foram dialisadas em
filtros de nitrocelulose (Millipore) para eliminacéo de sais.

E. coli TOP10 (Invitrogen) competentes foram transformadas com o vetor
recombinante pelo método de eletroporacdo (Sambrook e Russel, 2001). Aliquotas de
100uL de células competentes foram descongeladas em gelo e adicionadas aos 10uL da
ligagéo dialisada para posterior eletrotransformagéo. O homogeneizado foi transferido para
cubetas de eletroporagéo 0,2 cm (BIO-RAD), previamente resfriadas. As amostras foram
submetidas a um pulso de 2500V, capacitancia de 25uF e resisténcia de 200Q, utilizando-se
o eletroporador GenePulser XcellTM (BIO-RAD). Imediatamente apés o pulso, adicionou-se
as células 1mL de meio LB & 37°C e estas foram incubadas também a 37°C, sem agitacao,
por duas horas. A selecdo do transformante foi realizada com plaqueamento em meio solido
LB com ampicilina (100pg.mL™). As colénias isoladas foram transferidas para tubos falcon
de 50mL, contendo 5mL de meio LB suplementado com 100ug.mL™ de ampicilina. Os
inodculos foram incubados a 37°C por aproximadamente 16h com agitagdo. Estoques foram

realizados com glicerol 80% (1:1) e armazenados a -80° C.
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Figura 7: Representacdo do vetor de clonagem pGEM-T Easy. Amp": gene de resisténcia
a ampicilina; ori: origem de replicacdo; lacZ: operon lac (Fonte: PROMEGA.
Www.promega.com)

4.4.1.2.3 Extracdo do DNA plasmidiano de E. coli em pequena escala

Aliguotas de 1,5mL de cada cultura foram transferidas para tubos de microcentrifuga
(2mL) para a realizagdo da extracdo de plasmideo pelo método de lise alcalina. As amostras
foram centrifugadas por um periodo de 5min, a 10.000rpm a temperatura ambiente. As
células foram ressuspensas em 200uL da solugéo | (50mM glicose; 10mM tris-HCI, pH 7,4).
Em seguida, foram adicionados 200uL da solugdo Il (1% SDS, 0,2M NaOH) e
homogeneizados por inversdo dos tubos. A RNase A (100ug.mL*) foi acrescida e deixada
em temperatura ambiente por 5min, seguida pela adigdo de 200uL de solugao Il (3M
acetato de soédio, pH 5,2). A mistura foi centrifugada a 10.000rpm por 15min e o
sobrenadante foi coletado e transferido para novos tubos. Ao mesmo, adicionou-se 420uL de
isopropanol gelado. Os tubos foram entdo incubados por 30min a -20°C e ap0Os esse
periodo, foram centrifugados e o sobrenadante descartado. Posteriormente, o precipitado foi
lavado com etanol 70% gelado (- 20°C) e ressuspenso em 30uL de agua ultrapura estéril. A
presenca e qualidade dos plasmideos foram verificadas através de eletroforese em gel de
agarose 1%.
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4.4.1.2.4 Confirmacdo da ORF 046-2740 no vetor pGEM-T Easy Vector

Para verificar a presenca do inserto ETD-like e o peso molecular do fragmento de
DNA clonado no vetor pGEM-T Easy Vector, foi realizada uma amplificacdo por PCR. A
reacao foi realizada com um volume final de 30uL, sendo acrescidos 3uL de tampéao de
reacdo, 1uL de dNTPs (0,3mM de cada um dos desoxirribonucleotideos), 1uL
(100pmoles/uL) de cada oligonucleotideo iniciador (direto e reverso), 1uL de MgCl, (50mM),
1uL (100ng/uL) de DNA gendmico, 1U de Taq polimerase Platinum (Invitrogen) e agua
deionizada bidestilada para completar a reacdo. As condicbes aplicadas foram:
desnaturacgéo inicial a 95°C por 5min, seguida de 30 ciclos de trés etapas (desnaturacdo a
95°C por 40s, hibridizacédo a 60°C por 40s e extensdo a 72°C por 1min). Apds os 30 ciclos, a
extensdao final foi realizada em 5min a 72°C.

Além da confirmagéo por PCR, o plasmideo pGEM-T Easy Vector ligado ao inserto
ETD-like foi submetido a uma reacdo de digestdo com a endonuclease EcoRI (Invitrogen). A
reacdo apresentou um volume final de 20uL, sendo que foram acrescidos 2uL do tampéo da
enzima (10X), 1uL da EcoRI 10U/uL (Invitrogen), 1uL (1ug/uL de DNA plasmidial) e 4gua
deionizada bidestilada para completar os 20uL de reagdo, mantidos a 1h a 37°C. Apés a
reacao, o produto da aplificacdo e a digestdo foram aplicados em gel de agarose a 1% e

submetidos a resolucéo eletroforética sob as mesmas condi¢des descritas no item 4.3.

4.4.1.3 Subclonagem no sistema de expressao XIES
4.4.1.3.1 Digestao enzimatica do vetor pXyIT:SEC:nuc

Para a realizacdo da subclonagem do inserto ETD-like no vetor de expresséo
pXyIT:SEC:nuc (Figura 8), inicialmente o mesmo foi extraido das linhagens E. coli TG1
(pXyIT:SEC:nuc) utilizando o Kit The Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System
(Promega), conforme as especificacbes do fabricante. A reacdo de digestdo enzimética
contendo um volume final de 20uL foi realizada com a adicdo de 1uL de Nsil 10U/uL
(Promega), 2uL do tampéao da enzima (10X buffer D), BSA em uma concentragéo final de
0,1mg/ml, 1ug de plasmideo pXylT:SEC:nuc e agua deionizada bidestilada para completar
0s 20uL de reacdo. A reacdo foi mantida em banho-maria 37°C por 1h, seguida pela
inativacdo a 65°C por 15 min. Foram acrescidos 1uL da enzima de restricdo Xhol 10U/uL
(Invitrogen) e 2uL do tampao da enzima (React 2), sendo a mesma mantida por mais 1h em

banho-maria a 37°C.

33



Xhol (1)
-~

NucB r
™ repC
. 7
Nsil(3219) r
Peptide Signal
RES
Pxylt
pXYSEC:Nuc
3827tp

Figura 8: Representacdo esquemaética do plasmideo pXylT:SEC:Nuc, sistema XIES
para enderegcamento extracelular de proteinas.

4.4.1.3.2 Purificacdo do fragmento de DNA correspondente ao
pXylIT:SEC

Para a obtengdo de uma elevada concentragédo de DNA plasmidiano, foi realizado
inicialmente um Midiprep (QIAGEN Plasmid Midi Kit), segundo especificagdes do fabricante.
A reacdo de digestéo, realizada conforme o item 4.4.1.3.1 teve todo o seu volume
aplicado em gel de agarose a 1% para resolucdo eletroforética, conforme o item 4.3. Ao
término da eletroforese, o fragmento de DNA (3214pb) correspondente ao vetor pXyIT:SEC,
com a excisao de um fragmento de 613pb no qual estava inserido a seqiiéncia codificadora
da nuclease (nuc) de S. aureus, foram purificados com o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healtcare). A pureza do produto purificado foi verificada através de

resolucao eletroforética em gel de agarose a 1% (item 4.3).

4.4.1.3.3 Digestao enzimatica do pGEM-T Easy Vector ligado a ORF
046-2740
Para a obtencdo de uma elevada concentracdo de DNA plasmidiano, foi realizado

inicialmente um Midiprep (QIAGEN Plasmid Midi Kit), segundo especificacdes do fabricante.
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A ORF 046-2740 foi excisada do vetor de clonagem pGEM-T Easy Vector através de
digestdo enzimatica também com as enzimas Nsil (Promega) e Xhol (Invitrogen).
Inicialmente 1ug do plasmideo pGEM-T.ETD-like foi adicionado a 3uL do tampéo de enzima
(React 2), 1yL de Xhol (10U/mL) e agua deionizada bidestilada para completar os 20uL de
reacdo. Apos o periodo de 1h de incubagdo em banho-maria a 37°C, a enzima foi inativada
a 65°C por 10min. A reacao foi dialisada em membrana de nitrocelulose (Millipore) e foram
adicionados 3uL do tampao da enzima (buffer D), 1uL da enzima Nsil (10U/uL) e BSA em

uma concentracdo final de 0,1mg/ml. A reacdo foi mantida em banho-maria a 37°C por 1h.

4.4.1.3.4 Purificagdo do fragmento de DNA correspondente ao ETD-like

digerido
A reacdo de digestao descrita no item 4.4.1.3.3 teve todo o seu volume aplicado em
gel de agarose a 1%. Ao término da eletroforese, o inserto foi purificado segundo as
instrucdes especificadas no Kit comercial GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Healtcare). A pureza do produto purificado foi verificada através de resolucao eletroforética

conforme descrito no item 4.3.

4.4.1.35 Ligacdo do inserto 046_2740 no vetor pXylT:SEC e
transformac&o em E. coli TOP10

Os produtos digeridos e purificados (inserto e vetor) foram submetidos a uma reagéo
de ligagdo. Cada reacao de ligagdo foi realizada com a enzima T4 DNA ligase (Promega) a
temperatura de 14°C durante 16h utilizando uma propor¢cdo equimolar de 10:1
(inserto/vetor). Uma aliquota de 10uL do produto de ligagao pXylIT:SEC:ETD-like (Figura 9)
foi utilizado para eletrotransformar 100uL de células E. coli TOP10 competentes, seguindo o

protocolo descrito no item 4.4.1.2.2.
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Figura 9: Representacdo esquematica do plasmideo pXylT:SEC:ETD-like, sistema
XIES para enderecamento extracelular de proteinas.

A selecdo dos transformantes consistiu em semear aliquotas de 100uL, 200uL e
precipitado da suspenséo de células eletrotransformadas em placas de Petri contendo meio
LB agar suplementado com 10ug.mL™ de cloranfenicol (Cm). As placas foram mantidas em
estufa a 37°C por aproximadamente 24h e ap0ls este periodo, foram avaliadas quanto a
presenca de coldnias resistentes ao antibiético. A etapa seguinte consistiu na selecdo de

clones de cada uma das placas para proceder com a estocagem dos mesmos.

44.1.3.6 Confirmagdo dos clones recombinantes

A partir destas culturas, o DNA plasmidiano foi extraido de colénias selecionadas
aleatoriamente, conforme descrito no item 4.4.1.2.3, e submetido a confirmagcdo quanto a
presenca do inserto ETD-like por PCR e digestao enzimética com Nsil e Xhol (descrito nos
itens 4.4.1.2.4 e 4.4.1.3.3). ApOs a reacao, o produto da amplificacdo e a digestdo foram
aplicados em gel de agarose a 1% e submetidos a resolucdo eletroforética sob as

mesmas condic¢des descritas no item 4.3.
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A sequéncia nucleotidica do ETD-like, clonada em pXyIT:SEC, foi seqlenciada por
eletroforese capilar em aparelho ABI3130, utilizando polimero POP7 e o Kit BigDye®
Terminator v3.1 (Life Technologies). Os iniciadores utilizados na reacdo correspondem aos
aplicados na PCR (Tabela 3), sendo que a seqiiéncias de DNA obtidas (direto e reverso)
foram analisadas no programa Vector NTI Advance™11. A seqiiéncia referéncia foi alinhada
com as sequéncias obtidas pelo sequenciamento (Sanger et al., 1977), para posterior

analise do cromatograma.

4.4.1.3.7 Transformacdo em L. lactis NCD02118

4.4.1.3.7.1 Células eletrocompetentes de L. lactis NCDO2128 e
trasformagdo com o plasmideo pXyIT:SEC:ETD-like

A confecc¢éo de células eletrocompetentes de L. lactis NCD0O2118 foi realizada com o
in6culo de uma coldnia Unica dessa bactéria em meio M17-Sac-Gli conforme o item 4.2. Um
segundo indculo foi realizado com 100uL dessa primeira cultura nas mesmas condices.
Uma aliquota de 1pL desta ultima cultura foi inoculada em 150mL de meio M17-Sac-Gli
contendo glicina (1%). Uma vez que a cultura tenha alcancado uma DOggonm €M torno de
0,4-0,6, esta foi centrifugada a 5000rpm durante 20min a 4°C. O precipitado celular foi
ressuspenso em 150mL de uma solugdo gelada constituida de sacarose 0,5M e glicerol
10%. Esse processo de centrifugacdo e lavagem foi repetido mais trés vezes e, apos a
dltima lavagem, o precipitado foi ressuspenso em 1mL de uma solugdo constituida por
PEG3000 30% e glicerol 10%. Aliquotas de 100uL dessas células foram estocadas a -80°C.

Uma aliquota contendo 1ug do plasmides pXyIT:SEC:ETD-like, extraidos utilizando o
Kit The Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega) a partir dos clones de
E. coli previamente confirmados, foi usada para transformar as células de L. lactis
NCDO2118. O processo de transformacado das células foi 0 mesmo que o ja descrito para E.
coli (item 4.4.1.2.2), porém com as seguintes modificagbes: (i) utilizacdo de 2,4kV de
voltagem para o pulso, (ii) ressuspensao das células transformadas em M17-Sac-Gli, e (iii)

incubacao sem agitacdo, a 30°C por 4h.

4.4.1.3.7.2 Extracdo do DNA plasmidiano de L. lactis em pequena
escala

As colbnias resultantes da transformacdo de L. lactis com o plasmideo

pXylIT:SEC:ETD-like foram coletadas e inoculadas em 5mL de meio M17-Gli suplementado
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com 10ug.mL™ de cloranfenicol e incubado conforme descrito no item 4.3. Cada clone foi
estocado em glicerol 80% e armazenado a —80°C. O protocolo utilizado para a extracdo dos
plasmideos foi o mesmo utilizado para E. coli (item 4.4.1.2.3), com uma Unica modificacao:
apos a primeira centrifugagéo, o precipitado celular foi ressuspenso em 100uL de uma

solucdo de TE-LYS e incubado por meia hora.

4.4.1.3.7.3 Confirmacéo dos clones de L. lactis NCDO2128

As colbnias resultantes da transformacdo de L. lactis com o plasmideo
pXylIT:SEC:ETD-like foram inoculadas em meio M17-Gli suplementado com 10ug.mL™ de
cloranfenicol conforme descrito no item 4.2. A partir destas culturas, o DNA plasmidiano
extraido foi submetido a confirmacdo quanto a presenca do inserto por PCR e digestdo

enziméatica conforme descrito nos itens 4.4.1.2.4. e 4.4.1.3.3.

4.4.1.4 Producéo da proteina heteréloga ETD-like

4.4.1.4.1 Inducdo da proteina heterdloga em L. lactis NCDO2118 e
extracdo de proteinas

Uma aliquota de 10uL da cultura estoque dos clones confirmados de L. lactis
NCDO2118 (pXylT:SEC:ETD-like) foram inoculados em meio M17-Gli com cloranfenicol
(10pg/ml), conforme o item 4.2. Uma diluicdo de 1:50 dessa cultura foi realizada em 5mL do
mesmo meio e incubada nas mesmas condi¢des até atingir absorbancia (DOggonm) de 0,2.
Um terceiro in6culo foi realizado, sendo uma cultura induzida com xilose (1%), e uma nao
induzida acrescida de glicose que foi utilizada como controle negativo da indugdo. As
culturas foram incubadas a 30°C sem agitacdo até atingir absorbancia (DOgoonm) €ntre 1 e
1,5, momento no qual as culturas foram colocadas no gelo e processadas para a extracao
de proteinas. Aliquotas de 2ml da cultura induzida e ndo induzida (como controle negativo)
foram centrifugadas a 13000rpm, 4°C por 10min. Em seguida, o sobrenadante e o
precipitado celular foram tratados separadamente.

O sobrenadante foi filtrado (Syringe Filter/0,45um) para posterior adicdo de 100uL de
acido tricloroacético (TCA) 100% gelado, 15uL ditiotreitol (DTT) 10mM e 15uL de fenil-metil
sulfonil fluoreto (PMSF) a 10mM. A solucéo foi incubada no gelo por 1h. Apds incubacéo, o
material foi centrifugado a 13000rpm, 4°C, por 20min e o precipitado protéico ressuspenso
em NaOH 50mM. Ao final da extragcéo, o tampdo DTT-LB 2X foi adicionado na propor¢éo de

1:1, aquecidas a 100°C por 5min para analise em SDS-PAGE.
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O precipitado foi ressuspenso em TE-LYS (10mg/mL), com 1mM de PMSF e 10mM
de DTT. Em seguida, as amostras foram incubadas por 30min a 37°C, sendo posteriormente
adicionado o SDS 20%. Ao final da extracdo, as amostras foram ressuspensas em tampao
DTT-LB 2X na proporgéo de 1:1, aquecidas & 100°C por 5 minutos e estocadas & -20°C.

4.4.1.4.2 Extracdo de proteinas do sobrenadante de S. aureus 046 e
O11

Uma colénia de cada linhagem (046 e O11) foi inoculada em 5ml de meio BHI
conforme descrito no item 4.2. Um segundo inéculo, com diluicdo de 1:1000, foi realizado
em 50ml de BHI e incubado novamente a 37°C por toda a noite. Para a recuperacdo do
sobrenadante, as culturas foram centrifugadas por 20min, 4°C, 4000rpm, sendo 0 mesmo
posteriormente filtrado (Syringe Filter/0,22um). Ao sobrenadante, foi adicionado 1/9 ml de
TCA 100%, sendo que a precipitacao ocorreu por um periodo de aproximadamente 6h. As
amostras foram centrifugadas a 4°C, 4000rpm por 1h30min. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado lavado em 5mL de etanol 96% e centrifugacdo a 4000rpm por 10min, 4°C.
Essa etapa foi repetida. A ultima centrifugacao foi realizada com 1,5ml de etanol 96% e o
precipitado recuperado em eppendorf. As amostras foram preservadas a -20°C.

4.4.1.43 Western blotting

As proteinas extraidas de L. lactis e das duas linhagens de S. aureus (046 e O11)
foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢bes desnaturantes
(SDS-PAGE) de acordo com o protocolo descrito no item 4.3.

Para o Western blotting, as proteinas obtidas do sobrenadante e do precipitado dos
clones de L. lactis NCD0O2128, assim como do sobrenadante de S. aureus, foram resolvidas
por SDS-PAGE a 12%. A membrana PVDF (Amersham) foi previamente embebida em
metanol e os papéis filtro foram umedecidos no tampao de transferéncia. A transferéncia das
proteinas para a membrana PVDF foi realizada em sistema semi-seco (Thermo Scientific
Owl) a 300mA, por aproximadamente 1h, sendo a avaliagdo da especificidade e a
guantificacéo da expressdo da ETD-like determinada posteriormente por imunodeteccdo. As
membranas de PVDF foram incubadas por 30min em um agitador com 10mL da solucéo de
blogueio do Western Breeze ® Chromogenic Western Blot Immunodection Kit (Invitrogen), e
lavadas com 20mL de &gua destilada durante 5min. Em seguida, a membrana foi incubada
por 1h com anticorpo monoclonal anti-ETD-like. Apés esse periodo, o anti-lgG de
camundongo conjugado com fosfatase alcalina foi adicionado por 30min. A membrana foi

lavada 3 vezes ap0s cada incubacao com anticorpo. A revelacéo foi realizada com a solucao
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cromégena de BCIP/NBT do Western Breeze ® Chromogenic Western Blot Immunodection

Kit (Invitrogen).

4.4.2 Estratégia ll

4.4.2.1 Sintese da ORF O46_2740 de S. aureus e preparacao do vetor

A sequéncia que codifica a possivel ETD-like foi confeccionada pela empresa DNA
2.0 e otimizada com cdodons preferenciais para expressao em E. coli, linhagem hospedeira
selecionada. Inicialmente, a sequéncia nucleotidica foi obtida no NCBI, sendo
posteriormente retirado o peptideo sinal. O plasmideo sintético pD441-NH:136826 (Figura
10), foi eluido segundo as especificacdo do fabricante e apresenta a sequéncia nucleotidica
de 749pb correspondente a ETD-like (AEUR01000016 em vermelho).

AEUR01000016

pD441-NH: 136826
4724 bp

&
5 Term_rpoC
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Q™

Ia
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strong RBS P_T5_Inducible

Figura 10: Representacdo esquematica do vetor pD441-NH:136826, sintetizado pela
empresa DNA2.0 com o inserto correspondente a ETD-like otimizado para
expressao em E. coli.
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Na representacdo esquematica, a regido em rosa escuro corresponde ao marcador de
resisténcia a canamicina, em laranja o repressor Lac (lacl), em rosa claro o promotor T5,
sendo que a origem de replicagdo pUC (high_copy_origin) e o operador lac (lacO) estdo

marcados em verde escuro.

4.4.2.2 Transformacao bacteriana nas linhagens de expresséao

As linhagens de E. coli OverExpress™ C43 (DE), C41(DE), C43 (DE)pLysS,
C41(DE)pLysS, BL21 Star™(DE3) competentes, conforme o item 4.4.1.2.1 foram
transformadas com o vetor recombinante pelo método de eletroporacdo descrito no item
4.4.1.2.2. A selecao dos transformantes foi realizada com plagueamento em meio sélido LB

suplementado com canamicina (50pug.mL™).

4.4.2.3 Avaliagao da expresséo da ETD-like
4.4.2.3.1 Inducdo daexpressdo génica em pequena escala em E. coli

Inicialmente, foi realizado um pré-inéculo em 5mL de caldo LB acrescido de 5uL de
canamicina (50ug/mL) e uma coldnia selecionada em placa de cada linhagem testada. O
in6culo foi realizado conforme descrito no item 4.2. No dia seguinte, 1mL de cada pré-
indculo foi inoculado em 10mL de meio LB suplementado com 10uL de canamicina
(50ug/mL) e incubado a 37°C até atingir a densidade o6tica de 0,5-0,6 (DOgoonm). Em seguida,
1mL da cultura foi transferido para um microtubo de 1,5mL e centrifugado por 2min a
14000rpm determinando o tempo 0 da amostra (ndo induzido). Posterior a isso, as culturas
foram divididas em dois tubos, cada uma contendo 4,5mL, uma induzida a uma
concentracao final de 1mM/mL de isopropil-B-galactosideo (IPTG) e a outra sem inducao.

Para avaliar a cinética de expressao, foram coletadas em intervalos de 1h, 1mL de
cada amostra, até completar um periodo de 5h. A cada coleta, essas amostras foram
centrifugadas a 14000rpm por 2min e o precipitado reservado a - 20°C para posterior analise

da expressao protéica.

4.4.2.3.2 Teste de solubilidade

Para avaliar a solubilidade da proteina em questao, as células C43pLysS e BL21
Star™(DE3), previamente transformadas com o vetor pD441-NH:136826, foram lisadas por
sonicacdo em tampao PBS 1X em 3 ciclos de 30s a 30KHZ com intervalos de 10s entre os

ciclos. Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 2min a 14000rpm e o
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sobrenadante foi recuperado em outro microtubo. O teste foi visualizado em SDS-PAGE,

conforme descrito no item 4.3.

4.4.2.4Inducdo da expressdo génica em larga escala em E. coli e tratamento
das amostras

O pré-inéculo foi realizado em 10mL de caldo LB adicionando 10uL de canamicina
(50ug/mL) e uma colbnia isolada em placa das linhagens, sendo a incubacgéo realizada
conforme item 4.2. No dia seguinte, 10mL de cada pré-indculo foi inoculado em 1000mL de
meio LB suplementado com 1000uL (50ug/mL) de canamicina. A incubacdo a 37°C foi
realizada até a obtencao de uma densidade 6tica de 0,5-0,6 (DOgoonm). Posteriormente, 1mL
de cada cultura foi transferida para um microtubo de 1,5mL, seguida por centrifugagcéo
durante 2min a 14000rpm, correspondente ao tempo O da amostra (ndo induzido). Em
seguida, a cultura foi induzida a uma concentracdo final de 1mM/mL de IPTG por um
periodo de 5h. Para avaliacdo da inducdo apds esse periodo, 1mL da cultura foi recuperada
em um microtubo de 1,5mL e centrifugada por 2min a 14000rpm (tempo 5 da amostra
induzida). As amostras correspondentes aos tempos 0 e 5 foram resolvidos por eletroforese
em gel de poliacrilamida sob condi¢des redutoras (SDS-PAGE) conforme descrito no item
4.3. A cultura de 1L induzida foi centrifugada a 4000rpm, 4°C por 15min. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado armazenado a — 20°C, para posterior tratamento e purificagéo.

O precipitado foi ressuspenso em 50mL de solugéo de lise. Ap6s homogeneizacao
em vortex, as amostras foram sonicadas em 3 ciclos de 30s com intervalos de 15s a uma
amplitude de 62%. Posteriormente, foram centrifugadas por 20min a 4°C com 5000rpm, o
sobrenadante e o precipitado foram separados e armazenados a 4°C. O precipitado foi
ressuspenso em 50mL de solucdo de corrida (primeiro tratamento), vortexado e sonicado
em 3 ciclos de 30s, com intervalos de 15s, a uma amplitude de 62%. As amostras foram
centrifugadas novamente e o precipitado e sobrenadante foram novamente separados. Ao
precipitado do primeiro tratamento, foram adicionados 50mL de tampéao de corrida (segundo
tratamento), vortexado e centrifugado por 1h a 5000rpm, juntamente com o sobrenadante do
primeiro tratamento. O precipitado e sobrenadante foram separados, sendo que o
sobrenadante do primeiro e do segundo tratamento foram filtrados com membrana de
0,45um.

Paralelamente a inducdo em larga escala e tratamento da ETD-like, foi induzida a
proteina quinase G (PknG, do inglés protein kinase G), sob as mesmas condicdes, para
utiizagdo como controle do ensaio in vivo. O gene pknG foi identificado em C.

pseudotuberculosis FRC41 (Trost et al., 2010), sendo que a proteina em questdo foi
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expressa na linhagem BL21 Star™(DE3), avaliada previamente em projetos paralelos pelo

grupo de pesquisa.

4.4.2.5 Purificagdo da proteina ETD-like no sistema AKTAprime e dialise

A proteina foi purificada utilizando o sistema AKTA Prime (GE Healthcare), através de
cromatografia por afinidade em coluna (HisTrap HP 1mL — GE Healthcare), carregada com

1mL de NiSO4 (100mM). A cromatografia foi realizada com fluxo de 1mL/min, sob condi¢des

desnaturantes, sendo coletada as fra¢des eluidas a cada 1mL. A coluna foi equilibrada com
a solucédo de corrida, sendo inseridos um volume de aproximadamente 45mL do extrato
protéico de cada amostra. ApGs aplicada a amostra, a coluna foi lavada com solucao de
corrida, sendo eluida da coluna com a solugédo de eluicdo. Posteriormente, a coluna e o
aparelho foram lavados com H,O e etanol 20%. Quando se fez necessario, a mesma
metodologia sem o agente desnaturante (uréia 8M) foi realizada. Padronizada previamente
guanto a solubilidade, a proteina PknG também foi expressa com a adi¢cdo de uréia.

As fragBes protéicas obtidas com a purificacdo foram resolvidas por SDS-PAGE
conforme descrito no item 4.3. As frag6es com a proteina ETD-like e PknG foram dialisadas
em 4 litros de tampao PBS 1X cada, com uma membrana Spectra/Por® Dialysis membrane
tubing por 24h, em camara fria e sob agitacdo. As proteinas foram dosadas pelo método de

Bradford, utilizando BSA como padrdo (Sambrook e Russel, 2001).

4.4.2.6 . Western blotting

Para o Western blotting, a proteina purificada foi resolvida por SDS-PAGE a 12% e,
conforme descrito no item 4.4.1.4.3, utilizado o kit Western Breeze ® Chromogenic Western
Blot Immunodection (Invitrogen) para imunodeteccdo, sendo que, nessa etapa a membrana

foi incubada com anticorpo monoclonal anti-histidina na diluicdo 1:2000 (Sigma).

4.5 Ensaios in vivo

A avaliacéo da atividade esfoliativa da ETD recombinante purificada foi realizada com
a aplicacdo subcutanea de 20ug, 40ug e 80 pg da proteina em 100pL de PBS 1X no dorso
de camundongos Balb/c neonatos (com 24h) (Amagai et al., 2002; Yamaguchi et al., 2002).
Os animais foram observados por um peridodo de 12 horas e fotodocumentados quando
necessario. Como controle, 100uL de PBS 1X foram aplicados no dorso dos camundongos,

assim como 20 pg da proteina PknG. Os animais foram fornecidos pelo Centro de
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Bioterismo do ICB/UFMG, sendo os procedimentos realizados seguindo as normas do

comité de ética desta instituicdo de pesquisa (CETEA/UFMG), sob o niumero 0066/11.
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5 RESULTADOS

5.1 Analises in silico

A ORF 046_2740, que codifica uma proteina homoéloga a toxina esfoliativa (ETD) de
S. aureus, foi descrita como imunoreativa em linhagens isoladas de ovinos com mastite
subclinica na Franca (Le Maréchal et al., 2011c).

Inicialmente, para a caracterizacdo in silico da possivel ETD-like foi utilizado o
programa ProtParam, que forneceu informacgdes sobre as caracteristicas fisico-quimicas da
proteina, como a presenca de 280 aminoacidos, peso molecular estimado de
aproximadamente 31kDa, com peptideo sinal, e ponto isoelétrico (pl) tedrico de 8,8 (Tabela
4).

Quando a sequéncia nucleotidica da possivel ETD-like foi avaliada por blast,
adotando-se um threshold de 10 e limite de 50 hits, alinhou com 99% de identidade e um
Evalue de 0 com a ETD da linhagem S. aureus M10/0061. Foram selecionadas para o
alinhamento no ClustalW as sequéncias de aminoacidos correspondentes a uma ETB (58%
de identidade), ETA (44% de identidade), Glutamyl Endopeptidase (Staphylococcus aureus
N315) e Glutamyl Endopeptidase (Staphylococcus aureus Mu50), ambas com 34% de
identidade, obtidas utilizando o banco de dados “UniProtKB/Swiss-Prot” e uma ETD (60% de
identidade), com o banco de dados “UniProtKB”. Com o alinhamento mdltiplo de sequéncias
(MSA, do inglés Multiple Sequence Alignment), a identificacdo da triade catalitica descrita
por Park et al. (2011), tipica de serino-proteases, pode ser observada (Figura 11). O
alinhamento foi editado pela ferramenta Jalview, no qual os residuos foram coloridos de
acordo com suas propriedades fisico-quimicas. As colunas com residuos mais conservados
apresentam cores com tonalidade de maior intensidade, enquanto que 0S menos

conservados sao tonalidades mais claras.

Tabela 4: ProtParam - predicédo de parametros fisico-quimicos

Proteina | N°de aa

kDa ‘ pl tedrico ‘ Férmula molecular ‘ N° de 4&tomos

ETD-like

280 ‘ 30.873,1 ‘ 8,88 ‘ C1389H2186N3600422S6 ‘ 4363
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ETD-like_S5. aursus 046

ETD_S. cursus

ETB_S. cursus

ETA_S. cursus

Glutamil endopeptidase_S. cursus N31S
Glutamil endopeptidase_S. cursus MuS0

ETD-like_5. cursus 046

ETD_S. gursus

ETB_S. qursus

ETA_S. cureus

Glutamil endopeptidase_5. cursus N315
Glutamil endopeptidase_S. cursus MuSo0

ETD-like_5. cursus 046

ETD_S. cursus

ETB_S. curszus

ETA_S oureus

Glutamil endopeptidase_35 cursus N31S
Glutamil endopeptidase_35 cursus MuSo

ETD-like_5. cursus 046

ETD_S. aursus

ETB_S5. cursus

ETA_S cursus

Glutamil endopeptidase_5 cuwrsus N315S
Glutamil endopeptidase_35 cursus MuS0

1 MSKF - FCRKMS K IIVAMFMLL | TSMEANLYA | EYTOEE |QRKRDFFKTRPS. Coiiiiii:
1TMTKN- ILKKLFITL AIFLSPLISHAENKLFAN TY ESEIL KREKYNAAPS LSE VFSKVS M -----------
1MDKN-MFKKI ILAA FTISLPVIP-FESTLQAK | LKQKFEVPPT- - - - - - DKELYTHIT.NA -----------
1 MNNSKI I SKVLLSL FTVGASAFVIQ ELNQKNHAKAEVSA“IK HEEKWNKYY.VNAFNLFKELFSKVD KORQKY - - -« - - - - - .
1 MKGKFLKVSSLFVA TTATLVSSPAANALSSKAMDNHPQQTQSSKOQQTPKIKKGGNLKPLEQREHANVILPNNDRHQITDTTNGHYARV: T 101
1 MKGKFLKVSSLFVA TTATLVSSPAANALSSKAMDNHPQQTQSSKQQTPKIKKGGNLKPLEQREHANVILPNNDRHQITODTTNGHYA YIQVEAPT@T 101

443-843554837"-456:54545057445553- ---5564665574556753247 - -+ - - -

80 7 L v 1 NBln Vi F TRES TRBE ¥ AEEInEArYBGo THU 3 VTEAA TPV 180
82 SRMAKK STKTEDG - VYKT I ; 181

YHVAREAAK ONRIAEKNEPPT EEI : 179
93 TS, RE 1 AKF ANG INTDDNG-NTET KE I ] {DGD 102

VDATHG
102 F VDATHG

K

]GKYNLPIOKfFNYEIOSLYSVDNSL STLGSDLKKRAELQ279
GQHNLPIGVFFNRKISSLYSVDNTFGDTLGNDLKKRAKLD276

KVSHLDRENQINY‘VGIO ---------- NYVKR | I NEKNE - - 280

VPNEFNGAVF INENVRNFLKQNIEDIHFANDDQPNNPDNP 205

VPNEFNGAVF INENVRNFLKQNIEDIHFANDDQPNNPDNP 205

IFNLNS-GAQYFGY
MFNDS- - -QYFGY
LTTLSRGLRYYGF
TYLKGEAMAYDL
ITYLKGEAMAYDL

-88334453655773394201102010-3867424745660800

280
281
206 DNPNNPDNPNNPONPNNPDEPNNPDNPNNPDNPDNGDNNNSDNPDAA 342
2006 DNPNNPDNPNNPDNPNNPDEPNNPDNPNNPDNPDNGDNNNSDNPDAA 342

Figura 11: Alinhamento entre as sequéncias da ETD-like, ETD, ETB, ETA e Glutamil endopeptidases de S. aureus. As barras correspondem a conservagdo dos
residuos sendo 100% indicado por asterisco. As setas indicam os trés aminoéacidos do sitio catalitico.
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A conservacdo entre os aminoacios é indicada pelo grafico de barras abaixo do
alinhamento, sendo que a cor marrom representa menor conservacao e a amarela uma
maior conservacdo. Os asteriscos indicam 100% de conservagao no residuo.

A presenca do peptideo sinal na proteina foi avaliada através da utilizacdo do
programa SignalP4.1. Os resultados obtidos inferem a presenca de um peptideo sinal,
sendo o sitio de clivagem entre os aminoacidos 32 e 33 (Figura 12).

No programa TMHMMZ2.0, a identificacdo de regibes hidrofébicas internas na
sequéncia de aminoacidos, inferem que as proteinas testadas apresentam dominios
transmembrana. Esse programa permite predizer a localizagcdo de uma possivel regido
transmembrana, além da topologia das estruturas secundéarias das proteinas, indicando
dominios intra e extracelulares. Quando avaliada no mesmo, a ETD-like ndo apresentou
dominios transmembrana internos (Figura 13). O peptideo sinal apresenta uma regido
hidrofébica que pode facilmente ser confundida com uma regido transmembrana (Krogh et

al., 2001), e por isso foi retirado antes da avaliagdo com TMHMM2.0.

SignalP-4.1 prediction (gram+ networks): gi_323442784_gb_EGB00410.1_
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Figura 12: Predicdo do peptideo sinal da proteina ETD-like através do programa
SignalP 4.1. A seta indica o sitio de clivagem do peptideo sinal, entre os aminoacidos 32 e
33.
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Figura 13: Predicdo dos dominios transmembranicos através do programa
TMHMM2.0. A ETD-like ndo possui dominios intracelulares e transmembranicos.

Para classificar a proteina e avaliar seus dominios, a ferramenta de escolha foi o
InterProScan. O resultado obtido pode ser observado na Figura 14, que sugere a
classificacdo da proteina estudada como uma serino peptidase, pertencente a familia S1 e
subfamilia S1B, segundo o banco de dados MEROPS the Peptidase Database.

Peptidase 518, glutamyl endopeptidase I
{ s R — L ] f ¥, )

Peptidase 518, exfoliative toxin
¢ ¢ v ¢ 5 ¢ ),  —

Twnsiniike cysteine/serine peptidase domain
L )
Peptidase 51
L

Serine proteases, V8 family, histidine active site
L ]

Sering proteases, V8 family, serine active site

Unintegrated signatures

Figura 14: Representagao grafica dos dominios identificados na ETD-like por InterProScan5. A
seta indica a subfamilia S1B na qual a proteina foi classificada.

A estrutura tridimensional da ETD-like foi construida utilizando como moldes duas
estruturas da ETB depositadas no Protein Data Bank, 1DT2 e 1QTF, ambas com 58% de

identidade e 86% de cobertura.
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E importante avaliar a qualidade de uma estrutura gerada, mesmo quando se esta
construindo um modelo baseado em uma estrutura j& conhecida, sendo que, as duas
medidas mais utilizadas para tal avaliagdo sdo a resolucdo e o fator R (Laskowski et al.,
1993). Segundo Laskowski et al. (1993) € comum obter modelos confidveis com resolucéo
igual ou superior a 2 A, sendo o fator R uma medida mais incerta. No nosso estudo, o
melhor modelo construido foi obtido utilizando o molde 1QTF, que apresenta uma resolucéo
de 2.40A, quando comparada com a 1DT2 (2.80 A).

Com o programa PyMol, foi possivel visualizar a estrutura tridimensional do modelo
criado da proteina, destacando a sua superficie, assim como os trés residuos que
constituem o sitio ativo, uma histidina (His95), um &cido aspartico (Aspl145) e uma serina
(Ser 217) (Figuras 15 e 16). A qualidade estereoquimica do modelo criado, assim como
todos os seus residuos, foi avaliada através do programa PROCHECK, com a partir do

grafico de Ramachandran (Figura 17).

Figura 15: Modelo tridimensional da ETD-like obtida através do Modeller9.12 e visualizada
pelo PyMol. Destaque para a regido rosa, que constitui os trés residuos do sitio ativo do molde
selecionado, uma histidina (H) no residuo 95, um &cido aspartico (D) no residuo 145 e uma serina
(S) no residuo 217.
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Figura 16: Conformacdo do polipeptido ETD-like. A) Modelo construido da proteina ETD-like da
linhagem S. aureus O46. A regido rosa constitui os trés residuos do sitio ativo. B) Sobreposi¢éo entre o
modelo contruido e o molde 1QTF (RMSD=0.123). Modelo construido em verde e molde em azul.

No grafico de Ramachandran, os quadrados correspondem aos aminoacidos da
proteina, sendo que as glicinas sédo representadas por triangulos. As regides do grafico em
vermelho correspondem as areas mais favoraveis energeticamente para a deteccao de um
residuo, e no modelo apresentado, compreendem a 87,6% dos residuos da ETD-like.
Nenhum aminoéacido foi encontrado em regibes energeticamente desfavoraveis (areas em
branco no grafico). A regido amarela escura corresponde a locais adicionalmente permitidas,
com 12% dos residuos, e as generosamente permitidas (pouco favoraveis), visiveis no
grafico em amarelo claro, contendo 0,5% dos residuos da proteina em estudo (Figura 17). A
correspondéncia entre os residuos e a estrutura secundaria, também obtida pela ferramenta
PROCHECK pode ser visualizada na Figura 18. A analise do grafico de Ramachandran
garante a qualidade da estrutura obtida na modelagem. A modelagem por homologia

demonstrou ser uma ferramenta adequada para a predi¢éo tedrica da estrutura de proteinas.
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Figura 17: Grafico de Ramachandran obtida através do programa PROCHECK. As regi6es em vermelho
correspondem a areas mais energeticamente favoraveis, a regido amarela escura a éareas adicionalmente

permitidas, a amarela clara a regido generosamente permitida, sendo a &rea branca ndo favoravel para a
identificacdo de residuos.
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d. Estrutura secundéria e acessibilidade estimada
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Figura 18: Representacgao grafica da estrutura secundaria no modelo tridimensional cronstuido e residuos
correspondentes. As a-hélices e folhas B estdo indicadas em amarelo. Os triangulos azuis correspondem a
regides mais energeticamente favoraveis, os quadrados em verde as regides adicionalmente permitidas, os
retAngulos em rosa as regides generosamente permitidas e os retangulos em vermelho regides desfavoraveis.
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5.2 Clonagem e expressdo da proteina recombinante
5.2.1 Estratégial

5.2.1.1 Clonagem molecular do inserto no sistema pGEM-T Easy Vector e
confirmacé&o dos clones recombinantes

O DNA gendmico de S. aureus 046 e O11 foram extraidos com rendimento de
aproximadamente 2900ng/uL e 2100ng/uL respectivamente. O DNA genbmico da linhagem
046 foi utiizado como molde para a amplificacdo por PCR de um fragmento de
aproximadamente 890 pb referente ao gene O46_2740, que codifica a proteina em estudo.
Sitios de restricdo para as enzimas Nsil e Xhol foram adicionados aos oligonucleotideos
iniciadores para que a ORF fosse clonado de forma direcional e em fase de leitura correta,
no vetor de expressao pXyIT:SEC:nuc de L. lactis (sistema XIES). O produto da amplificag&o
foi observado em gel de agarose 1%, sendo verificada a eficiéncia da reagéo, assim como
auséncia de produtos inespecificos (Figura 19).
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Figura 19: Andlise da extragdo de DNA gendmico das linhagens bacterianas de S. aureus
046 e 011 e avaliagéo do produto de amplificacdo por PCR da sequéncia correspondente
a ETD-like. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. A) Extragdo de
DNA gendmico. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen);
Canaleta 2: DNA gendmico da linhagem 0O46; Canaleta 3: DNA gendmico da linhagem O11. B)
Amplificacdo por PCR. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); Canaleta 2: Produto de amplificacdo do gene ETD-like; Canaleta 3: Controle
negativo da reagéo.
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O fragmento de interesse foi purificado (Figura 20A) para posterior ligagcdo no vetor de
clonagem pGEM T-Easy Vector, gerando o plasmideo pGEM:ETD-like. Em seguida, esse
plasmideo foi utilizado para transformar células eletrocompetentes de E. coli TOP10 e sua
confirmacdo foi efetuada apoOs crescimento das colbénias em placa suplementada com
ampicilina e sele¢éo aleatéria das mesmas. O DNA plasmidiano foi extraido dessas culturas
para ser utilizado como molde da reacdo de PCR, como primeira etapa para confirmacao da
obtencéo do clone. O produto da amplificacdo pode ser observado na Figura 20B.

Seguindo a etapa de confirmacdo dos clones resistentes, dois deles foram
selecionados aleatoriamente, e os plasmideos foram digeridos com a enzima de restricao
EcoRlI, que flanqueia o sitio de clonagem do inserto no vetor (Figura 21). Posterior a
confirmacdo dos clones por PCR e digestdo enzimética, a extragdo de DNA em média

escala foi realizada para a obtencdo do produto em maior concentragdo e pureza.
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Figura 20: Avaliacdo do produto da PCR purificado e amplificacdo por PCR do inserto ETD-like
utilizando como molde o DNA plasmidiano extraido de células E. coli TOP10 eletrocompetentes
transformadas com o vetor pGEM:ETD-like. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio. A) Purificagdo. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); Canaleta 2: Purificacdo do produto da PCR. B) Amplificacdo do PCR utilizando o vetor
pGEM:ETD-like como molde. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); Canaletas 2, 3 e 4: Clones confirmados portadores do inserto ETD-like; Canaleta 5:
Controle positivo utilizando como molde o DNA gendmico de S. aureus O46; Canaleta 6: Controle
negativo da reacgao.
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Figura 21: Confirmacdo da obtencdo do clone por digestdo
enzimatica do vetor pGEM:ETD-like com a enzima de restricdo
EcoRI. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio. A) Digestdo enziméatica com a enzima EcoRI. Canaleta 1:
Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen);
Canaletas 2 e 3: clones sem digerir; Canaletas 4 e 5: clones digeridos.

5.2.1.2 Clonagem molecular do inserto no sistema XIES e confirmagdo dos
clones recombinantes

O sistema de expressao XIES (Miyoshi et al., 2004) foi selecionado por ser capaz de
enderecar corretamente proteinas heterdlogas para o meio extracelular. Assim, para que a
clonagem fosse realizada no vetor de expressdo pXylT:SEC:nuc (secretado), o mesmo foi
digerido com as enzimas Nsil e Xhol para liberagdo da ORF nuc (613pb) e posterior
purificagdo do fragmento pXyIT:SEC. Paralelamente, foi realizada a digestdo enzimatica do
vetor pGEM:ETD-like e a purificacdo do inserto (Figura 22). Os fragmentos purificados
(vetores e insertos) foram submetidos a uma reagéo de ligagéo.

O produto de ligacdo foi utilizado na transformacdo de células E. coli TOP10
eletrocompetentes. O processo de selecdo das colbnias transformadas com o plasmideo
ligado foi realizada em meio LB agar suplementado com 10 pg.mL™ de cloranfenicol.
Posterior a transformacéo, foram observadas col6nias ap6s aproximadamente 48 horas de
incubacdo a 30°C, seguindo entdo as etapas de confirmagdo da clonagem. A extracdo de
DNA plasmidiano foi realizada para posterior confirmagédo por PCR e digestdo enzimética

com Nsil e Xhol (Figura 23). A construcdo foi sequenciada por eletroforese capilar em
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aparelho ABI3130 e analisada no Vector NTI Advance™11, para verificar a integridade da

sequéncia nucleotidica (Figura 24).

850pb —»
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Figura 22: DigestBes enzimaticas com Nsil e Xhol para purificagcdo do inserto
ETD-like e do vetor XIES. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo
de etidio. Digestdes enziméticas realizadas para purificagdo do inserto ETD-like e
vetor XIES para posterior ligagdo. Canaletas 1 a 4: Digestdo enzimatica do vetor
XIES com a liberagdo do inserto correspondente a nuc; Canaleta 5: Marcador de peso
molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaletas 6 a 8: Digestdo enzimatica do
vetor pPGEM:ETD-like.
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Figura 23: Amplificacdo por PCR do gene ETD-like a partir de DNA plasmidiano extraido de
células E. coli TOP10 transformadas com o plasmideo pXylT:SEC:ETD-like e digestéo
enzimatica do DNA plasmidiano com as enzimas Nsil e Xhol, com liberag&o do inserto ETD-like.
Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. A) Amplificacdo por PCR do gene
ETD-like utilizando como molde o DNA plasmidiano (pXyIT:SEC:ETD-like) extraido das células
E. coli TOP10 transformadas. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); Canaletas 2 a 7: Amplificacdo do gene ETD-like; Canaleta 8: controle negativo da reagao.
B) Digestédo enzimética do DNA plasmidiano com as enzimas Nsil e Xhol. Canaleta 1: Marcador de
peso molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Plasmideo pXylT:SEC:ETD-like sem
digerir; Canaleta 3: Digestao enzimética de um clone selecionado aleatoriamente para confirmacao.
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Figura 24: Sequenciamento da construgcao pXyIT:SEC:ETD-like. Contig obtido com a ETD-
like referéncia e correspondéncia dos picos no cromatograma. Cada cor indica um nucleotideo: G-
preto; T-vermelho; A-verde; C-azul.
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5.2.1.3 Obtencéo das linhagens de L. lactis recombinantes

Confirmada a construcdo pXylT:SEC:ETD-like em E. coli, a extracdo plasmidiana foi
utilizada para transformacéo de células competentes da linhagem de L. lactis NCD0O2118.
Os clones foram selecionados aleatoriamente e nenhuma col6nia foi visualizada nas placas
do controle negativo, sem o plasmideo. Posteriormente, os DNAs plasmidianos extraidos
foram utilizados como molde em reacdes de PCR, utilizando os iniciadores especificos para
amplificacdo da ORF 046_2740. Concomitantemente, o DNA plasmidiano extraido dos
possiveis clones foram submetidos a digestdo com as endonucleases de restricdo Nsil e

Xhol (Figura 25).
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Figura 25: Amplificacdo por PCR do gene ETD-like a partir de DNA plasmidiano extraido de L. lactis
NCDO02118 transformadas com o plasmideo pXylT:SEC:ETD-like e digestdo enziméatica do DNA
plasmidiano com as enzimas Nsil e Xhol, com liberac&o do inserto ETD-like. Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio. A) Amplificacdo por PCR do gene ETD-like utilizando como
molde o DNA plasmidiano (pXylT:SEC:ETD-like) extraido das células de L. lactis NCDO2118
transformadas. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaletas 2 a
6: Amplificacdo do gene ETD-like nos 5 clones selecionados aleatoriamente para confirmacdo; Canaleta 7:
controle negativo da reagdo. B) Digestao enzimatica do DNA plasmidiano com as enzimas Nsil e Xhol.
Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaletas 2 a 6: Digestéo
enzimatica dos 5 clones selecionados aleatoriamente para confirmacéo.

Uma vez confirmada a construgdo em L. lactis, a etapa subseqiiente consistiu na
verificacdo da expressdo dos clones recombinantes. Com esse objetivo, foi realizada a
extracdo de proteinas da fragdo total e sobrenadante dos clones induzidos e n&o induzidos.
As proteinas foram resolvidas em gel de poliacrilamida 12% e posterior imunodeteccéo por
Western blotting (Figura 26), utilizando um anticorpo especifico para ETD, cordialmente

cedido pelo INRA. A eficacia do anticorpo foi confirmada, uma vez que a banda com
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aproximadamente 30kDa da extracdo do sobrenadante de 046, revelou a ETD-like. A
extracdo do sobrenadante da linhagem O11 também detectou a proteina, como previamente
descrito por Le Marechal et al. (201la), além de uma reacdo inespecifica, com
aproximadamente 55kDa. Todos os clones na linhagem de L. lactis NCDO2118 foram
avaliados (dados néo exibidos) e ndo foi possivel confirmar a expressao da proteina ETD-

like no sobrenadante e precipitado dos mesmos.

70kDa —»
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Figura 26: Avaliagdo da expressdo da ETD-like em um dos clones obtidos da linhagem L. lactis
NCDO 2128 transformada com o vetor pXylT:SEC:ETD-like e o Western blotting correspondente.
Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. A) Extragdo de proteinas de um dos clones obtidos da
linhagem L. lactis NCDO 2128 transformada com o vetor pXyIT:SEC:ETD-like. Coluna 1: PageRuler
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Coluna 2: Extracdo de proteinas do sobrenadante de S.
aureus 046. Coluna 3: Extracdo de proteinas do sobrenadante de S. aureus O11. Coluna 4: Pellet do
clone ndo induzido. Coluna 5: Pellet do clone induzido. Coluna 6: Sobrenadante do clone n&o induzido.
Coluna 7: Sobrenandante do clone induzido. B) Western blotting. Coluna 1: PageRuler Prestained Protein
Ladder (Thermo Scientific). Coluna 2: Extracdo de proteinas do sobrenadante de S. aureus 046. Coluna
3: Extracdo de proteinas do sobrenadante de S. aureus O11. Coluna 4: Pellet do clone n&o induzido.
Coluna 5: Pellet do clone induzido. Coluna 6: Sobrenadante do clone ndo induzido. Coluna 7:
Sobrenandante do clone induzido.

5.2.2 Estratégialll

5.2.2.1 Comparacgao da expresséao entre as linhagens de E. coli

A ORF 046-2740 foi sintetizada pela empresa DNA2.0, com cédons preferenciais
para sua expressdo em E. coli. No vetor pD441-NH:136826, a ORF otimizada
correspondente a proteina recombinante ETD-like estda sob o controle do promotor de
transcricdo do bacteriéfago T5, induzido por IPTG a uma concentracédo final de ImM/mL.

A avaliacao da expressao da proteina recombinante foi realizada nas cinco linhagens
de expressdo de E. coli, OverExpress™ C43 (DE), C41(DE), C43 (DE)pLysS,
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C41(DE)pLysS, BL21 Star™(DE3), sendo que, as culturas induzidas foram comparadas com
as culturas sem inducéo (Figuras 27, 28 e 29). Quando avaliadas em gel de poliacrilamida
12% sob condicdes desnaturantes, as amostras das linhagens OverExpress™
C43(DE3)pLysS e BL21 Star™(DE3) apresentaram uma banda com aproximadamente o
peso molecular de 30kDa, correspondente a proteina ETD-like sem o peptideo sinal. Como
observado, ndo houve expressdo nas linhagens OverExpress™ C43(DE3), C41(DE3) e
C41(DE3)pLysS.

A cinética de inducdo com IPTG (1mM/mL) foi realizada nas 2 linhagens, com
avaliacdo antes da inducdo, denominado tempo 0, sendo coletadas amostras até a quinta
hora de inducdo, denominado tempo 5 (Figura 30). O resultado obtido no gel demonstrou
gue o nivel de expressdo da proteina recombinante foi maior no tempo 5 (5h de indugéo),

sendo o mesmo selecionado para a posterior indu¢do em larga escala.
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Figura 27: Avaliacdo da expressao da ETDlike nas linhagens de E. coli OverExpress™
C43, C43pLysS apos 5h. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. Coluna 1: PageRuler
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Coluna 2: Linhagem C43 sem o plasmideo
pD441- NH:136826 néo induzido. Coluna 3: Linhagem C43 sem o plasmideo pD441- NH:136826
induzido. Coluna 4: Linhagem C43 com o plasmideo pD441- NH:136826 néo induzido. Coluna 5:
Linhagem C43 com o plasmideo pD441- NH:136826 induzido. Coluna 6: Linhagem C43pLysS
sem o plasmideo pD441- NH:136826 ndo induzido. Coluna 7: Linhagem C43pLysS sem o
plasmideo pD441- NH:136826 induzido. Coluna 8: Linhagem C43pLysS com o plasmideo
pD441- NH:136826 ndo induzido. Coluna 9: Linhagem C43pLysS com o plasmideo pD441-
NH:136826 induzido.
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Figura 28: Avaliacdo da expressdo da ETD-like nas linhasgens de E. coli OverExpress™
C41, C41pLysS. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. Coluna 1: PageRuler Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific). Coluna 2: Linhagem C41 sem o plasmideo pD441-
NH:136826 ndo induzido. Coluna 3: Linhagem C41 sem o plasmideo pD441- NH:136826
induzido. Coluna 4: Linhagem C41 com o plasmideo pD441- NH:136826 nédo induzido. Coluna 5:
Linhagem C41 com o plasmideo pD441- NH:136826 induzido. Coluna 6: Linhagem C41pLysS
sem o0 plasmideo pD441- NH:136826 ndo induzido. Coluna 7: Linhagem C41pLysS sem o
plasmideo pD441- NH:136826 induzido. Coluna 8: Linhagem C4l1pLysS com o plasmideo
pD441- NH:136826 ndo induzido. Coluna 9: Linhagem C41pLysS com o plasmideo pD441-
NH:136826 induzido.
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Figura 29: Avaliacdo da expresséo da ETD-like na linhagem de E. coli BL21 Star™(DE3).
Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. Coluna 1: PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo  Scientific). Coluna 2: Linhagem BL21 Star™(DE3) sem o plasmideo pD441-
NH:136826 ndo induzido. Coluna 3: Linhagem BL21 Star™(DE3) sem o plasmideo pD441-
NH:136826 induzido. Coluna 4: Linhagem BL21 Star™(DE3) com o plasmideo pD441-
NH:136826 nao induzido. Coluna 5: Linhagem BL21 Star™(DE3) com o plasmideo pD441-
NH:136826 induzido.
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Figura 30: Avaliacdo da cinética da expressdo da proteina recombinante ETD-like nas linhagens
OverExpress™ C43(DE3)pLysS e BL21 Star™(DE3). Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. A)
Cinética da expressdo da proteina recombinante ETD-like na linhagem OverExpress™
C43(DE3)pLysS. Coluna 1: PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Coluna 2:
Linhagem C43(DE3)pLysS com o plasmideo pD441- NH:136826 ndo induzido no tempo 0. Coluna 3:
Linhagem C43(DE3)pLysS com o plasmideo pD441- NH:136826 induzido no tempo 1. Coluna 4:
Linhagem C43(DE3)pLysS com o plasmideo pD441- NH:136826 induzido no tempo 2. Coluna 5:
Linhagem C43(DE3)pLysS com o plasmideo pD441- NH:136826 induzido no tempo 3. Coluna 6:
Linhagem C43(DE3)pLysS com o plasmideo pD441- NH:136826 induzido no tempo 4. Coluna 7:
Linhagem C43(DE3)pLysS com o plasmideo pD441- NH:136826 induzido no tempo 5. B) Cinética da
expressao da proteina recombinante ETD-like na linhagem BL21 Star™(DE3). Coluna 1: PageRuler
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Coluna 2: Linhagem BL21 Star™(DE3) com o plasmideo
pD441- NH:136826 nao induzido no tempo 0. Coluna 3: Linhagem BL21 Star™(DE3) com o plasmideo
pD441- NH:136826 induzido no tempo 1. Coluna 4: Linhagem BL21 Star™(DE3) com o plasmideo
pD441- NH:136826 induzido no tempo 2. Coluna 5: Linhagem BL21 Star™(DE3) com o plasmideo
pD441- NH:136826 induzido no tempo 3. Coluna 6: Linhagem BL21 Star™(DE3) com o plasmideo pD441-
NH:136826 induzido no tempo 4. Coluna 7: Linhagem BL21 Star™(DE3) com o plasmideo pD441-
NH:136826 induzido no tempo 5.

Apos avaliagdo da expressdo da proteina recombinante e sua cinética de inducgéo,
avaliamos a sua solubilidade. As células foram lisadas por sonicacao, sendo o precipitado e
0 sobrenadante visualizados em SDS-PAGE 12%. Nas duas linhagens, a proteina foi
principalmente encontrada na fracédo insolluvel (precipitado) dos extratos das bactérias
induzidas por IPTG (Figura 31). Diante disso, a purificacdo da ETD-like foi realizada sob

condi¢cBes desnaturantes.
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Considerando que a expressdo obtida da ETD-like aparentemente foi maior na
linhagem C43(DE3)pLysS, quando comparada a BL21 Star™(DE3), visualizado na Figura

30, a mesma foi selecionada para a expressao em larga escala.
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Figura 31: Avaliacdo da solubilidade da proteina recombinante ETD-like ap6s expresséao
nas linhagens C43(DE3)pLysS e BL21 Star™(DE3). Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%.
Coluna 1: PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Coluna 2: precipitado da
linhagem C43(DE3)pLysS com o plasmideo pD441- NH:136826 induzido no tempo 5; Coluna 3:
sobrenadante da linhagem C43(DE3)pLysS com o plasmideo pD441- NH:136826 induzido no
tempo 5; Coluna 4: precipitado da linhagem BL21 Star™(DE3) com o plasmideo pD441-
NH:136826 induzido no tempo 5; Coluna 5: sobrenadante da linhagem BL21 Star™(DE3) com o
plasmideo pD441- NH:136826 induzido no tempo 5.

Além disso, com o objetivo de avaliar in vivo a injecdo subcuténea de outra proteina,
além da ETD-like, e possiveis reacdes causadas no epitélio do neonato, uma proteina sem
relacdo casual foi selecionada e purificada simultaneamente. Concomitantemente as
inducdes da ETD-like, foram realizadas expressdes da PknG, para posterior purificacao.
Essa proteina foi testada previamente pelo grupo de pesquisa, e apresenta
aproximadamente 80kDa, também foi purificada em presenca de uréia (8M).

Para confirmar a eficiéncia da indugdo em larga escala da ETD-like e da PknG
utilizada posteriormente na purificacdo, aliquotas foram coletadas no tempo 0 e tempo 5,
para avaliacdo por SDS-PAGE 12% e 10% (Figura 32). A inducao foi satisfatéria e permitiu a

progressao para etapas de tratamento pré-purificacdo.
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Figura 32: Indugdo em larga escala da proteina ETDlike na linhagem
C43(DE3)pLysS e da proteina PknG na BL21 Star™(DE3). Eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% e 10%. A) Inducdo em larga escala da proteina ETDlike na
linhagem C43(DE3)pLysS. Coluna 1: PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific). Coluna 2: Linhagem C43(DE3)pLysS com o plasmideo pD441-
NH:136826 ndo induzido no tempo O; Coluna 3: Linhagem C43(DE3)pLysS com o
plasmideo pD441- NH:136826 induzido no tempo 5. B) Indugcdo em larga escala da
proteina proteina PknG na BL21 Star™(DE3). Coluna 1: PageRuler Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific). Coluna 2: Linhagem BL21 Star™(DE3) com o
plasmideo pD444-NH:131663 ndo induzido no tempo 0; Coluna 3: Linhagem BL21
Star™(DE3) com o plasmideo pD444-NH:131663 induzido no tempo 5.

5.2.2.2 Purificagdo da proteina ETD-like no sistema AKTAprime

Uma vez confirmada as indugbes em larga escala, as amostras foram tratadas com
as solucdes de lise e com o tampao de corrida, contendo uréia (8M), como determinado pelo
teste de solubilidade. A purificag&o foi realizada por cromatografia de afinidade em coluna de
niquel, sendo que, a eluicdo foi realizada com tampé&o fosfato em presenca de 500mM de
imidazol. A proteina ETD-like foi sintetizada com cauda de histidina, que possui afinidade
pelo niquel presente na resina, e o imidazol que constitui o tamp&o, é capaz de competir
com as proteinas ligadas ao niquel, de maneira que elas sejam deslocadas e recuperadas.
No cromatograma exibida na Figura 34, € possivel observar a etapa de eluicdo da amostra,
com seu pico correspondente, assim como as fragbes do eluato que foram coletadas e
avaliadas por SDS-PAGE 12% (Figura 34). Como a concentragdo da proteina obtida foi
aparentemente inferior a esperada, e algumas bandas inespecificas foram visualizadas, uma

segunda inducdo em larga escala foi preparada e as amostras com solugcédo de lise, e os
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antes da etapa de purificagao (Figura 35).
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Figura 33: Cromatografia de afinidade da proteina ETD-like (uréia 8M). Purificacdo da
proteina ETD-like utilizando a fracdo insollivel com solu¢des contendo uréia 8M. O eluato foi
recolhido nas fragBes correspondentes ao pico.
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Figura 34: FracGes da purificacdo ETD-like. Eletroforese em gel de poliacrilamida
12%. Coluna 1: PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific); Coluna 2
a 10: fragdes obtidas da purificacéo sob condi¢gées desnaturante (uréia 8M).

dois tratamentos com tamp&o contendo uréia 8M foram avaliados por gel de poliacrilamida,
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Figura 35: Verificagcdo das amostras tratadas antes da etapa de purificacéo.
Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. Coluna 1: PageRuler Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific); Coluna 2: Indugdo em larga escala da
linhagem C43(DE3)pLysS com o plasmideo pD441- NH:136826 tratada com
solugdo de lise, sem uréia; Coluna 3: Indu¢do em larga escala da linhagem
C43(DE3)pLysS com o plasmideo pD441- NH:136826 tratada com solugdo de
corrida, uréia 8M (1° tratamento); Coluna 4: : Inducdo em larga escala da
linhagem C43(DE3)pLysS com o plasmideo pD441- NH:136826 tratada com
solucao de corrida, uréia 8M (2° tratamento).

A proteina foi recuperada no sobrenadante, quando tratada com solucéo de lise sem
uréia. Assim, a purificacdo anteriormente realizada em presenca do agente desnaturante foi
realizada novamente sem uréia (Figura 36). A purificagdo da PknG pode ser visulizada na

Figura 37. As fracdes obtidas da purificagdo da ETD-like e PknG foram avaliadas por SDS-
PAGE 12% (Figura 38).
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Figura 36: Cromatografia de afinidade da proteina ETD-like (sem uréia). Purificacdo da
proteina ETD-like utilizando a fracé@o soltvel com solucéo de corrida e eluicdo sem uréia. O eluato
foi recolhido nas fragdes correspondentes ao pico.
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Figura 37: Cromatografia de afinidade da proteina PknG. Purificagdo da proteina PknG
utilizando a fracéo insoluvel com solugdo de corrida e eluicdo com uréia 8M. O eluato foi recolhido
nas fragfes correspondentes ao pico.
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Figura 38: Frac6es da purificacdo das proteinas ETD-like e PknG. Eletroforese
em gel de poliacrilamida 12% e 10%. A) Purificacdo da proteina ETD-like. Coluna
1: PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific); Coluna 2 a 9: fracbes
obtidas da purificacdo. B) Purificacdo da proteina PknG. Coluna 1: PageRuler
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific); Coluna 2 a 10: fragBes obtidas da
purificacéo.

O método cromatografico de afinidade utilizado para purificar a ETD-like exibiu bons
resultados. Infelizmente, apés a etapa de dialise em PBS1X, para remog¢do do agente
caotrépico, houve uma perda consideravel da proteina recombinante devido a precipitacdo
protéica. O sobrenadante das amostras foram quantificados, pelo método de Bradford,
permitindo o calculo de uma concentracao final de aproximadamente 630ug/mL da ETD-like

e 200pg/mL da PknG, onde a precipitacdo foi ainda mais intensa.

5.2.2.3 Confirmacéo da expresséo da ETD-like

Apés a etapa de purificagdo e didlise, uma eletroforese em gel de poliacrilamida

(SDS-PAGE) a 12% foi realizada, seguida por um Western blotting com anticorpo
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monoclonal anti-histidina, com o objetivo de confirmar a proteina corresponde como a ETD-
like recombinante. Conforme a Figura 39, o anticorpo reconheceu as histidinas na proteina

em andlise.

70kDa —p

25kDa —p

Figura 39: Western blotting da ETD-like
purificada

5.3 Avaliagado da atividade esfoliativa da ETD-like recombinante in vivo

Em camundongos Balb/c neonatos (24 horas), a inje¢cdo subcutdnea de 20ug da
proteina recombinante purificada apresentou uma leve formacgéo de bolha apds um periodo
de 3h (Figura 40), além da bolha inicial obtida pela prépria injecdo subcutédnea. Essa
comparagao foi realizada com o PBS e PknG injetados simultaneamente. Quando avaliado
40ug da ETD-like ndo foi observada qualquer reacéo no epitélio do animal em comparagéo

ao PBS e PknG, o que demonstra uma certa auséncia de linearidade na avaliagéo in vivo.

Figura 40: Avaliacdo in vivo da injecdo subcutanea da ETD-like purificada em
camundongos Balb/C neonatos. A) 100uL de PBS1X ap6s 3 h. B) 20 ug da PknG apo6s 3 h.
C) 20 pg da ETD-like apds 3h. A seta indica a bolha superficial formada.
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Na tentativa de excluir as possiveis interferéncias que a precipitacdo, e
consequentemente baixa concentracdo, e assumindo a possibilidade de uma proteina
inativa, foi testada uma aliquota purificada com uma metodologia (anexo |) diferente da
aplicada pelo nosso grupo. Essa ETD-like foi cordialmente cedida pelo Prof. Dr. Raghuvir
Krishnaswamy Arni do Laboratério de Biologia Molecular (UNESP/ Campus Sdo José do Rio
Preto), que em parceria com o LGCM, trabalha na cristalografia da mesma, obtida pelo
mesmo vetor pD441-NH:136826 expresso na mesma linhagem C43(DE3)pLysS. Quando
injetado subcutaneamente 80ug da possivel toxina esfoliativa D purificada, foi possivel
observar a formacdo de bolhas superficiais epidérmicas (Figura 41). Concentracbes
inferiores ndo exibiram qualquer sinal epidérmico. Os resultados preliminares in vivo ainda

parecem inconclusivos quanto a atividade esfoliativa da proteina ETD-like.

Figura 41: Neonato (24 horas) ap6s 4 horas da injegéo
subcutanea de 80 pg da ETD-like purificada. A seta
indica a bolha superficial formada.
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6. DISCUSSAO

Para um monitoramento de sucesso da mastite nos rebanhos, faz-se necessario a
identificacdo e estudo de marcadores moleculares que permitam a detec¢ao dos diferentes
guadros clinicos da doenca. Considerando a existéncia de linhagens de S. aureus mais
virulentas e que a gravidade da manifestacéo clinica pode estar associada a producao de
um Unico fator patogénico nessa linhagem, uma melhor caracterizacdo desse microrganismo
ainda é necesséria (Le Maréchal et al., 2011a). Em colaboracdo com o INRA/Franca, temos
caracterizado genes e seus produtos que estédo envolvidos nas diferentes manifestacdes da
mastite, como a ORF SA046_2740, que codifica uma possivel ETD-like, encontrada na
linhagem O46 isolada de animais com mastite subclinica. Essa proteina foi identificada
através do SERPA, uma técnica promissora na identificacdo de proteinas imunorreativas
produzidas por S. aureus em decorréncia de infec¢des clinicas e subclinicas (Le Maréchal et
al., 2011c). A andlise do genoma da S. aureus 046 revelou a presenca de uma ORF que
codifica uma proteina homoéloga a toxina esfoliativa D, que esta presente no contigl6 da
base 44.379 até a base 45.221, ainda ndo caracterizado.

A sequéncia de aminoéacidos correspondente a ETD-like foi analisada neste estudo,
sendo confirmada a presenca do peptideo sinal caracteristico de proteinas secretadas, além
de nado possuir motivos transmembranicos. Assim como as glutamil endopeptidades
estafilocécicas e as proteases V8 de S. aureus, a ETD-like foi classificada como uma serino
peptidase, pertencente a familia S1 e subfamilia S1B, segundo o banco de dados MEROPS.
As sequéncias de aminoacidos da ETA, ETB e ETD sdo homdlogas a outras serino
peptidases tripsina-like, além da presenca da triade catalitica (residuos de serina, histidina e
aspartato) (Nishifuji et al., 2008). As glutamil endopeptidases, também classificadas nessa
familia, apresentam homologia em suas sequéncias de aminoacidos (Park et al., 2011) e
segundo Nishifuji et al. (2008), as sequéncias de aminoacidos da ETA e ETB demonstram
também ser homélogas a protease V8 de S. aureus, que preferencialmente cliva ligacbes
peptidicas C-terminal de residuos de Asp e Glu.

Quando a ETD-like foi submetida ao ClustalW, a triade do sitio catalitico,
caracteristico da superfamilia de serino proteases, também foi identificada (Park et al.,
2011; Thompson et al., 1994).

Como a modelagem por homologia é uma ferramenta adequada para a predicao
tedrica da estrutura de proteinas, construimos o modelo tridimensional da ETD-like. A
determinagdo da estrutura tridimensional de uma proteina fornece informacdes que podem
ser utilizadas na determinacao de relacbes estruturais e evolutivas. No grafico de
Ramachandran, gerado pelo PROCHEK, s&o correlacionados os angulos torcionais da

cadeia principal, Phi ¢ e Psi g, para cada residuo. No modelo da ETD-like construido por
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homologia, as a-hélices N-terminal e C-terminal podem ser claramente observadas nas
Figuras 16 e 18, assim como a da triade catalitica na interface dos dois barris, comum a
essas toxinas (Ladhani, 2003). Semelhancas estruturais surgem devido aspectos fisicos e
quimicos de proteinas, determinando suas estruturas secundérias e topologia (Teichmann et
al., 2001).

Posteriormente a caracterizacao in silico da ORF O46_2740, a clonagem molecular
foi realizada utilizando o sistema de expressdo XIES (Miyoshi et al., 2004), para expressao
em L. lactis e enderecamento de proteinas heterdlogas para o meio extracelular. Através
deste enderecamento, um rendimento até cinco vezes mais elevado foi observado em
estudos anteriores no sistema secretado, quando comparado a producdo heteréloga
citoplasmaética (Le Loir et al., 2005). Além disso, a expressao em L. lactis corresponde uma
alternativa menos dispendiosa e mais segura para o uso humano e animal, uma vez que
nao produz lipopolissacarideos (LPS) como ocorre em E. coli (Le Loir et al., 2005). Essas
vantagens contribuiram para a selecdo desse sistema de expressdo no presente trabalho,
mas nao foi possivel confirmar a expressdo da proteina ETD-like. Segundo Terpe et al.
(2006), a escolha da célula hospedeira e do sistema promotor para uma eficiente expressao
da proteina heteréloga é complexo, e depende, muitas vezes da proteina alvo.

A era gendmica oferece novas informacdes sobre possiveis bactérias hospedeiras,
sendo que, a presenca de endotoxinas e cédons raramente utilizados constituem bons
motivos para a mudanca de hospedeiro (Terpe, 2006). De modo geral, todas as bactérias
podem ser utilizadas para producdo heterdloga de proteinas, mas informacdes sobre sua
regulagédo, assim como auséncia de vetores comerciais e sistemas promotores sdo as
razdes que limitam sua utilizacéo (Terpe, 2006). Atualmente, os trabalhos de pesquisa estédo
concentrados em fatores de L. lactis, que podem afetar a producdo e a secrecdo de
proteinas heter6logas (Le Loir et al., 2005). Mesmo com a utilizagdo do vetor com sinal de
exportagdo para o meio extracelular, as extragdes de proteinas dos clones de L. lactis foram
realizadas tanto do precipitado como do sobrenadante. Isso foi realizado para excluir a
possibilidade de deteccdo da proteina no precipitado, uma vez que a mesma pode
permanecer retida no interior da célula. Como uma alternativa a auséncia de expressao em
L. lactis, outras células hospedeiras também foram avaliadas (estratégia Il).

Na segunda estratégia adotada para a expressao heteréloga da ETD-like, E. coli foi o
organismo selecionado, sendo amplamente utilizado como sistema de expressdo de
proteinas recombinantes. Uma importante vantagem de sua utilizacdo deve-se a quantidade
de informacdes disponiveis sobre sua biologia celular, além da capacidade de produzir
grande quantidade de proteina com baixo custo (Panda, 2003). Como um codon raro pode
restringir ou especificar uma expressdo apropriada (Saier, 1995), a ORF 046 2740 foi

otimizada com cédons preferenciais para expressao nesse sistema.
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No vetor selecionado (pD441-NH), a proteina recombinante obtida estava fusionada
a 6 residuos de histidina na sua porcdo N-teminal, facilitando etapas posteriores de
purificacdo por afinidade. Além disso, para a producdo em E. coli de proteinas
recombinantes em larga escala, na maioria das vezes utiliza-se um promotor forte, sendo o
IPTG, um analogo ndo metabolizavel da lactose, seu indutor mais comum (Panda, 2003;
Sorensen e Mortensen, 2005b; Terpe, 2006), como selecionado para o vetor em questdo. O
promotor T5 foi descrito como eficaz para a expressdo em E. coli de genes exdgenos em
altos niveis (Guo e Jia, 2014). Além disso, a transcricdo basal na auséncia do indutor é
minimizada pela presenca de um repressor apropriado (Sorensen e Mortensen, 2005b). O
vetor pD441-NH possui como marcador de resisténcia o antibiético canamicina, sendo que
os marcadores mais comuns em plasmideos de expressdo recombinante conferem
resisténcia também a ampicilina, cloranfenicol ou tetraciclina (Sorensen e Mortensen,
2005Db).

Atualmente, as linhagens de expressdo sdo desenvolvidas para superar a
sobrecarga metabdlica relacionada a expressdo protéica elevada (Sorensen e Mortensen,
2005). A expressao da proteina recombinante foi avaliada em cinco linhagens de E. coli
OverExpress™ C41(DE3) pLysS, OverExpress™ C41 (DE3), OverExpress™ C43(DE3),
OverExpress™ C43(DE3)pLysS e BL21 Star™(DE3). As linhagens C41 (DE3) e C43(DE3)
sdo mutantes que foram descritas como capazes de super expressar algumas proteinas
globulares e de membrana, que ndo poderiam se produzidas em altos niveis pela linhagem
parental BL21 (DE3) (Miroux e Walker, 1996; Sorensen e Mortensen, 2005a). Essas duas
linhagens, derivadas da BL21 (DE), tém contribuido significativamente para expressao
soluvel de dificeis proteinas recombinantes (Sorensen e Mortensen, 2005b). Além disso,
algumas linhagens possuem o plasmideo pLysS, que codifica uma lisozima que permite um
controle mais rigoroso da expressdao em nivel basal (Miroux e Walker, 1996). A linhagem
BL21 Star™(DE3) é portadora do gene rne mutado, que codifica uma enzima RNase E
truncada, ndo possuindo a capacidade de degradar o RNAmM, o que consequentemente
eleva sua estabilidade (Cao et al., 2013). Durante a avaliagdo da expressao das proteinas
recombinantes, somente as linhagens C43(DE3)pLysS e BL21 Star™(DE3) apresentaram
uma banda com aproximadamente 30kDa, correspondente a ETD-like. Os agregados,
denominados corpos de inclusdo, sdo um obstéculo principal para a producao de proteinas
recombinantes de maneira soltvel e funcional. Segundo Panda (2003), muitos parametros
influenciam o rendimento global de uma producdo recombinante em larga escala em E. coli,
como por exemplo, estabilidade do plasmideo, concentracao do indutor, tempo de inducéo,
cinética e 0s processos posteriores que envolvem a recuperacao da proteina. Essa
agregacdo deve-se, por exemplo, a disponibilidade limitada de chaperonas, quando a

expressao de proteina heteréloga é elevada (Carri6 e Villaverde, 2002). De modo geral, os
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procedimentos realizados ap6s a formacdo de corpos de inclusdo envolvem o re-
enovelamento da proteina ou modificacfes nos procedimentos referentes a expresséo, de
forma a obtencdo de uma proteina soluvel (Sorensen e Mortensen, 2005a). Dentre os
métodos utilizados para a solubilizacdo dos corpos de inclusdo, os mais requeridos incluem
a utilizacdo de agentes desnaturantes, como cloreto de guanidina e uréia (Clark, 2001).
Nesse trabalho, o tratamento das amostras e a purificacdo através da cromatografia foram
realizados com uréia 8M.

Concomitantemente as inducfes da ETD-like, foram realizadas expressdes da PknG,
para posterior purificacdo. Essa proteina foi selecionada aleatoriamente para a utilizacdo
como controle nos ensaios in vivo. A linhagem que apresentou melhor expressao foi a BL21
Star™(DE3) e o seu teste de solubilidade ja havia sido previamente avaliado pelo nosso
grupo de pesquisa. A PknG, é uma cinase presente no citoplasma de, por exemplo,
Corinebacterium glutamicum e Mycobacterium tuberculosis e parece estar envolvida na
modulac¢éo do metabolismo de glutamato (Koul et al., 2001; Okai et al., 2014).

As proteinas recombinantes produzidas demonstraram a formacgdo de alguns
precipitados apés purificacdo e dialise, 0 que pode ter interferido na atividade nativa.
Alteracdes envolvendo condi¢cdes de crescimento e indugéo, sdo aspectos que podem ser
testados futuramente para a otimizacdo da producdo da ETD-like de forma soltvel. Uma
outra alternativa para a obtencdo da proteina sollvel seria a sua co-expressao com
chaperonas, de forma a facilitar o enovelamento e elevar a producdo de proteinas ativas
(Nishihara et al., 2000), assim como avaliar uma dialise com gradiente de uréia, de forma a
retirar o agente desnaturante lentamente.

Mesmo que em baixa concentragdo, o sobrenadante foi dosado e utilizado nos
ensaios in vivo. Segundo Amagai et al. (2002), a formacéo de bolhas comeca apos 2-3h da
aplicacdo, sendo que, nossos resultados foram inconclusivos quanto a atividade esfoliativa
da proteina. Estudos anteriores para avaliar a atividade epidermiolitica de ETs em
camundongos neonatos demonstraram uma reacdo epidérmica intensa de esfoliacdo com
uma concentracao de 20ug da proteina recombinante (Amagai et al., 2002; Yamaguchi et al.,
2002). Quando essa reacéo local foi comparada com animais testados com a recombinante
ETD-like desse trabalho, a reacdo bolhosa foi discreta e ndo houve esfoliacdo. Dsgl é o
alvo da ETA e ETB em casos clinicos de SSSS e impetigo bolhoso, resultando na formagéo
de bolhas logo abaixo do estrato corneo, a principal barreira da pele, e permitindo a
disseminacao de bactérias que contornam essa barreira (Amagai et al., 2002).

Por outro lado, em um estudo realizado com as toxinas produzidas por
Staphylococcus hyicus (ShETs), semelhantes as toxinas esfoliativas de S. aureus, foi
descrito o envolvimento destas na epidermite exsudativa em suinos (Ladhani, 2003). Os

mecanismos moleculares das ShETs envolvidos na epidermite exsudativa suina e das ETs
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nas doencas humanas como impetigo bolhoso e SSSS parecem ser semelhantes, com
clivagem especifica da Dsgl por exotoxinas estafilocécicas (Nishifuji et al., 2008).

Por outro lado, a auséncia de linearidade na resposta epidérmica da ETD-like
recombinante in vivo pode estar relacionada ao modelo animal utilizado, de dificil
manipulacao.

Quanto a formacdo de bolhas, estudos anteriores de atividade das toxinas
reportaram que a ETD também induziu clivagem intraepidérmica, indistinguivel da
observada em ETA e ETB (Yamaguchi et al., 2002). Embora a Dsgl também possa ser
expressa na epiderme profunda e membrana de mucosas, as bolhas ndo ocorrem nessas
regibes devido a presenca da Dsg3, que € coexpressa e pode compensar a perda de funcao
da Dsgl (Amagai et al., 2002). Alem disso, quando avaliada no contexto da mastite de
origem estafilococica, a presenca de uma proteina com propriedades esfoliativas que facilita
a invasao percutanea de bactérias no hospedeiro ha camada mais superficial da epiderme,
pode estar envolvida nos mecanismos que elevam a contagem de células somaticas
observadas na infeccdo. Estudos futuros ainda serdo necesséarios para determinar os
mecanismos exatos de a¢do da ETD-like de S. aureus linhagem O46 na mastite ovina.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho permitiram chegar as seguintes conclusoes:

Estudos in silico permitiram revelar que a possivel proteina ETD-like,
apresentou alta identidade com a proteina ETD, revelando a presenca da triade
catalitica e conformacao similar a outras toxinas esfoliativas;

As linhagens recombinantes de L. lactis NCDO2118 (pXyIT:SEC:ETD-like) ndo
foram capazes de produzir a possivel ETD-like;

A possivel ETD-like foi expressa nas linhagens C43(DE3)pLysS e BL21
Star™(DE3) e purificada por cromatografia de afinidade;

A possivel ETD-like induziu a formacdo de bolhas superficiais nos testes

preliminares realizados in vivo;

8. PERSPECTIVAS

Otimizacdo da etapa de purificacdo da proteina recombinante, de modo a
obté-la na forma soltuvel e funcional;

Nova avaliacédo in vivo;

Histologia e imunofluorescéncia na pele do animal com a formacé&o de bolhas
e deslocamente epidérmico;

Avaliagdo da clivagem da Dsg1l pela ETD-like in vitro.
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Preparo de meios e solucdes

Luria-Bertani (LB): 25g/L de meio LB (Difco) em agua destilada. Para preparo de meio
sélido, 1,5% de agar bacteriologico (Difco). O meio foi esterilizado por autoclavagéo (121°C
por 15 minutos).

M17 Sacarose Glicose (M17-Sac-Gli): 42g/L de M17 (Fluka Analytcal® Sigma) em agua
destilada, sacarose 0,5 M e glicose 0,5%. O meio M17 e a solucdo de sacarose foram
esterilizados separadamente por autoclavacéo. A glicose 50% foi esterilizada com o auxilio

de um filtro de 0,22 ym (Corning). Em capela de fluxo laminar, o meio M17, a solucéo de

sacarose e b5mL de glicose 50% foram homogeneizados.

M17 Glicose (M17-Gli): Meio M17 acrescido de Glicose 0,5% estéril.

BHI (Brain Heart Infusion): 37g/L de meio BHI (Himedia®) em &gua destilada. O meio foi

esterilizado por autoclavagéo.

Xilose (p/v): Xilose 25% dissolvida em agua. A solucéo foi entéo filtrada em fluxo laminar

com filtro de 0,22 um (Corning), aliquotada e acondicionada a 4°C.
Cloranfenicol: Preparada uma solugdo a 10mg/mL de cloranfenicol dissolvidos em etanol
absoluto PA e esterilizada, com o auxilio de um filtro de 0,22 uym, em capela de fluxo

laminar.

Ampicilina: Preparada uma solucdo a 100mg/mL de ampicilina em agua ultrapura e

esterilizada, com auxilio de um filtro de 0,22um, em capela de fluxo laminar.

Canamicina: Preparada uma solucao a 50mg/mL de canamicina dissolvidos agua ultrapura

e esterilizada, com auxilio de um filtro de 0,22um, em capela de fluxo laminar.

Brometo de Etidio: Preparada uma solucdo a 5mg/ml, sendo a concentracdo utilizada de

0,1-0,5ug/mL. Conservado ao abrigo da luz.

Etanol: Preparada uma solucao a 70% em 4gua destilada. Armazenado a 4°C.

Glicerol: Glicerol a 80% em agua destilada. Esterilizado em autoclave.
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Tampao de Amostra (5X): Glicerol a 50%, azul de bromofenol a 0,20% e TBE a 2,5X.
Estocar a 4°C.

Tampao de Amostra SDS-PAGE: 0,0625M de Tris-HCI (pH 6.8), SDS 2%, glicerol 10%,
azul de bromofenol 0.0005%, B-mercaptoetanol 2,5%.

Tampao Tris-glicina: 25mM de Tris, 250mM glicina e 0,1% SDS.

TBE 0,5X: 45 mM tris, 45 mM &cido bdrico, 1ImM EDTA. Homogeneizado e verificado o pH
(entre 8,0 e 8,5).

TCA (p/v): Preparada uma solugdo 100% de TCA dissolvidos em agua pura, com o auxilio

do vortex. A solucao foi estocada a 4°C.

DTT: Preparada em solugdo estoque de DTT (1M) e acetato de sédio (0,01M) para um

volume final de 10mL. A solugé&o foi armazenada -20°C.

DTT-LB 2X: Para a preparacédo do tampéo da amostra, 1mL da solucdo de DTT (1M) foi
homogeneizado com o tampao (100mM tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glicerol; 0,2% azul
de bromofenol).

TE: Tris-HCI 10 mM e EDTA 1 mM (pH 8).

TES-lisozima: 500uL de TE 10X, 100mg de lisozima e agua destilada g.s.p 10 mL.

PMSF: Preparada uma solucdo estoque a 100mM em isopropanol.

Fosfato 8X: Na,HPO, 80mM, NaH,PO, 80mM e NaCl 800mM dissolvidos em agua destilada
g.s.p 500mL.

Imidazol 1M: Preparada uma solug&o a 1M de imidazol em 4gua destilada.

PBS 1X: Na,HPO, 100 mM, KH,PO, 17 mM, NaCl 1,4 mM, KCI 27 mM.

Solucéo de lise (tratamento): Fosfato 1X e imidazol 10mM.

Solucdo de corrida (purificacado): Fosfato 1X, uréia 8M e imidazol 40mM.
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Solucéo de eluicdo (purificacdo): Fosfato 1X, uréia 8M, imidazol 500mM.

Solucédo corante SDS-PAGE: Metanol 50%, acido acético 10%, e Comassie Brilliant Blue
G-250 0.25%.

Solucdo descorante SDS-PAGE: Metanol 30%, acido acético 10% e H,0.
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ANEXO I

Protocolo de purificagédo da ETD-like (UNESP)

91



Protocolo de purificacdo da ETD-like (UNESP/ Campus S&o José do Rio Preto)

Inicialmente, um pré-indculo foi realizado com 1 coldnia crescida em placa em 5ml de
LB suplementado com canamicina, conforme descrito no item 4.3. No dia seguinte, 5mL do
pré-indculo foi transferido para 1L de meio liquido LB, suplementado com canamicina
(50ug.mL™) e mantido sob agitacéo até atingir a densidade 6tica de ODggonm €ntre 0,5 e 0,65
(espectrofotdmetro - Spectronic Genesys). A inducéo foi realizada com 0,2 mM de IPTG a
25°C, por 10h. Aliquotas foram coletadas para andlise por SDS-PAGE 12%, conforme
descrito no item 4.3.

A purificagdo foi realizada em coluna de afinidade utilizando resina de niquel
(ProBond), conforme instrugbes do fabricante (Invitrogen). O meio foi centrifugado por
30min, 9.000rpm a 4°C, sendo o precipitado ressuspenso e estocado por 1h em 20mL de
tampéo de lise (50 mM tampdo HEPES, 200 mM NaCl, 1 mM PMSF, pH 8) contendo
0,5mg/mL de lisozima. Em seguida, a solu¢éo foi sonicada com pulsos de 15s a 300 W para
lise celular, e centrifugada por 30min a 17.000rpm a 10°C. A sobrenadante foi recuperado
para a purificac@o da proteina de interesse.

Primeiramente, a resina (Ni-NTA) foi equilibrada com o mesmo tampé&o de lise, sendo
gue em seguida, o sobrenadante do lisado celular foi transferido para a coluna de
purificacdo (coluna de gravidade, Bio-Rad) para que as proteinas (His-tag) fossem
adsorvidas. Apos a adsorgdo, a resina foi lavada utilizando tampé&o de lavagem (20mM
NaH,PO,, 500mM NaCl, 30 mM imidazol, 2% glicerol e 1ImM PMFS, pH 7.4) para remover
contaminantes adsorvidos inespecificamente na resina de niquel. As proteinas foram entéo
eluidas utilizando tampao de eluigédo (20 mM tris, 300 mM NacCl, 300 mM imidazol , pH 7.4).

Utilizando sistema AKTA purifier foi realizada uma nova purificacdo por troca ibnica,
utilizando coluna mono-S, e em seguida, uma purificacdo de gel filtracdo, sendo a
separacao por massa molecular. As proteinas foram concentradas utilizando concentradores
millipore e analisadas em SDS-PAGE 12%, conforme descrito no item 4.3.
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