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Resumo

Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria Gram-positiva, parasita intracelular
facultativa, causadora da linfadenite caseosa (LC), uma doenca infecto-contagiosa crénica que
acomete pequenos ruminantes e acarreta sérias perdas econbmicas para as atividades de
ovinocaprinocultura. A ampla ocorréncia e importancia econémica da enfermidade estimulam
estudos sobre as bases moleculares da viruléncia deste patdgeno, cujas informacgbes ainda sao
escassas. Dentre os fatores moleculares associados a viruléncia de bactérias patogénicas, tém-se
destacado os internalizadores de peptidos (Opp), que sdo complexos protéicos multi-subunitérios,
pertencentes a familia dos ABC transportadores. Esses internalizadores ficam localizados na
membrana plasméatica e tem como principal funcdo a captacéo de peptideos do meio extracelular
para que sirvam como fonte de carbono e nitrogénio. Além do papel nutricional os peptideos
podem ser utilizados, por bactérias Gram-positivas, como moléculas sinalizadoras em um
processo de comunicacao intercelular, o qual permite as bactérias coordenarem a expressao de
determinados genes em uma escala populacional. O controle de diversos processos celulares ja
foi relacionado ao mecanismo de comunicacdo via peptideos sinalizadores dentre o0s quais
incluem: esporulacdo, conjugacdo e viruléncia. Com o0 objetivo de se estudar o papel do
transportador de peptideos (Opp) na bactéria C. pseudotuberculosis foi construida uma linhagem
mutante para o transportador Opp utilizando um plasmideo suicida. Essa linhagem foi crescida na
presenca do peptideo toxico glutationa (GSH) nas concentragdes de 5mM e 10 mM, como forma
de se obter uma confirmacédo fenotipica da perda da capacidade da linhagem mutante em
internalizar peptideos. Porém, a linhagem mutante se mostrou sensivel aos efeitos toxicos do
GSH, demonstrando que esse peptideo pode estar sendo internalizado pela bactéria por uma via
diferente do Opp ou que nao exista a necessidade dele ser internalizado para ser toxico a
bactéria. Posteriormente, através de uma analise protedmica comparativa entre as proteinas
extracelulares das linhagens selvagem e AoppD mutante, utilizando 2-DE, foi gerado mapas
protéicos que demonstraram a presenca de 11 spots exclusivos na linhagem selvagem e 17 spots
exclusivos na linhagem mutante. Esse resultado indica que o transportador Opp pode estar
relacionado a algum processo de controle da expressao génica em C. pseudotuberculosis. Por
fim, para verificar se o transportador de peptideos de C. pseudotuberculosis possui alguma
relacdo com a viruléncia e patogenicidade dessa bactéria foram realizados ensaios in-vitro, de
adesdo e colonizacdo de macrofagos, e in vivo, de infeccdo de camundongos BALB/c. Os
resultados desses ensaios demonstraram que apesar da linhagem mutante possuir uma
capacidade reduzida de aderir e infectar macréfagos em cultura durante a primeira hora de
experimentacdo, ambas as linhagens apresentaram o mesmo potencial de causar morte, leséo, e
de colonizar o bago de camundongos infectados. Através desse estudo podemos concluir que
provavelmente a mutacdo do gene oppD nao afetou a viruléncia da linhagem mutante. E que sera
necessario realizar o sequenciamento dos spots protéicos exclusivos de cada linhagem para que
possamos inferir em quais processos celulares essas proteinas estéo relacionadas.
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Abstract

Corynebacterium pseudotuberculosis is a Gram-positive, facultative intracellular parasite,
which causes caseous lymphadenitis (CL), a chronic infectious disease in small ruminants,
generating great economic losses for sheep and goat producers. Its worldwide occurrence,
economic gravity and scarce information stimulate studies on the molecular basis of C.
pseudotuberculosis virulence mechanisms. Among molecular factors associated to virulence
of many pathogenic bacteria, the oligopeptide importers (Opp), which are multi sub-unitary
protein complexes belonging to the ABC transporters family, can be highlighted. These Opp
are located in the membrane and their main function is to capture peptides from the
extracellular environment to serve as carbon and nitrogen source. In addition to their
nutritional role, these peptides may also be used by Gram-positive bacteria as signaling
molecules in a process of intercellular communication, which allows bacteria to coordinate
the expression of certain genes in a population scale. The control of several cellular
processes has been linked to the signal peptides communication system, which include:
sporulation, conjugation, and virulence. In order to study the role of the peptide transporter
(Opp) in the C. pseudotuberculosis bacterium, a mutant strain for the Opp transporter was
constructed using a suicide plasmid. This strain was grown in the presence of the toxic
peptide glutathione (GSH) with concentrations of 5mM and 10 mM in order to confirm the
lack of ability of the mutant strain to internalize peptides. However, the mutant strain was
sensitive to the toxic effects of GSH, showing that this peptide could be internalized by the
bacteria through a different mechanism than Opp transport system or that it may not need to
be internalized to be toxic to bacteria. In addition, a comparative proteomic analysis between
the extracellular proteins from wild and mutant strains using 2-DE, made it possible to
generate protein maps showing the presence of 11 unique spots for the wild strain and 17
unigue spots for the mutant strain. This result indicates that the transporter Opp may be
related to some regulation process of gene expression in C. pseudotuberculosis. Finally, to
verify if the peptide transporter of C. pseudotuberculosis has any relation to its virulence and
pathogenicity, in vitro tests, adhesion and colonization of macrophages in vivo and infection
assays of BALB/c mouse were carried out. The results of these tests showed that although
the mutant strain has a reduced capacity to adhere and infect macrophages in culture during
the first hour of experimentation, both strains showed the same potential to cause death,
injury, and to colonize the spleens of infected mice. As such, we can conclude for this study
that the oppD gene mutation did probably not affect the virulence of the mutant strain of C.
pseudotuberculosis and that the individual protein spots of each strain should be sequenced

to infer to which cellular processes these proteins are related
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I. INTRODUCAO

|.1 Linfadenite caseosa

I.1.1 Adoenca

A linfadenite caseosa (LC) foi descrita pela primeira vez na Australia em 1934 por
Churchward e caracteriza-se como uma doencga infecto-contagiosa cronica que acomete
pequenos ruminantes (Collett et al., 1994). Essa enfermidade é causada pela bactéria
Corynebacterium pseudotuberculosis e gera severas perdas econbmicas aos
ovinocaprinocultores em todo o mundo (Dorella et al., 2006a). A LC pode manifestar-se sob
duas formas clinicas distintas: LC externa ou superficial e LC interna ou visceral, sendo que
ambas podem ocorrer simultaneamente no mesmo animal. A forma externa é caracterizada
pela formacdo de abscessos em ndédulos linfaticos superficiais, principalmente parotidicos,
submandibulares, popliteos, pré-crurais, supramamarios, pré-escapulares e em tecidos
subcutaneos, sendo essa a forma clinica mais preponderante. Na LC visceral os abscessos
se desenvolvem em nédulos linfaticos mediastinicos e bronquiais e em 6rgaos internos
como pulmdes, rins, figado e baco (Merchant e Packer, 1967; Piontkowski e Shivvers, 1998;
Scott, 2007). As infec¢cbes também podem ser assintomaticas, o que dificulta as analises
epidemioldgicas sobre a prevaléncia da doenca (Buxton e Fraser, 1977; Paton et al.,1994;
Arsenault et al., 2003).

I.1.2 Impactos econémicos

O rebanho mundial de caprinos e ovinos contabilizado, em 2006, pela Organizacdo
das Nacdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO), foi de mais de 1,8 bilhGes de
cabecas. Desse total, 26,5 milhdes estdo presentes no Brasil fazendo com que o pais ocupe
0 8° lugar no ranking mundial. O rebanho brasileiro é constituido de 57% de ovinos e 43%
de caprinos, sendo que a maior parte dos animais esta concentrada nos estados da Regido
Nordeste. (IBGE, 2006).

O mercado mundial de corte para a ovinocaprinocultura vem apresentando
crescimento continuo ao longo dos ultimos quarenta anos. Além de ser fonte de subsisténcia
para muitas pessoas no mundo, o abate de caprinos e de ovinos vem conquistando grandes
mercados consumidores, principalmente nos paises populosos da Asia (Zanella, 2007),
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como China, india, Ird e Paquistdo, que concentram juntos 40% da popula¢édo mundial. Em
2005, o comércio internacional de carne de caprinos e ovinos somaram a cifra de US$ 4,12
bilhdes, sendo Austrdlia e Frangca os maiores exportadores de carne caprina e Nova
Zelandia e Australia de carne ovina.

No Brasil, as estatisticas oficiais subestimam muito o verdadeiro tamanho da oferta e
demanda pela carne de caprinos e ovinos, uma vez que grande parte dos rebanhos do pais
sdo abatidos e eviscerados pelos préprios criadores ou por marchantes avulsos (Campos,
1999). Estima-se que a ovinocaprinocultura brasileira produziu, em 2006, cerca de 120 mil
toneladas de carne. Desse total, 65% referem-se a carne ovina (78 mil toneladas) e os 35%

restantes (41 mil toneladas) a caprina.

Para se ter uma idéia do cenério atual e do potencial que a carne de cordeiro ainda
pode atingir no Brasil, 0 consumo per capita/ano desse nicho é de 700g, niumero muito
baixo, principalmente em comparagdo aos paises onde mais se consome esse tipo de
carne, como a Nova Zelandia, que tem uma média anual de 32kg por pessoa. Vale destacar
que o Brasil ainda importa 10% da carne ovina e caprina que precisa para suprir sua
demanda. E que para a populacdo rural do semi-arido, os caprinos constituem a principal
fonte de alimentacdo e de renda. (Disponivel em:
estadao.com.br/arquivo/economia/2006/not20060704p1387.htm)

Nesse contexto, por se tratar de uma doenca debilitante, a LC acarreta perda de
peso, reducdo da lactacdo, diminuicdo da eficiéncia reprodutiva dos animais infectados e
perda do valor comercial das peles. Assim, 0s prejuizos gerados por esta enfermidade séo
de consideravel extensdo, pois além de afetar uma cultura de subsisténcia basica para o
pequeno produtor nordestino, traz grandes prejuizos para as industrias de derivados da
ovinocaprinocultura (Aiello et al., 1998; Williamson, 2001; Songer, 2005; Dorella et al.,
2009a).

[.1.3 Epidemiologia

A LC apresenta ocorréncia mundial e é altamente prevalente em paises onde a
ovinocaprinocultura é intensa, tais como Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul, Estados
Unidos, Canada, Inglaterra, Franca, Italia, Argentina, Chile, Uruguai e Brasil (Arsenault et al.,
2003; Williamson, 2001; Dorella et al., 2006a). No Brasil, estima-se que a maioria dos
rebanhos esteja infectada e que a prevaléncia clinica possa atingir 30% dos animais. Os

estados da Regido Nordeste sdo os mais afetados em razdo de possuirem a maior
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concentracdo de rebanhos caprinos do pais (Ribeiro et al., 2001). Minas Gerais (Regido
Sudeste), apesar de possuir um rebanho reduzido, vém apresentando crescimento nas
atividades de ovino e caprinocultura. A LC tem sido observada com alta frequiéncia no
estado, principalmente nos rebanhos da regido norte de Minas, onde 84,3% dos produtores
relataram ter problemas decorrentes da patologia (Faria et al., 2004). Um estudo
epidemioldgico, realizado por nosso grupo de pesquisa em 205 propriedades do estado de
Minas Gerais, indicou que a soroprevaléncia da LC no estado é de aproximadamente 75,8%

entre ovinos (Guimaraes, 2009) e 78,9% entre caprinos (Seyffert et al., 2010).

A prevaléncia da doenca apresenta variacbes quando se analisa o fator hospedeiro,
sendo maior em ovinos do que em caprinos. Contudo, nas duas espécies, a patologia é
mais observada em animais adultos, o que reflete uma maior exposi¢éo aos fatores de risco
(Al-Rawashdeh et al., 2000; Radostits et al., 2002).

[.1.4 Transmissao

Geralmente, a LC é introduzida em rebanhos sadios por animais adquiridos de
rebanhos em que ha histérico de infec¢do por C. pseudotuberculosis. E uma vez presente
no rebanho, a bactéria pode espalhar-se rapidamente entre os animais (Castro, 2009). A
disseminacdo da doenca se da pelo contato direto com secregbes provenientes do
rompimento dos linfonodos superficiais, por aerossodis, que sao gotas eliminadas na tosse e
espirro de animais com abscessos pulmonares, ou através da presenca de bactérias vivas
no ambiente (Radostits et al.,, 2002). O patégeno possui uma grande capacidade de
sobrevivéncia fora do organismo hospedeiro, sendo oito meses no solo, quatro meses em
galpbes de tosquia e dois meses em feno e materiais contaminados. Este fator influencia
bastante a disseminacédo da doenca em criagdes que ja possuem algum histérico (Radostits
et al., 2002).

Numerosas vias de inoculagdo, como intradérmica, subcutanea, intravenosa,
intratraqueal, intravaginal e intralinfatica, foram capazes de induzir infecc6es experimentais
por C. pseudotuberculosis em ovelhas (Nagry, 1976; Burrell, 1978; Pepin et al.,1994;
Fontaine et al., 2006). Entretando, acredita-se que em infec¢des naturais, as principais rotas
de transmissdo sejam a ingestdo de agua e alimentos contaminados ou por ferimentos
superficiais na pele, os quais podem ser causados tanto por procedimentos de manejo,
(tosquia, castracdo, tratamento do corddo umbilical e agulhas contaminadas) quanto por

fatores naturais (arbustos pontiagudos e espinhos) (Alves & Pinheiro, 1997).
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I.1.5 Patogenia e imunologia

Apébs a penetracdo no hospedeiro, C. pseudotuberculosis é carreada ao linfonodo
drenante local no interior de células fagociticas. Esse processo decorre da habilidade dessa
bactéria de existir como um parasita intracelular facultativo. A incapacidade de eliminacao
do patégeno pelos fagécitos é atribuida a presenca da camada lipidica bacteriana e a
resisténcia da bactéria ao Oxido nitrico produzido pelos macrofagos (Bogdan et al., 1997,
Songer, 2005). Uma vez no interior dos linfonodos, iniciam-se ciclos de infeccao, replicacdo
e lise das células fagociticas, culminando com formacdo de lesdes necréticas e a
colonizacdo dos linfonodos (Jones et al., 2000). Algumas vezes ocorre disseminacdo da
bactéria pelo sangue ou pelo sistema linfatico, levando a les6es similares em outros 6rgaos.
Essa disseminacdo envolve a acdo de outro determinante de viruléncia, a exotoxina

fosfolipase D (Aiello et al., 1998, Songer, 2005).

Na tentativa de conter e eliminar o microrganismo ocorre a formagéo de granulomas,
0s quais se iniciam com o aparecimento de células epitelidides que, posteriormente, sdo
substituidas por necrose caseosa que € a caracteristica predominante da doenca. A massa
caseosa vai sendo circundada por células epiteliais, linfécitos e por uma camada de tecido
conjuntivo fibroso. A medida que a les&o progride, estas camadas celulares e fibréticas vao
sofrendo necrose. Esse processo € crénico e se repete sucessivamente sobre a camada
fibrosa, resultando no aspecto macroscoépico desta patologia, o qual é caracterizado por

uma massa esférica laminada, semelhante as camadas de uma cebola (Jones et al., 2000).

As lesdes da LC se desenvolvem vagarosamente, resultando em uma doenca
cronica que perdura muitas vezes por toda a vida do animal. Bactérias viaveis podem ser
recuperadas de abscessos até varios anos depois da infeccédo inicial. Pode também ocorrer
reativacdo da doenca, com o desenvolvimento de lesdes em novos sitios apdés um periodo
consideravel de cura aparente (Pepin et al., 1994; Baird & Fontaine, 2007; McKean et al.,
2007a).

A formacéo de granulomas é um processo dependente da imunidade adaptiva que,
nesse caso, € complexa e envolve tanto uma resposta imune humoral como celular,
mediada por linfécitos T (Paule, 2003; El-Enbaawy et al., 2005). Pépin e cols. (1994)
observaram que ha mais linfécitos T CD8 em granulomas no sitio de inoculacdo em
comparagdo com aqueles presentes em linfonodos drenantes. Esta subpopulagdo de
linfocitos esta relacionada com a atividade efetora e citotoxica, podendo atuar como um
mecanismo de protecdo antibacteriana para conter a disseminagdo de macrofagos

infectados.
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Diversas citocinas sdo expressas durante a infeccdo experimental, entre as quais se
destacam a producéo de IL-2 e IL-4 em linfonodos drenantes e de TNF-a e IFN-y no sitio de
inoculacdo. Estas citocinas desempenham um papel importante no desenvolvimento da
resposta imune celular, sendo que o IFN-y possui grande importancia na ativacdo de
macréfagos (Pépin et al.,, 1997). De acordo com Jolly (1965), a resolu¢do da infeccdo
causada por C. pseudotuberculosis esta relacionada com a presengca de macrofagos

ativados dentro da lesao.

O papel da resposta imune humoral na protecdo contra C. pseudotuberculosis foi
demonstrado em ensaios de imuniza¢do passiva, nos quais a administracdo de soros
antitoxina e antibactéria protegeram camundongos desafiados com a bactéria (Paule, 2003).
Contudo, Irwin e Knight (1975) relataram que a protecdo contra C. pseudotuberculosis é
dependente de linfocitos T e est4d associada com a diminuicdo da resposta humoral,

ressaltando-se a importancia da imunidade mediada por células.

I.1.6 Tratamento

O tratamento da doenca pode ser realizado através do uso de antibidticos e pela
drenagem e extirpagdo dos linfonodos superficiais acometidos. Contudo, essas ndo sao
consideradas estratégias eficientes. A primeira possui um custo elevado, e apesar da
bactéria ser sensivel a varios tipos de antibidticos in vitro, esses ndo sao capazes de
penetrar na capsula dos abscessos, 0 que torna a terapia ineficaz (Aiello et al., 1998; Olson
et al., 2002). Na segunda ndo é possivel eliminar todas as bactérias presentes nos
linfonodos superficiais e quando esses estdo localizados em 0Orgdos internos torna-se
impossivel a aplicacdo do método (Alves e Pinheiro, 1997). Além da ineficiéncia no
tratamento dos animais doentes, 0 processo de estirpacdo e drenagem dos linfonodos
superficiais pode acarretar na contaminacdo do ambiente com o patégeno, pois a
guantidade de bactérias liberada por um Unico abscesso é capaz de contaminar todo o
rebanho. Com isso, a melhor estratégia para combater a doenga é a profilaxia (Piontkowski
e Shivvers, 1998).
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[.1.7 Profilaxia

Como nao existe um tratamento efetivo contra a LC, faz-se necessario o uso de
medidas profilaticas como forma de conter essa doenca. Procedimentos de manejo como
esterilizacdo de instrumentos de uso comunitario; boa higienizacdo das instalacdes
(galpbes, troncos de tosquia e baias de contencdo); inspecdo periddica de todos os animais
do rebanho; manipulacdo dos animais sempre iniciada pelos mais jovens e o tratamento de
feridas na pele com o uso de agentes bactericidas sdo medidas que podem reduzir bastante
a incidéncia e a disseminacdo da doenga nos rebanhos de caprinos e ovinos (Williamson,
2001, Dorella et al., 2006). Outras medidas profilaticas mais drasticas também séo
sugeridas, como o sacrificio dos animais que apresentem lesGes aparentes ou que sejam
soropositivos em testes diagndsticos. Contudo, estes testes podem gerar resultados falso-
positivos, levando a eliminagédo de animais néo infectados (Radostits et al., 2002; Menzies et
al., 2004).

Assim, o controle da LC deve ser baseado em medidas que impecam a entrada e a
disseminacdo do microrganismo nos rebanhos, sendo que a melhor estratégia consiste na
vacinagdo dos animais saudaveis, juntamente com a identificacdo e eliminagdo dos animais
infectados. Para isso, é necesséario o desenvolvimento de vacinas e de testes diagnosticos
eficazes, ja que ainda ndo existe uma imunoprofilaxia ideal para o combate a esta doenga
(Piontkowski e Shivvers, 1998; Paton et al., 2003; Dorella et al., 2006a).

1.1.7.1 Diagnéstico

O diagnéstico clinico da LC é baseado essencialmente na observacdo macroscopica
dos abscessos superficiais externos. O teste definitivo, considerado como padrao-ouro,
atualmente é realizado a partir do isolamento da bactéria diretamente do conteldo caseoso
dos linfonodos acometidos e cultivo bacteriolégico, seguido por testes bioquimicos (Ribeiro
et al., 2001; Williamson, 2001). O teste bioquimico bem estabelecido para a identificacédo de
bactérias corineformes é o sistema API Coryne (API-bioMérieux, Inc., La Balme Iés Grottes,
France). Esse método consiste de uma bateria de 21 testes bioquimicos que podem ser
realizados entre 24 e 48 h. O sistema contém 20 tubos contendo substratos que permitem
testes para 11 enzimas (pirazinamidase, pirrolidonil arilamidase, R-galactosidase, fosfatase

alcalina, a-glucosidase, N-acetilglucosaminidase, 3-glucoronidase, nitrato redutase, esculina
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hidrolase e urease) e 8 testes de fermentacdo de carboidratos (glucose, ribose, D-xilose,

manitol, maltose, lactose, sucrose e glicogénio).

Na busca por novos métodos diagnosticos para LC que ndo necessitem do cultivo
bacterioldgico, que sejam mais rapidos e que possuam baixo custo, Cetinkaya e cols. (2002)
propuseram um teste molecular baseado na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
identificar isolados de C. pseudotuberculosis através da amplificagdo parcial da sequéncia
do gene que codifica 0 RNA ribossémico 16S. No entanto, o teste apresentou limitacdes,
incluindo a incapacidade de distinguir a bactéria C. ulcerans e a dependéncia de cultivo

bacteriano prévio.

A amplificacdo de mudltiplos loci em uma mesma reacdo de PCR tem sido uma
estratégia amplamente utilizada para a deteccdo de patégenos, por permitir a identificacdo
altamente especifica do microrganismo de interesse com grande economia de tempo e de
reagentes. Assim, nosso grupo de pesquisa na UFMG desenvolveu uma nova metodologia,
baseada em uma reagdo de PCR multiplex (mPCR), para amplificar simultaneamente,
sequéncias de trés genes especificos de C. pseudotuberculosis: 16S rDNA (RNA
ribossémico 16S), que é o gene de escolha na maioria dos estudos de taxonomia
bacteriana; rpoB (subunidade beta da RNA polimerase), um gene que vem sendo
amplamente utilizado em analises filogenéticas de microrganismos dos géneros
Mycobacterium e Corynebacterium; e pld (fosfolipase D), que codifica uma exotoxina
associada com a viruléncia de C. pseudotuberculosis, C. ulcerans e Arcanobacterium
haemolyticum (Pacheco et al., 2007). Através da utilizacdo deste teste de mPCR associado
a um método de extragdo de DNA bacteriano diretamente do material purulento, foi possivel
detectar C. pseudotuberculosis mais rapidamente e de modo tao especifico quanto a cultura
bacterioldgica seguida por identificacdo bioquimica dos isolados. Atualmente esse método é
considerado pelo Centro Francés de Referéncia em Corynebacterioses, localizado no
Instituto Pasteur, o padrdo-ouro para o diagnéstico da LC. Contudo, este método nao é

capaz de identificar o microrganismo em amostras sorolégicas.

1.1.7.2 Vacinas

Como o tratamento da LC é de alto custo e ineficaz, a estratégia que apresenta
melhor custo-beneficio contra a doenca € a imunoprofilaxia, entretanto ainda ndo existe uma
vacina eficiente e protetora contra C. pseudotuberculosis. A maioria das vacinas

comercialmente disponiveis se baseia em sobrenadantes de cultura celular inativados
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combinados com antigenos de outros patdgenos, tais como Clostridium tetani, Clostridium
perfringens, Clostridium novyi e Clostridium chavoei. Estas vacinas possuem a exotoxina
fosfolipase D inativada como principal componente, consistindo em vacinas de toxéide. No
entanto, elas ndo possuem uma eficacia satisfatoria contra C. pseudotuberculosis
(Piontkowski e Shivvers, 1998; Standford et al., 1998; Williamson, 2001).

No Brasil, uma vacina viva atenuada produzida a partir da linhagem 1002 de C.
pseudotuberculosis, foi licenciada em 2000 e vem sendo industrializada, em verséo liquida e
liofilizada, pela Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola. Esta vacina se baseia em
uma linhagem isolada em 1971, que apresenta naturalmente uma baixa viruléncia

(http://www.ebda.ba.gov.br). Entretanto, esta vacina ndo vem apresentando o mesmo

sucesso em testes de campo, sendo bastante variavel o nivel de protecao obtida.

Assim, a busca por uma vacina ideal contra a LC, que forne¢ca uma prote¢cédo de
longa duracéo, sem provocar reagdes adversas, e que permita a diferenciagdo entre animais
vacinados e infectados, tem sido uma prioridade (Dorella et al., 2009). Para isso, diferentes
estratégias vacinais tém sido testadas, como o uso de bactérias atenuadas e mortas
(Brogden et al., 1990; LeaMaster et al., 1987; Simmons et al., 1997; Simmons et al., 1998),
fracbes contendo antigenos da parede bacteriana (Braga, 2007), sobrenadantes da cultura
bacteriana (Eggleton et al., 1991; Ellis et al., 1991), proteinas recombinantes (Fontaine et al.,
2006; Hodgson et al., 1999; Tachedjian et al., 1995; Moore et al., 2000), vacinas de DNA
(Chaplin et al., 1999) e uma mistura de componentes celulares e sobrenadantes (El-
Enbaawy et al., 2005; Braga, 2007). Essas prepara¢cfes ofereceram certo grau de protecéo
contra infeccdes experimentais, e até mesmo naturais; contudo, os niveis de protecéo e a

severidade das lesdes sao variaveis.

Recentemente, Dorella e cols. (2006a) identificaram 34 mutantes de C.
pseudotuberculosis por meio de mutagénese aleatoria, utilizando o sistema de transposicao
baseado no TnFuZ. Este sistema de transposi¢éo foi Gtil para a identificagdo de genes que
codificam proteinas exportadas, como subunidades fimbriais e adesinas, as quais estdo
provavelmente envolvidas diretamente com o0s processos de entrada e sobrevivéncia da
bactéria nas células hospedeiras, contribuindo para a sua viruléncia (Dorella et al., 2006b).
Ensaios de imunizacdo permitiram selecionar um desses mutantes (Cpl3) como um
candidato promissor para o desenvolvimento de uma nova vacina viva atenuada contra a LC
(Dorella, 2009). O mutante Cpl13 foi capaz de conferir 81% de protecdo contra a infeccéo
pela bactéria selvagem em camundongos, superando o nivel de protecdo oferecido pela
vacina Glanvac-3 (Pfizer®), comercializada e amplamente utilizada na Australia (Dorella,

2009). A linhagem Cpl3 foi patenteada e nosso grupo de pesquisa na UFMG esta
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realizando testes-piloto com esta linhagem em caprinos e ovinos para verificar se ela
garante os mesmos niveis de protecdo obtidos nos murinos quando desafiados com a

linhagem selvagem.

[.2 O género Corynebacterium

O género Corynebacterium pertence ao grupo denominado CMNR inserido na classe
das actinobactérias, o qual € composto pelos géneros Corynebacterium, Mycobacterium,
Nocardia e Rhodococcus. As espécies bacterianas pertencentes a este grupo possuem
algumas caracteristicas em comum, como a organizacdo especifica da parede celular,
composta principalmente de peptideoglicano, arabinogalactano e &acido micdlico, e o alto
contetdo G + C do genoma (47-74%) (Coyle e Lipsky, 1990; Songer, 2005; Dorella et al.,
2006a).

[.3 Corynebacterium pseudotuberculosis

Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria Gram-positiva, parasita
intracelular facultativa, exibe formas pleomorficas que variam desde cocoéides a bastbes
filamentosos e medem 0,5um a 0,6um por 1um a 3um de tamanho. Este microrganismo
possui fimbrias, é imdvel, ndo possui capsula e ndo esporula (Jones & Collins, 1986). E
anaerobia facultativa e possui condigbes 6timas de crescimento a 37°C em pH entre 7.0 e
7.2 (Buxton e Frasier, 1977; Merchant e Packer, 1967). Tem um crescimento inicialmente
espacado na superficie do agar e, posteriormente, se organiza em col6nias opacas, de
crescimento concéntrico e de coloragdo creme alaranjado. O crescimento em meio liquido
desenvolve-se como depdsitos granulares, com uma pelicula na superficie (Buxton e
Frasier, 1977; Merchant e Packer, 1967; Muckle e Gyles, 1982). A hemdlise em &gar-sangue
é variavel, sendo intensificada na presenca de Rhodococcus equi (Buxton e Frasier, 1977;
Quinn et al., 2005).

C. pseudotuberculosis € o agente etiolégico causador da doenca denominada
linfadenite caseosa, também conhecida como mal do caroco, essa enfermidade acomete
populagbes de pequenos ruminantes em todo o mundo, causando significativas perdas
econbmicas (Williamson et al., 2001; Paton et al., 2003). Além de caprinos e ovinos C.

pseudotuberculosis é capaz de infectar outras espécies de animais, como equinos, bovinos,
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bubalinos, camelideos e humanos, o que demonstra seu potencial zoono6tico (Peel et al.,
1997; Selim, 2001; Williamson, 2001; Yeruham et al., 2004). A infeccdo humana causada
por C. pseudotuberculosis € um evento raro, sendo relatados na literatura apenas 25 casos
(Mills et al., 1997; Peel et al.,, 1997; Liu et al., 2005). A maioria das infeccbes humanas
descritas envolveu o contato direto com animais doentes ou a exposi¢ao a produtos animais
contaminados, indicando que a doenca geralmente estad associada a atividades
profissionais. A sintomatologia, como anteriormente descrita, envolve a presenca de

linfadenite e de abscessos nos nddulos linfaticos (Peel et al., 1997).

1.3.1 Propriedades bioquimicas

As reacdes bioquimicas de isolados de C. pseudotuberculosis variam
consideravelmente, principalmente quanto as suas habilidades de fermentagcédo. Todas as
linhagens produzem &cido, mas ndo gas, a partir de muitas fontes de carbono, incluindo
glicose, frutose, galactose, manose e sacarose (Merchant e Packer, 1967; Buxton e Fraser,
1977; Holt et al., 1994). A bactéria é fosfolipase D e catalase positiva, oxidase negativa e
beta-hemolitica (Buxton e Fraser, 1977; Anderson et al., 2004). A producdo de nitrato
redutase foi utilizada por Biberstein e cols. (1971) para distinguir o biovar equi (isolado de
equino e bovino; reducdo de nitrato positiva) do biovar ovis (isolado de ovino e caprino;

reducédo de nitrato negativa).

[.3.2 Taxonomia

Inicialmente, a classificacdo taxondmica de C. pseudotuberculosis foi realizada a
partir de caracteristicas morfolégicas e bioquimicas (Muckle e Gyles, 1982). Biberstein e
cols. (1971) utilizaram a produgéo de nitrato redutase para distinguir o biovar equi (isolado
de equinos e bovinos; reducdo de nitrato positiva) do biovar ovis (isolado de ovinos e
caprinos; reducdo de nitrato negativa). Foi sugerida uma relacdo proxima entre C.
pseudotuberculosis e C. ulcerans devido ao fato desses microorganismos serem 0s Unicos
entre as corinebactérias a produzirem fosfolipase D (Groman et al., 1984; Buck et al., 1985).
Além disso, algumas linhagens de C. pseudotuberculosis e C. ulcerans podem produzir a
toxina diftérica, e outras linhagens nao-toxigénicas podem ser convertidas em toxigénicas
quando lisogenizadas por fagos B de C. diphteriae produtora de toxina (Buck et al., 1985;
Cianciotto e Groman, 1985; Cianciotto et al., 1986; Groman et al., 1984).
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Métodos moleculares, incluindo hibridizagdo de &acidos nucléicos e andlises de
sequéncias do gene 16S rRNA foram utilizados para determinar o grau de relacédo entre
diferentes espécies e linhagens de corinebactérias (Riegel et al., 1995; Takahashi et al.,
1997; Hou et al., 1997; Khamis et al., 2005). Dois estudos independentes concluiram que C.
pseudotuberculosis e C. ulcerans estdo proximamente relacionadas (Hou et al., 1997;
Takahashi et al., 1997). Riegels e cols. (1995) concluiram ainda que os biovares equi e ovis
de C. pseudotuberculosis ndo devem ser classificados como subespécies, devido a sua
grande similaridade genémica. Recentemente, foi verificado que analises de sequéncias do
gene rpoB sdo mais precisas do que aquelas baseadas no gene 16S rDNA para a
identificacdo de espécies de corinebactérias (Khamis et al.,, 2004; Khamis et al., 2005).
Contudo, vérios autores sugerem que os dois métodos devem ser complementares em
estudos filogenéticos de espécies de Corynebacterium e Mycobacterium (Mollet et al., 1997,
Kim et al., 1999; Khamis et al., 2004; Khamis et al., 2005).

1.3.3 Projeto Genoma de Corynebacterium pseudotuberculosis

Devido a sua grande importancia na sanidade animal, diversas linhagens de C.
pseudotuberculosis tiveram o0s seus genomas completamente sequenciados e depositados

no NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Cabe ressaltar que o primeiro genoma integralmente

sequenciado e anotado no estado de Minas Gerais foi 0 de C. pseudotuberculosis.

O genoma de C. pseudotuberculosis possui um tamanho médio de 2.3Mb com um
conteudo G+C de 52% e aproximadamente 2 mil ORFs preditas. Esses dados mostram que
esse genoma além de ser um dos menores dentre as espécies do género Corynebacterium
ja sequenciadas até o momento, apresenta um repertério genético pequeno, uma vez que
possui cerca de 1.200 genes a menos que outras bactérias ndo patogénicas do género,
como C. glutamicum. Essas caracteristicas podem ser explicadas pelo fato de C.
pseudotuberculosis ser um patdgeno intracelular facultativo. A sintenia génica entre as
linhagens j& sequenciadas € de aproximadamente 97% demonstrando que a disposi¢do dos

genes é bem conservada entre as linhagens de C. pseudotuberculosis.
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|.3.4 Fatores de viruléncia

Ha pouco conhecimento sobre os mecanismos moleculares e as bases genéticas da
viruléncia em C. pseudotuberculosis. Apenas dois fatores de viruléncia sdo bem

caracterizados: a exotoxina da fosfolipase D e os lipideos tdxicos da parede celular.

1.3.4.1 Fosfolipase D

A fosfolipase D (PLD) é uma potente exotoxina produzida por C. pseudotuberculosis
e é considerada o principal fator de viruléncia desta bactéria (Lipsky et al., 1982; Hodgson et
al., 1999). Foi isolada pela primeira vez em C. pseudotuberculosis por Carne (1940), e
desde entdo, tem sido detectada em todas as linhagens isoladas deste microrganismo
(Songer et al., 1988). Essa proteina € um fator de permeabilidade que promove a hidrélise
de ligagOes éster na esfingomielina de células de mamiferos (Carne e Onon, 1978; Coyle e
Lipsky, 1990; Hodgson et al., 1990; McNamara et al., 1995), contribuindo para a disperséo
da bactéria do sitio inicial de infeccdo para sitios secundarios dentro do hospedeiro, ja que o
uso de uma antitoxina previne a disseminacdo de C. pseudotuberculosis (Williamson, 2001).
Além disso, a vacinacdo de cabras com exotoxina inativada também é capaz de prevenir a
disseminacao da bactéria apés desafio experimental (Brown et al., 1986). O papel da PLD
na viruléncia da bactéria ficou evidente apés a geracdo de linhagens mutantes, nos quais o
gene pld foi inativado do cromossomo, através de mutagénese sitio-especifica. Estes
mutantes demonstraram incapacidade de se disseminar e induzir o desenvolvimento da
linfadenite caseosa; e, além disso, eles induziram uma resposta imunolégica protetora,

embora néo totalmente satisfatéria contra C. pseudotuberculosis (Hodgson et al., 1992).

A disseminacdo da bactéria por acdo da PLD pode ser explicada pela acao
dermonecrética que a mesma exerce sobre as células endoteliais. A exotoxina promove o
aumento da permeabilidade vascular, fazendo com que haja o extravasamento de plasma
dos pequenos vasos sanguineos da derme, e entdo, 0 acesso aos vasos linfaticos (Egen et
al., 1989; Songer, 1997). Além disso, essa proteina é considerada leucotdxica, o que
contribui para as lesdes e a destruicdo de macréfagos de caprinos durante a infecgdo com

C. pseudotuberculosis (Tashjian e Campbell, 1983).

O gene pld de C. pseudotuberculosis ja foi clonado, sequenciado e expresso em
Escherichia coli e tem sido alvo de intensos estudos. Ele codifica uma proteina de 31,4

kilodaltons e esta presente no genoma de C. pseudotuberculosis em copia Unica (Egen et
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al., 1989; Hodgson et al., 1990; McNamara et al., 1995; Songer et al., 1990). Estudos
recentes avaliaram o controle da expressdo do gene pld sob diferentes condicbes e
concluiram que este fator de viruléncia tem sua expressao reduzida quando C.
pseudotuberculosis é exposta ao choque térmico (43°C), ao passo que sua expressdo é
aumentada durante a infeccdo de macréfagos e em situacbes de alta densidade
populacional bacteriana demonstrando algum controle via quorum sensing (McKean et al.
2007a; 2007b).

1.3.4.2 Lipideos téxicos da parede celular

Os lipideos associados a parede celular de C. pseudotuberculosis sdo semelhantes
ao acido micdlico de M. tuberculosis e foram descritos ha muito tempo como importantes
fatores para a patogénese da doenca (Hard, 1972). De acordo com Jolly (1966), esta
camada atua no mecanismo de viruléncia da C. pseudotuberculosis, conferindo protecéo
contra a acdo degradativa das enzimas presentes em fagolisossomos além de possuir efeito

citotoxico.

A toxicidade do material lipidico foi demonstrada pela inducdo de necrose
hemorragica apoés injecdo intradérmica em cobaias (Jolly, 1966) e, segundo Muckle e Gyles
(1982), hd uma relacéo direta entre a porcentagem de lipideos de superficie e a indugdo de

abscessos cronicos.

1.3.4.3 Novos candidatos

Devido a escassez de informagfes sobre as bases moleculares de viruléncia e
patogenicidade de C. pseudotueberculosis, trabalhos recentes vém tentando identificar
novos determinantes moleculares que contribuem para a viruléncia deste patdgeno.
Billington e cols (2002) demonstraram que quatro genes, dispostos no genoma na forma de
operon, designados fag A, B, C e D, tém um papel importante na viruléncia de C.
pseudotuberculosis. Estes genes estdo situados préximos ao gene pld no genoma da
bactéria, e estdo envolvidos com a absorcdo de ferro. Considerando que C.
pseudotuberculosis € um patégeno intracelular, esta bactéria deve ser capaz de adquirir
ferro em um ambiente onde este nutriente é escasso. Embora ndo houvesse alteracdo na

utilizacdo desse metal por um mutante de fag B(C) in vitro, este teve uma habilidade
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diminuida para sobreviver e causar abscessos em cabras infectadas experimentalmente
(Billington et al., 2002).

Em 2005 McKean e colaboradores utilizaram a técnica de “Inducéo Diferencial de
Fluorescéncia” (DFI-Differential Fluorescence Induction) para identificar genes que sé&o
diferencialmente expressos nessa bactéria durante a infeccdo de macrofagos; dentre os
fatores mais expressos destacaram-se uma sintetase peptidica ndo ribossémica e uma

subunidade da enzima propionil-CoA-carboxilase (McKean et al., 2005).

Utilizando uma estratégia diferente baseada na busca randdmica por genes através
de Genome Survey Sequence (GSSs - sequéncias nucleotidicas parciais provenientes de
DNA genbmico) nosso grupo de trabalho (Laboratério de Genética Celular Molecular;
ICB/UFMG) identificou o gene oppD. Esse gene codifica uma subunidade protéica
pertencente a um sistema de captagdo e transporte de peptideos do meio extracelular para
0 meio intracelular e é responsavel pela clivagem de moléculas de trifosfato de adenosina
(ATP), fornecendo energia para o processo de internalizacao de peptideos (D’Afonseca et
al., 2010). Esses transportadores de peptideos além de possuirem um papel importante na
nutricdo da célula, também participam na regulacdo de varios processos que envolvem o
fendbmeno de sinalizacdo intercelular, dentre os quais inclui-se o controle da expressao de
genes relacionados a viruléncia em bactérias patogénicas (Coulter et al.,1998; Frank et al.,
2001; Samen et al., 2004).

I.4 Internalizadores de peptideos (Opp) bacterianos

Os internalizadores de peptideos bacterianos, em sua grande maioria, pertencem a
familia protéica dos ABC transportadores (ATP-binding cassete). Essa familia se caracteriza
por utilizar a energia gerada pela hidrélise de trifosfato de adenosina (ATP) para impelir o
transporte de varias classes de moléculas como lipideos, peptideos e sacarideos através da

membrana plasmatica (Monnet, 2003; Braibant et al., 2000).

Os transportadores Opp ja foram identificados e caracterizados em diversas espécies
bacterianas, tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas. Eles sdo compostos comumente
por 5 subunidades protéicas geralmente denominadas OppA, OppB, OppC, OppD e OpppF
(Figura 1). Do ponto de vista genético os genes codificadores dessas subunidades estdo
organizados na forma de operon, oppABCDF, (Figura 2) sendo que a alteracdo na
disposicao génica, a presenca de mais de uma copia e também a fusdo de subunidades séo

eventos que ja foram observados no genoma de algumas bactérias (Hiron et al., 2007).
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Peptideo permease em Peptideo permease em

hactérias gram-negativas hactérias gram-positivas
Membrana externa
Cauda lipidica
Periplasma
Membrana citoplasmatica ; Membrana citoplasmatica
Citoplasma Citoplasma

Figura 1. Representacdo esquematica das proteinas do transportador de peptideos em
bactérias Gram-negativas e positivas. Adaptado: Braibrant et al., 2000

DI ® K © N -

Figura 2. Representacdo da estrutura génica mais comum do operon opp. oppA, oppB,
oppC, oppD, oppF. Adaptado: Braibrant et al., 2000

A subunidade OppA ¢é responsavel pela captura dos peptideos do meio
extracitoplasmatico e transferéncia dessas moléculas as proteinas formadoras do canal
transmembranico (OppB e OppC). Devido a essa funcdo, a OppA é que determina a
especificidade do transporte uma vez que sé serao internalizados os peptideos que forem
capazes de se ligar a ela. Acredita-se que o mecanismo de ligacdo substrato-proteina
utilizado pela OppA seja similar ao encontrado na planta carnivora Dionea musccipula para
capturar insetos, denominado “Venus-flytrap”. Nesse mecanismo o sitio de ligacdo ao
substrato é formado por uma fenda localizada entre dois dominios os quais séo conectados
por uma haste em forma de "dobradi¢a” conforme ilustrado na figura 3 (Quiocho e ledvina,
1996). Em bactérias Gram-negativas essa subunidade se encontra livre no espaco
periplasmatico ao passo que em Gram-positivas se encontra ancorada a membrana

plasmatica via motivo de ligacdo NH»-terminal (Detmers et al., 2001).
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As subunidades OppB e OppC sao responsaveis pela formacdo do canal
transmembranico pelo qual os oligonucleotideos serdo transportados para o meio
intracelular. Elas consistem de quatro a oito a-hélices formadas por aminoacidos
hidrofébicos que atravessam a membrana plasmatica formando um poro (Braibant et al.,
2000).

As subunidades OppD e OppF estdo localizadas no lado citoplasmatico da
membrana bacteriana e sdo responsaveis pela hidrolise da molécula de ATP gerando

energia para o processo de internalizacdo dos peptideos.

Figura 3. Representacdo esquematica do mecanismo de ligacdo a peptideos pela subunidade
OppA. Adaptado: V. Monnet, 2003

A principal funcdo do Opp em bactérias é provavelmente a aquisicdo de peptideos
para que sejam utilizados como fonte de carbono e nitrogénio. Tais peptideos sdo uma
valiosa forma de nutrientes, especialmente para microorganismos auxotroficos para diversos
aminoacidos. Segundo Payne e cols. (1968) a taxa de crescimento de algumas bactérias
pode ser aumentada quando aminoécidos essencias estdo contidos em peptideos (Payne et
al., 1968). Corroborando com essas hipéteses estudos realizados com a bactéria
Lactococcus lactis demonstraram que a presenca de um sistema de transporte de peptideos
funcional é necesséria para que a bactéria seja capaz de crescer no leite (Smid et al., 1989)
e que uma linhagem de Listeria monocytogenes, auxotrofica para o aminoacido treonina,
possui um baixo potencial de crescimento em meios de cultura contendo esse aminoacido
na forma livre mas cresce muito bem quando ele esta presente em peptideos (Marquis et al.,
1993).
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A aquisicdo de nutrientes é crucial na sobrevivéncia de bactérias que possuem em
seu ciclo de vida a colonizagdo do meio intracelular, como é o caso de C.
pseudotuberculosis, uma vez que em alguns estagios e compartimentos dessa via de
infec¢c@o a disponibilidade de nutrientes como ferro e aminoécidos pode ser severamente
limitada. Em um estudo realizado com o parasita intracelular Salmonella typhimurium em
que foi avaliada a necessidade da presenca do aminoécido glutamina para a sobrevivéncia
do patégeno, uma linhagem mutante com deficiéncia na sintese e no transporte de alta
afinidade por esse aminoacido apresentou uma sobrevivéncia reduzida no interior de
macrofagos, demonstrando que a disponibilidade desse aminoacido no meio intracelular é
limitada (Klose et al, 1997). Em 1993 Marquis e cols avaliaram o0 crescimento
intracitoplasmatico e a viruléncia de mutantes auxotréficos de L. monocytogenes para
diversos aminoacidos, esse estudo revelou que a bactéria pode utilizar peptideos
intracelulares como fonte de aminoacidos essenciais. Esses experimentos sugerem que 0s
transportadores de nutrientes possuem um papel crucial na sobrevivéncia no meio

intracelular.

Além de servirem como fonte de nutrientes, peptideos vém sendo caracterizados
como moléculas sinalizadoras em bactérias Gram-positivas, e ja foram relacionados ao
controle de diversos processos celulares como: viruléncia, formacgdo de biofilme, adeséo,
esporulacdo, dentre outros (Sturme et al., 2002). O fenbmeno de sinalizacdo através de
peptideos frequentemente esta relacionado ao mecanismo de comunicagdo intercelular,
conhecido como Quorum sensing, 0 qual permite que as bactérias modifiquem processos
celulares em resposta a densidade populacional. Isso é possivel devido ao fato desses
peptideos serem capazes de se difundir para o meio extracelular, aumentando sua
concentracdo no meio circundante @ medida que aumenta a densidade populacional, e
guando a concentracdo do sinalizador atinge certo limiar, a bactéria secretora passara a

perceber e a responder ao peptideo sinalizador (Lazazzera, 2001).

O mecanismo de comunicacdo celular através de peptideos pode ser dividido em
duas categorias. Na primeira, os peptideos sinalizadores se ligam a receptores ancorados
externamente na membrana plasméatica. Na segunda, as proteinas receptoras se encontram
dispersas no citoplasma da célula bacteriana. Para que esta via de comunicacdo aconteca €
necessario que esses peptideos sejam ativamente transportados para o interior da célula
pois eles ndo séo capazes de se difundir livremente através da membrana plasmética. Essa
funcdo de captacdo e internalizacdo dos peptideos sinalizadores € exercida pelos

transportadores Opp. (Lazazzera, 2001).
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O processo de comunicacdo via peptideos ao qual o transportador Opp esté

relacionado ja foi bem caracterizado em espécies do género Bacillus e Enterococcus

(Perego et al., 1996; Leonard et al., 1996). Em ambos 0s casos 0s peptideos sinalizadores

séo transcritos e traduzidos em cadeias polipeptidicas imaturas que devem ser submetidas

a no minimo dois eventos de modificagdo pos-traducionais para que se transformem na

forma madura. Ap6s sofrerem mudancas no citoplasma as moléculas sinalizadoras séo

exportadas via sistema-Sec como pro-peptideos, 0s quais serdo submetidos a modificacdes

no meio extracelular para que se transformem na forma ativa. A maneira exata de como

essas modificacdes ocorre ainda ndo é bem compreendida (Figura 4) (Lazazzera, 2001).

pro-peptideo
_—>N C—> @ peptideo
C A ‘ maduro
— ()
OppA extracitoplasmatico
Sec A \ BiC
Opp
ﬁ E intracitoplasmatico
Secregao via Ligagao dos peptideos |@
Sec as proteinas receptoras \
4 * Proteinas
Reguladores : :
N’-W Fosfatases ribossomais

Modificagoes pos-
traducionais

transcricionais

N/

Alteragao na
transcri¢gao
génica e na
interagao entre

Viruléncia
-Esporulagao
-Conjugagao
-Etc

Resposta celular

proteinas

Figura 4. Representacdo esquemaéatica do processo de comunicac¢do celular envolvendo

peptideos sinalizadores e os transportadores Opp. Adaptado: Lazazzera, 2001
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Com a constante liberagcdo no meio circundante a concentracdo desses peptideos
ativos vai aumentando a medida que vai crescendo a populacdo bacteriana e quando a
quantidade desses peptideos sinalizadores atinge certo limiar eles sdo carreados para o
interior da célula através do transportador Opp. Uma vez no citoplasma, esses peptideos
interagem com receptores intracelulares, que podem ser reguladores transcricionais,
fosfatases e proteinas ribossomais, alterando a transcricdo de genes e a interagdo entre
proteinas; o que permite que a bactéria altere seu repertério protéico em resposta as

alteracGes ambientais (Figura 4) (Lazazzera, 2001).

Evidéncias do envolvimento do Opp em mecanismos de sinalizacdo através de
peptideos ja foram relatadas em diversos estudos nos quais linhagens mutantes para este
transportador foram incapazes de responder aos sinalizadores (Leonard et al., 1996, Perego
et al., 1991).

Visto que os peptideos sdo moléculas extremamente importantes para as bactérias,
seja como forma de nutrientes seja como moléculas sinalizadoras, o seu papel na viruléncia
de patégenos vem sendo amplamente estudado através da criagdo de mutantes incapazes
de adquiri-los do meio extracitoplasméatico. Um estudo feito com Staphylococcus aureus
visando a busca de novos fatores de viruléncia através da insercdo randdmica de
transposons no genoma dessa bactéria, demonstrou que alguns dos mutantes gerados
possuiam capacidade reduzida de replicacdo e sobrevivéncia em diversos modelos de
infeccdo. Ao se identificar os genes nocauteados nas linhagens onde a viruléncia havia sido
reduzida, observou-se que a maioria deles codificava proteinas relacionadas ao transporte

de peptideos (Coulter et al., 1998).

Trabalhos realizados com espécies do género Streptococcus também relacionaram o
transportador Opp a viruléncia dessas bactérias. Em um estudo feito por Wang e cols.
(2005) com Streptococcus pyogenes foi demonstrado que a mutagédo da subunidade OppA
levou a uma reducdo no nivel transcricional de diversos genes relacionados a viruléncia
desse patdégeno e que linhagem AoppA mutante possuia uma menor capacidade de causar
morte e lesdo tecidual em camundongos BALB/c. Samen e cols (2004) observaram que uma
linhagem mutante de Streptococcus agalactiae, espécie bacteriana causadora de
septicemia, meningite e pneumonia em recém nascidos, deficiente no transporte de
peptideos apresentou uma reducdo na aderéncia a células epiteliais. Essa reducédo foi
relacionada a uma diminuicdo na expressdo do gene fbsA, que codifica uma proteina de

ligagc&o ao fibrinogénio.

Ainda ndo existem estudos publicados sobre o papel do transportador Opp em

bactérias do género Corynebacterium. Porém trabalhos realizados com espécies de
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Mycobacterium sp., um téxon filogeneticamente proximo a C. pseudotuberculosis,

demonstraram que o Opp possui um papel importante na viruléncia dessas espécies.

Através de mutagénese com o emprego de transposons, Stewart e cols (2005)
obtiveram uma linhagem de M. bovis que apresentava uma capacidade reduzida de
sobreviver no interior de macrofagos murinos. Ao fazer o sequenciamento do DNA dessa
linhagem foi observado que o transposon havia se inserido no interior do operon opp,
demonstrando que o internalizador de peptideos esta relacionado a viruléncia dessa espécie

bacteriana.

Através de estudos com M. tuberculosis H37Rv, Sasseti e cols (2003) relataram que
a presenca do transportador Opp funcional é necesséria para manutencdo da infeccao apos
a injecdo intravenosa dessa bactéria em camundongos C57BL/6. Em 2009 Flores-Valdez e
cols. demonstraram que o transportador Opp esta relacionado a viruléncia de M.
tuberculosis uma vez que camundongos infectados com a linhagem mutante para o
transportador apresentaram uma carga bacteriana reduzida em 6rgdos como pulmbes e
baco em comparagédo com infec¢des ocasionadas pela linhagem selvagem durante a fase
cronica da infeccdo. Essa diminuicdo da viruléncia foi atribuida a uma alteracdo na
composicdo dos lipideos presentes na parede celular bacteriana, os quais sao

caracterizadaos como um importante fator de viruléncia de M. tuberculosis.

Os trabalhos supracitados demonstram o importante papel dos transportadores de
peptideos Opp na viruléncia de diversas espécies de bactérias patogénicas inclusive em

espécies filogeneticamente proximas a C. pseudotuberculosis.

Neste contexto a proposta do presente trabalho foi de estudar o papel do operon Opp
em Corynebacterium pseudotuberculosis através da geracdo de uma linhagem mutante com
a interrupc@o do gene oppD por evento de recombina¢do homologa simples. O nocaute do
gene oppD pressupde a inativagdo de todo o sistema de transporte pois este gene codifica a
proteina responsavel por fornecer energia ao processo de internalizagdo de peptideos
através da hidrolise de ATP (Higgins, C.F. 1992). Ap6s a obtengdo e confirmacdo da
linhagem mutante de C. pseudotuberculosis foram efetuados testes para comprovarmos a
perda de fungéo do transportador. Essa linhagem mutante também foi avaliada quanto a sua
viruléncia através de testes de infeccdo em camundongos a fim de analisar a persisténcia da

infeccdo e as taxas de mortalidade, além de ensaios de adeséo e infec¢do de macréfagos.
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ll. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA DA REALIZACAO DO PROJETO

A LC é reconhecidamente uma das principais limitacdes para o aprimoramento da
criacdo de pequenos ruminantes em todo mundo, causando perdas econdmicas
significativas para os ovinocaprinocultores. Em paises como a Australia, que possui grandes
rebanhos de ovinos, estudos definiram que as perdas econdmicas derivadas da LC chegam
a 17 milhGes de délares por ano (Paton et al., 2003; Baird e Fontaine, 2007). Os prejuizos
ocasionados por essa enfermidade séo provenientes da reducao na producéo de 1&, carne e
leite, e também da condenacdo das carcacas e peles dos animais infectados (Williamson,
2001; Dorella et al., 2009).

Neste contexto, faz-se necessario o desenvolvimento de novas estratégias que
visem o tratamento e a erradicagdo da LC. Para tanto € necessario preencher diversas
lacunas, como: a criacdo de novos métodos de tratamento, visto que a antibioticoterapia é
uma estratégia cara e ineficaz; a criacdo de vacinas mais eficientes, pois as vacinas
disponiveis no mercado ndo oferecem a protecdo necessaria contra a infeccdo e por fim
desenvolver métodos diagnéstico, pois a presenca de animais com infecgdo sub-clinica no

rebanho é um grande propulsor para dispersao da doenca.

O conhecimento acerca dos determinantes moleculares de viruléncia de patdégenos
tem auxiliado no combate as doencas geradas por eles, uma vez que essas moléculas
podem servir como alvo para atuacdo de farmacos, desenvolvimento de cepas atenuadas,
confeccdo de métodos diagndsticos, além de ampliar o entendimento sobre o
desenvolvimento da doenca. Apesar da grande importancia econdmica da LC, poucos

genes relacionados a viruléncia de C. pseudotuberculosis ja foram caracterizados.

Assim, com o objetivo de se ampliar o conhecimento acerca dos genes relacionados
aos mecanismos de viruléncia de C. pseudotuberculosis visando o controle e a erradicagéo
da linfadenite caseosa, foi construida uma linhagem mutante através da inativacdo do
transportador de peptideos Opp, o qual ja foi descrito como peca chave no processo de
aquisicdo de nutrientes e mecanismos de comunicacdo relacionado ao controle da
expressdao de genes de viruléncia em diversas bactérias patogénicas inclusive em
Mycobacterium tuberculosis, uma espécie bacteriana filogeneticamente préxima a C.

pseudotuberculosis.
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[ll. OBJETIVOS

[11.1 Objetivo Geral

Caracterizar 0 internalizador de oligopeptideos Opp em Corynebacterium

pseudotuberculosis e avaliar o seu papel na viruléncia e na patogenicidade dessa bactéria.

I1l.2 Objetivos especificos;

= Identificar e caracterizar o operon opp no genoma de C. pseudotuberculosis através de

analises in-silico;

= Construir uma linhagem mutante de C. pseudotuberculosis, com interrup¢cdo do gene

oppD através do evento de recombinacdo homologa simples;

= Padronizar um teste fenotipico com o intuito de confirmar a perda da fungdo da linhagem
mutante no transporte de peptideos;

= Comparar o perfil de expressédo de proteinas secretadas entre as linhagens selvagem
(wt) e mutante (AoppD).

= Comparar a capacidade das linhagens Wt e AoppD em infectar e aderir a macréfagos

em cultura;

= |nfectar experimentalmente camundongos BALB/c com as linhagens wt e AoppD a fim

de comparar a persisténcia da infeccao e as taxas de mortalidade.
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IV. MATERIAIS E METODOS

IV.1. Reagentes e kits de biologia molecular

1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen)
Acetato de Ambnio PA (Amersham Biosciences)
Acetato de Potéssio PA (Synth)
Acido Acético glacial (Merck)
Acido Bérico PA (Cirq)

Acido ortofosforico (Merck)

Agar bacteriolégico (bioBRAS)
Agarose (Eurobio)

Agua mili-Q autoclavada

Alcool etilico (Merck)

Alcool isoamilico (Synth)

Alcool isopropilico (Merck)
Ampicilina (Sigma)

Acrilamida (Promega)

Azul de Bromofenol (Synth)
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
Brain Heart Infusion (Oxoid)
Brometo de Etidio (Eurobio)
Butanol (Synth)

Circlegrow (MP Biomedicals)
Cloreto de aménio PA (CRQ)
Cloreto de célcio PA (Synth)
Cloroférmio (Cirq)

DMEM (Sigma)

DTT (GE-Helthcare)

Extrato de levedura (Biobras)

EDTA PA (Synth)

Fosfato de potassio monobasico (VETEC)
Fosfato de sodio dibasico (VETEC)
Glicerina (Synth)

Glicina (VETEC)

Glicogénio (Gibco)

Glicose (Merck)



HCI (Merck)

Lisozima (USB)

Metanol (Merck)

MgCl; (Invitrogen)

NaCl PA (Cirq)

NaOAc PA (Synth)

NaOH PA (Cin. Quimica)

Peptona (OXOID)

Persulfato de amoénio (Gibco)

Polimero de performance POP-6™ para ABI3100 (Applied Biosystems)
RNase A (Invitrogen)

Sulfato de magnésio PA (Synth)

Taq DNA Polymerase (Invitrogen)

Taq DNA Polymerase (Quiagen)

Tryptone soy broth (Biokar diagnostics)

Tris-base (Invitrogen)

Tween-80 (Merck)

Tween-20 (Merck)

UltraPure™ Buffer-Saturated Phenol (Invitrogen)
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega)
Wizard® Plus Maxipreps DNA Purification System (Promega)

IV.2. Solugcdes e meios de cultura

Acetato de Potassio 3M: 60 mL de KOAc 5M; 11,5 mL de Acido acético glacial e 28,5 mL
de agua ultrapura autoclavada.

Acetato de Sodio 3M: 246 g NaOAc em qg.s.p. de 1 L 4gua destilada.

Ampicilina (100 mg/mL): 1 g da solu¢cdo de ampicilina em g.s.p. de 10 mL de agua
ultrapura autoclavada.

Brometo de etidio: Solu¢éo 0,1-0,5 pg/mL.
Cloreto de Sédio 5M: 14,51 g de NaCl em g.s.p. de 50 mL de agua destilada.

EDTA 0,5M: 18,61 g de EDTA em q.s.p. de 100 mL de agua destilada; pH 8,0.
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Etanol 70%: 70 mL de etanol absoluto e 30 mL de agua destilada.

Fenol:Cloroformio:Alcool Isoamilico (25:24:1): 25 mL de solugdo saturada de fenol; 24
mL de cloroféormio; e 1 mL de alcool isoamilico.

GET: 23 mL de glicose 20%; 10 mL de EDTA 0,5M pH 8,0 autoclavado; 13 mL de Tris-HCI
1M, pH 7,4 em qg.s.p. de 500 mL de agua ultrapura.

GET com RNAase: 25 ml de solucdo GET e 250 pL de RNase (10 mg/ml).
Glicerol 10%: 100 mL de Glicerina em g.s.p. de 1L de 4gua destilada

Glicerol 80%: 80 mL de Glicerina em 50 mL de agua destilada.

Glicogénio (20mg/ml): 100 mg de glicogénio em g.s.p. de 5 mL de &gua destilada.
Glicose 20%: 20 g de glicose em g.s.p. de 100 mL de &gua ultrapura.

Glicose 50%: 50 g de glicose em g.s.p. de 100 mL de agua ultrapura.

Hidréxido de S6dio 4M: 8 g em g.s.p. de 40 mL de 4gua ultrapura.

Meio Circlegrow® 40g em q.s.p. de 1 L de agua destilada. Autoclavacdo por 20 min a
120°C.

Meio BHI-caldo: 37 g de BHI em p6é em qg.s.p. de 1 L de &gua destilada; pH 7,4.
Autoclavacao por 20 min a 120°C.

Meio BHI-caldo contendo Tween 80: BHI caldo e 0,05% de Tween 80. Autoclavagédo por
20 min a 120°C.

Meio BHI — agar-canamicina: BHI — agar acrescido de canamicina (50 pg/mL).

Meio Luria-Bertani (LB): Peptona 10 g/L; Extrato de levedura 5 g/L; NaCl 5 g/L. pH 7,8.
Autoclavacéo por 20 min a 120°C.

Meio LB-agar: Peptona 10 g/L; Extrato de levedura 5 g/L; NaCl 5 g/L e 15 g de &gar
bacterioldgico. pH 7,8. Autoclavagéo por 20 min a 120°C.

Meio LB-4gar-X-gal- Ampicilina: Meio LB-agar acrescido de ampicilina (100 yg/mL) e X-
Gal (40 pg/mL).

PBS-T: A solucéo estoque de PBS 10X concentrado foi realizado com: 0,5 M de NaH,POy;
650 mL de agua ultrapura; Aferir o pH para 7,4; A cada 100 mL da solug&o adicionar 9 g de
NaCl; Diluir 1:10 em agua ultrapura; Adicionar Tween-20 0,05%.
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Sarcosil 30%: 30 g de sddio-N-lauroilsarcosina em g.s.p. de 100 mL de 4gua destilada.
SDS 10%: 10 g de Dodecil sulfato de sodio em g.s.p. de 100 mL de &gua destilada.

Tampao de amostra 5X (DNA): Glicerol a 50%; Azul de bromofenol a 0,20%; e solvente
TBE a 2,5 X.

TBE 5X: 216 g deTris-base; 110 g de &cido bérico; 80 ml de EDTA (0,5 M; pH 8,0);
completar com H,O para 4 L; ajustar o pH 8,0 - 8,5.

Tris-EDTA-RNAse (Solucédo | — Extracdo de DNA genémico): Tris-HCI 10 mM; EDTA (10
mM); NaCl 300 mM; RNase A (50 pg/mL).

Tris-EDTA-lisozima (Solucéo Il — Extragdo de DNA gendmico): Tris-HCI 10 mM; EDTA
10 mM; NaCl 300 mM; lisozima (10 mg/mL).

Tris-HCI 1M: 12,11 g Tris-HCI em g.s.p. de 100 mL de &gua destilada; pH 7.

IV.3. Linhagens bacterianas, plasmideos e condi¢des de cultivo

As linhagens bacterianas e os plasmideos utilizados neste trabalho estédo listados
nas tabelas 1 e 2, respectivamente. Os meios de cultivo utilizados foram o LB para E. coli e
o BHI para C. pseudotuberculosis. Estes meios foram suplementados com 1,5% de agar
bacteriolégico para cultura em meio sélido. Ambas as culturas foram crescidas a 37°C sob
agitacdo. O cultivo de E. coli foi realizado em 18 horas e de C. pseudotuberculosis em 72
horas. Para extracdo das proteinas extracelulares as linhagens de C. pseudotuberculosis
foram cultivadas em meio quimicamente definido (Tabela 3) a 37°C como descrito por
Moura-Costa e cols. (2002), até atingirem ponto definido do crescimento exponencial
(Densidade oOptica a 600nm = 2.0). Quando necesséario, os meios de cultura foram

suplementados com ampicilina (100ug/mL) ou canamicina (50ug/mL).
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TABELA 1: Linhagens bacterianas utilizadas no trabalho.

Espécie Linhagem / Genotipo Fonte

Escherichia coli DH5a Invitrogen

[sup44AlacU169 (¢ 80 lacZAM15)

hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl]

Corynebacterium Linhagem 1002 UFBA
pseudotuberculosis

Corynebacterium Linhagem AoppD Este trabalho
pseudotuberculosis

% linhagem de C. pseudotuberculosis biovar ovis pertencente a colecéo de microorganismos
do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (UFBA), Brasil.

TABELA 2: Plasmideos utilizadas no trabalho

Plasmideos Caracteristicas Fonte

pCR®2.1-TOPO® Vetor de clonagem/Am'-Km'/pUC ORI Invitrogen

pCR®2.1-TOPO®:0ppD Vetor de clonagem pCR®2.1-TOPO® contendo o | Este trabalho
fragmento da ORF oppD de C.

pseudotuberculosis

Am'": resisténcia a ampicilina

Km": resisténcia & canamicina
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TABELA 3: Meio quimicamente definido para cultivo de C. pseudotuberculosis.

Tampao Fosfato (g/L)

Vitaminas (g/L)

Aminoécidos (g/L)

Na,HPO, 12,93
KH,PO, 2,55
NH,CI 1,00
CaCl, 0,02
MgS0, 0,20

Glicose (50%) 4%

Pantotenato de Ca 0,0040
Cloreto de Colina 0,0040
Acido Félico 0,0040
Inositol 0,0080
Niacinamida 0,0040
Piridoxal 0,0040
Riboflavina 0,0004

Tiamina HCI 0,0040

Arginina 0,0632
Cisteina 0,0120
Histidina 0,0210
Isoleucina 0,0263
Leucina 0,0262
Lisina 0,0363
Metionina 0,0076
Fenilalanina 0,0165
Treonina 0,0238
Triptofano 0,0051
Tirosina 0,0180
Valina 0,0234
Alanina 0,0089
Asparagina 0,0132
Ac.Aspartico 0,0133
Ac.Glutamico 0,0133
Glicina 0,0075

Serina 0,0105

Fonte: Adaptado de Moura-Costa et al. (2002).

44



IV.4. Manipulacdo do DNA

Todos os protocolos de manipulacdo de DNA, de qualquer origem, foram realizados
de acordo com métodos pré-estabelecidos (Sambrook et al., 1989), com modificacbes
guando necessarias. A qualidade do material obtido apds a manipulacdo do DNA, incluindo
sua concentracdo e pureza, foi estimada apos leitura espectrofotométrica nos comprimentos
de onda de 260 e 280nm, além de resolucéo eletroforética em gel de agarose 1%. Todo o
DNA obtido nesse trabalho foi conservado a -20° C.

IV.5. Resolucéo eletroforética

Para a avaliacdo da qualidade do DNA (genbmico ou plasmidial) através de
resolucdo eletroforética, os mesmos formam acrescidos de 1:5 do volume de tampé&o de
amostra (Glicerol a 50%; Azul de bromofenol a 0,20%; e solvente TBE a 2,5 X) e
fracionados em gel de agarose de 1 a 0,7% em tampédo TBE 1X (216 g deTris-base; 110 g
de &cido borico; 80 ml de EDTA (0,5 M; pH 8,0); completar com H,O para 4 L; ajustar o pH
8,0 - 8,5) contendo brometo de etidio (0,5 ug/mL). As corridas foram realizadas a 100 V
durante um periodo de tempo relativo a dimensdo do gel. O DNA foi visualizado e o gel
fotografado sobre um transluminador de luz ultravioleta (320 nm) através do sistema de
documentacdo fotografica Multidoc-it Digital Imaging System (UVP). O tamanho dos
fragmentos foi estimado comparando-se ao marcador de peso molecular usado, 1 Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen).

IV.6. Construcdo de uma linhagem de C. pseudotuberculosis oppD mutante.

Para a construgédo da linhagem mutante de C. pseudotuberculosis com a interrupgéo
do gene oppD por meio do evento de recombinacao homéloga simples (figura 5) foi utilizado
um clone de uma biblioteca genémica de C. pseudotuberculosis, construida por D"Afonseca
e cols. (2010) que continha um fragmento da ORF do gene oppD clonado. A biblioteca
gendmica em questdo contém fragmentos do DNA cromossémico de C. pseudotuberculosis
clonados no vetor pCR®-4Blunt -TOPO shotgun (Invitrogen) ja estocados em E. coli DH5a.
A confirmacdo de qual porcdo do gene oppD estava clonado no plasmideo se deu pelo
sequenciamento do fragmento e posterior alinhamento da sequéncia obtida com o genoma
de C. pseudotuberculosis. Esta busca foi realizada através do programa Artemis

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis/).
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Apos a identificagcdo do clone de E. coli, na biblioteca gendmica, que continha o
fragmento da ORF oppD clonado no pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen®) partiu-se entéo para a
extracdo do DNA plasmidiano utilizando as recomendacdes do kit Wizard® Plus Maxipreps
DNA Purification System gene (Promega®. O plasmideo extraido foi diretamente
transformado (ver item 1V.6.1.2) na linhagem 1002 de C. pseudotuberculosis para gerar a
linhagem mutante através de um evento de recombina¢gdo homologa simples. A selecdo dos
clones mutantes para o gene oppD foi realizada em meio BHI contendo o antibidtico

canamicina a 50 pg/mL.

geneoppD

Cromossomo Cromossomo

—_—

M?a fragmento Mhrls
gene oppD

cromossomo,__ 2 0PpD A oppD CromMoSSOmo

s Il W WSS s E—
M13 kan M13
TOPO

Figura 5. Representacdo esquematica do evento de recombinagdo homodloga simples entre o
plasmideo pCR®2.1—TOPO® (Invitrogen®) contendo o fragmento da ORF oppD e o gene oppD
presente no cromossomo de C. pseudotuberculosis. Adaptado Domingueti, 2011

IV.6.1. Transformacgéo bacteriana
IV.6.1.1. Preparo de C. pseudotuberculosis eletrocompetente

O preparo de C. pseudotuberculosis eletrocompetente foi de acordo com Dorella e
cols. (2006d.) Resumidamente, uma colonia de C. pseudotuberculosis 1002 crescida
overnight (O.N) foi diluida em meio BHI (1:50) e incubada a 37°C durante 72 horas sob

agitacdo até atingir uma absorbancia (ODgyonm) €ntre 1,0 e 1,5. Uma vez alcangado este
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valor, a cultura foi centrifugada a 5.000 rpm durante 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspenso em 40 mL de uma solucéo de glicerol 10% gelada e
estéril; este processo foi repetido 4 vezes. Apdés a Ultima lavagem, as bactérias foram
ressuspensas em 1mL da solucdo de glicerol 10%. Esse 1 mL foi dividido em aliquotas de
100 pL que foram estocadas a - 70°C.

IV.6.1.2. Transformagao de C. pseudotuberculosis

O vetor pCR®2.1-TOPO® contendo o fragmento da ORF oppD clonado foi utilizado
para transformar células eletrocompetentes de C. pseudotuberculosis preparadas de acordo
com o protocolo descrito no item IV.6.1.1. A transformacéo foi conduzida por eletroporacéo
seguindo os mesmos parametros descritos anteriormente por Dorella e cols. (2006d).
Imediatamente apds o pulso, foi adicionado a cada cubeta 1,5 mL de meio BHI para
ressuspensao das células e estas foram incubadas a 37° C por duas horas. O processo de
selecdo dos transformantes consistiu em transferir uma aliquota de 100 pL da suspenséo de
células eletroporadas, com o plasmideo, para placas de Petri contendo meio BHI agar
suplementado com 50 pg/mL de canamicina. As culturas foram mantidas a 37°C por
aproximadamente 48 horas. Apdés este periodo as placas foram avaliadas quanto a

presenca de colbnias recombinantes.

IV.7. Confirmacdo do mutante AoppD

IV.7.1. Extragc&o do DNA gendmico de C. pseudotuberculosis
A Unica colbnia transformante obtida foi inoculada em 30 mL de meio BHI
suplementado com 50 pg/mL de canamicina. A cultura foi mantida a 37°C por
aproximadamente 72 horas sob agitacdo. A cultura foi estocada em glicerol (1 mL da cultura
+ 1mL de glicerol 80%) e armazenada a -80° C. Em seguida, foi realizada a extracdo do
gendmico de C. pseudotuberculosis de acordo com o seguinte protocolo: A bactéria mutante
foi inoculada em 20 mL em meio BHI durante 72 horas a 37°C sob agitacdo de 150 rpm. Em
seguida, centrifugada a 5.000 rpm a 4°C por 10 minutos. Apos o descarte do sobrenadante,
o precipitado foi ressuspenso em 1 mL da solugdo | (item IV.2). Depois de homogeneizada,
a suspensdo foi novamente centrifugada, desta vez, a 13.000 rpm, por 10 min., a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi novamente descartado e 1 mL de solucéo Il (item
IV.2) foi adicionado. Apds ressuspender o precipitado, a amostra foi incubada em banho-
maria por 30 min. a 37°C. Foram adicionados 30 pL de sarcosil 30%; a amostra foi
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homogeneizada por 15 min. e entdo deixada em banho-maria a 65°C por 5 min., seguido por
incubagdo a 4°C por 5 min. Para purificagdo do DNA extraido, foi utilizado um protocolo
padrao de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (Sambrook et al., 1989). Em resumo, 1 mL da
solucdo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (item 1V.2) foi adicionado & amostra. Apos
homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 7 min. A fase superior
da amostra foi retirada e transferida para um novo tubo tipo eppendorf de 2 mL. Esse
processo foi repetido mais uma vez e em seguida adicionou-se 2,5 vol. de élcool etilico,
NaOAC (3M) e glicogénio (20mg/mL) numa quantidade equivalente a 10% e 1%,
respectivamente, do sobrenadante. O DNA foi precipitado O.N. a -20°C. Apdés centrifugacéo
a 13.000 rpm por 10 min., o DNA foi lavado com alcool etilico a 70% e ressuspenso em

agua ultra pura

IV.7.2. Confirmacédo do evento de recombina¢do homologa simples por PCRs

Para a confirmacgéo da inativagcdo do oppD pela insercéo do vetor suicida através do
evento de recombinacdo homoéloga simples, foram realizados diversos ensaios de PCRs
utilizando iniciadores que se anelam tanto em regifes do vetor inserido quanto em regibes
do DNA cromossémico de C. pseudotuberculosis. Para amplificagdo de toda a construgéo
foram utilizados iniciadores que se anelam nos sitios de iniciagdo e parada de tradugéo da
ORF oppD uma vez que esses sitios de anelamento flanqueiam toda a insercdo. Para
amplificacdo de fragmentos contendo tanto regides do genoma quanto regides do vetor
foram utilizados os iniciadores citados acima e os iniciadores com sitios de anelamento no
vetor, como M13 e Canamicina (Km). As sequéncias nucleotidicas dos iniciadores, bem
como a combinacdo dos mesmos, estdo nas tabelas 4 e 5, respectivamente. As reacdes
foram efetuadas da seguinte maneira: para amplificacbes de fragmentos de no maximo
2000pb, utilizou-se 1 pmoles/uL de cada iniciador; 0,25 mM de dNTPs; 0,1 unidade de Taq
DNA polimerase (Invitrogen); 2mM de MgCl,, tampé&o da enzima 1X concentrado (Invitrogen)
e 50 ng do DNA gendmico extraido, para um volume final de 50 uL. A amplificacdo por PCR
foi realizada sob as seguintes condi¢Ges: primeira desnaturacdo a 95°C durante 4 minutos,
seguida por 30 ciclos de deshaturacdo a 95°C durante 30 segundos; A temperatura de
anelamento foi variavel dependendo da combinacdo de primers, durante 30 segundos;
extensdo a 72°C durante 5 minutos; e extensdo final por 8 minutos a 72°C. Para
amplificacdo de fragmentos com tamanho superior a 2000pb foi utilizado uma Tag DNA
polimerase Long-Range (Quiagen) .Apés a reacéo, todo o volume da mesma foi aplicado em
gel de agarose a 1% e a resolugdo eletroforética realizada sob as mesmas condi¢bes

descritas no item 1V.5.
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TABELA 4. Iniciadores usados na confirmacédo do mutante.

Iniciadores Sequéncias

oppDF (senso) 5°- ATGACTAACCCTGTCCTTAG -3

oppDR (antisenso) 5- TTAATTGAGAGGGGTACCCG -3

KmF (senso) 5 -ATGATTGAACAAGATGGATTG-3

KmR (antisenso) 5-TTA ATA ATTCAG AAGAAC TC-3

M13F (senso) 5 -GTAAAACGACGGCCAG-3

M13R (antisenso) 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3

TABELA 5. Combinacdo dos iniciadores usados nas reac6es de PCRs para a confirmacdo do

mutante em oppD.

Iniciadores Amostra de DNA Tm (°C) Taqg DNA polymerase
oppDF e oppDR 1002wt 60 Long Range
oppDF e oppDR 1002Ao0ppD 60 Long Range
KmF e KmR pCR®2.1-TOPO®:0ppD 58 Comum
KmF e KmR 1002A40ppD 58 Comum
KmF e KmR 1002wt 58 Comum
oppDR e KmR 1002wt 58 Comum
oppDR e KmR 1002A40ppD 58 Comum
oppDF e KmF 1002wt 58 Comum
oppDF e KmF 100240ppD 58 Long Range
M13F e oppDR 1002wt 58 Comum
M13F e oppDR 100240ppD 58 Comum
M13R e oppDF 1002wt 58 Comum
M13R e oppDF 1002A0ppD 58 Comum
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IV.8. Identificacdo e caracterizacdo do operon opp em C. pseudotuberculosis.

Paralelamente a confeccdo da linhagem mutante AoppD estava sendo anotado o
genoma de C. pseudotuberculosis pela Rede Genoma de Minas Gerais e Rede Paraense de
Genbmica e Protebmica. Findo o processo de anotacao, foi possivel analisar o conteudo
génico do operon opp, sua organizacdo, similaridade com outras bactérias e quais 0s
dominios protéicos conservados presentes nas subunidades protéicas pertencentes ao

transportador.

IV.8.1. Analise do operon opp no genoma de C. pseudotuberculosis.
Para analisar o conteudo e a disposi¢cdo dos genes no operon foi utlizado o
programa Artemis, disponivel para download em

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis). Esse programa é um algoritmo desenvolvido

para visualizagcdo de genomas e realizagdo da anotacdo e curadoria manual. O Artemis
permite a visualizacdo de diversas caracteristicas das sequéncias genfémicas, como:
produto codificado pelo gene predito; busca por similaridade protéica e nucleotidica em
bancos de dados biol6égicos; visualizagdo de provaveis dominios e familias protéicas
conservadas; visualizacao de contetdo G+C, entre diversas outras fun¢des (Rutherford et
al., 2000).

IV.8.2. Andlise de similaridade

A andlise de similaridade dos genes contidos no operon foi efetuada utilizando o
programa BLAST (Basic Local Alignment and Search Tool)
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) na categoria BLASTp . Apenas o melhor alinhamento

(Best hit) foi utilizado para comparacao.

IV.8.3. Analise dos dominios protéicos

Os dominios protéicos conservados, presentes nas proteinas integrantes do
transportador foram analisados através do programa Conserved domains
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/cdd) o qual retne informag¢des de diversos bancos de dados
protéicos como (Pfam, SMART, COG, PRK, TIGRFAM).

IV.8.4. Confirmacéo in-silico do operon
Com o intuito de verificar se todos os genes codificadores das subunidades protéicas

do transportador Opp sao transcritos juntos em um RNA policistrénico, realizou-se a andlise
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da sequéncia de DNA de todos os genes junto com uma regido de 1500 pb & montante do
inicio da primeira ORF do operon. Essa andlise foi feita utilizando a ferramenta de
bioinformatica SoftBerry — FGENESB, um preditor in-silico de genes e operons bacterianos.

IV.9. Padronizacdo de um teste fenotipico para confirmar a perda da funcdo da
linhagem mutante AoppD de C. pseudotuberculosis nainternalizacdo de peptideos
Com o objetivo de desenvolver um teste fenotipico que seja capaz de demonstrar a
perda da funcdo da linhagem mutante AoppD de C. pseudotuberculosis na internalizacéo de
peptideos confeccionou-se curvas de sobrevivéncia comparando as taxas de crescimento

das linhagens selvagem e mutante na presencga do peptideo toxico GSH.

IV.9.1. Curvas de crescimento das linhagens de C. pseudotuberculosis 1002 selvagem
e mutante AoppD na presenca do tripeptideo téxico glutationa (GSH)

Foram preparados pré-indculos da linhagem 1002 selvagem e da linhagem mutante
AoppD de C. pseudotuberculosis em 20 mL de meio BHI acrescido de Tween® 80% (ltem
IV.3). Apds 24 horas de crescimento a 37°C, parte dos cultivos foram re-inoculados (1:100)
em 120 mL de meio BHI acrescido de Tween® 80%, e incubados a 37°C até atingirem o
inicio da fase exponencial do crescimento (DOegynm= ~0,2). Foi acrescentada canamicinana

concentracéo de 50 pg/mL ao meio BHI para o cultivo da linhagem mutante.

Quando foi atingida a DOgynm= ~0,2, as culturas de ambas as linhagens foram
divididas em quatro aliquotas de 30 mL e o GSH foi adicionado a duas delas. As aliquotas
que nao receberam nenhum tratamento consistiam nas condi¢es controle (figura 6). Foram
testadas duas concentracdes de GSH; 5mM e 10 mM; baseadas no trabalho de Green e
cols. (2000). O monitoramento das curvas de crescimento seguiu por meio de leituras de
DOgoonm para os tempos 0, 15, 60, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos apés a adicdo do
substrato téxico as culturas. Os experimentos foram realizados em triplicata para ambas as

concentracdes de GSH e para ambas as linhagens

A partir dos dados de DOgyonm, foram plotadas curvas de crescimento comparando as
linhagens selvagem e mutante na presenca e auséncia do substrato toxico GSH. Os dados
de DOgoonm, foram processados e representados com auxilio do software GraphPad Prism
v.5.0.
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Figura 6. Representacdo esquematica do procedimento utilizado para confec¢do das curvas de
crescimento das linhagens selvagem e AoppD mutante de C. pseudotuberculosis na presenca
e auséncia do substrato tdxico GSH. Apés a diluigdo do pré-inoculo (1:100), a DOgonm da cultura
foi regularmente monitorada em espectrofotbmetro até atingir ~0,2. Este momento foi considerado o
tempo inicial (TO) da curva, quando houve a divisdo da cultura em 4 aliquotas e o substrato toxico
GSH foi adicionado a duas aliquotas, permanecendo as outras duas sem adicdo do substrato
(controle). Esse procedimento foi realizado para ambas as linhagens. Adaptado: Castro, 2009

IV.10 Comparagdo do perfil de expressdo de proteinas secretadas entre as linhas
linhagens selvagem (wt) e mutante (AoppD)

Existem relatos que apontam que os transportadores de peptideos Opp participam
na regulacdo de diversos processos celulares que sdo controlados via peptideos
sinalizadores (Coulter et al.,1998; Samen et al., 2004; Frank et al., 2001). Deste modo,
esperava-se que com a inativacdo do transportador, houvesse uma diferenca no padrao de
expressao génica entre as linhagens selvagem e mutante. Com o objetivo de avaliar se a
inativagdo do gene oppD acarretou em uma mudanca no perfil de expressdo génica da
linhagem mutante foi feita a comparacao do perfil de expressao de proteinas secretadas

entre a linhagem selvagem e AoppD mutante. Os estudos comparativos foram feitos através
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de analises quantitativas utilizando eletroforese bidimensional (2-DE) (em triplicata para

ambas as linhagens) seguindo os seguintes métodos;

IV.10.1 Extracdo das proteinas extracelulares

Para obter as proteinas secretadas foi utilizada a técnica de particdo em trés fases
de acordo com Paule e cols. (2004), como descrito a seguir: apés o cultivo (DOgponm=2.0) as
culturas foram distribuidas em tubos tipo Falcon e centrifugadas por 20 min. a 4.000g e os
sobrenadantes foram filtrados em filtros de membrana 0,22 pm. Posteriormente foi
adicionado sulfato de aménio na concentracdo de 30% (p/v), o pH da mistura foi ajustado
para 4.0 e n-butanol adicionado no mesmo volume do sobrenadante. A solugé&o foi incubada
a temperatura ambiente por 1 hora e centrifugada posteriormente a 2000g por 10 min. para
gue ocorresse a separacao em trés fases. A precipitacdo interfacial foi coletada e dissolvida
em 1 mL de Tris 20 mM (pH 7.4) acrescido de 10uL de coquetel inibidor de proteases
(concentragdo 100x) (GE Healthcare). O extrato protéico obtido foi dialisado por 48 horas
contra 4gua Milli - Q utilizando uma membrana de didlise com fator de exclusdo de 12 kDa.
A concentragdo protéica foi determinada de acordo com o método descrito por Bradford
(1976).

IV.10.2 Eletroforese bidimensional (2-DE)

Esta etapa foi realizada utilizando géis com gradiente de pH imobilizados sobre strips
Tiras Immobiline (GE Helthcare) de tamanho constante 18cm, com intervalo de pH
determinado nao linear 3-10. 230ug de proteinas foram ressuspendidas em tampédo de
reidratacdo (Uréia 7M, Tiouréia 2M, CHAPS 2%, Tris-HCL 40 mM, azul de bromofenol
0,002%, DTT 75 mM, IPG Buffer 1%). A focalizag&o isoelétrica (IEF) foi realizada utilizando-
se o aparelho IPGphor 3 (GE Helthcare), sob a seguinte voltagem 100V 1hr, 500V 2hr,
1.000V 2hr, 10.000V 3hr, 10.000V 60.000Vhr, 500V 4 hr. Ap6s a IEF as tiras foram
equilibradas por 15 min. em 10 mL de solug&o (Tris-HCI 50 mM pH 8.8, Uréia 6M, Glicerol
30%, SDS 2%, azul de bromofenol 0,002%) contendo o agente redutor DTT (100mg/10mL)
e posteriormente com o agente alquilante iodoacetamida (250mg/10mL). A segunda
dimensao foi feita utilizando gel de poliacrilamida 12%, em sistema vertical DaltSix (GE

Healthcare).

IV.10.3 Coloracéo por Coomassie coloidal
Os géis foram corados por Coomassie coloidal G-250, como descrito a seguir: o gel

foi fixado em solu¢éo contendo metanol 30%, &cido fosforico 2%, por 24h. Posteriormente
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utilizou-se solugcdo contendo 2% acido fosforico para lavar os géis que em seguida foram
incubados em solugéo contendo 2% de acido fosforico, 18% de metanol e 15% de sulfato de
amonio por 30 min. Apés este periodo foi acrescentado 5 mL de solugdo de Coomassie Blue
G-250 (1%), permanecendo imerso nesta solucdo sob leve agitacdo por 48 h.

IV.10.4 Digitalizacdo e analise das imagens

Depois de corados os géis foram digitalizados no scanner Ettan DIGE Imager (GE-
Healthcare). As imagens foram analisadas com o programa ImageMaster 2D Platinum 7.0
(GE-Healthcare). O teste ANOVA foi adotado para avaliar as diferencas significativas dos
spots entre as amostras (p<0,05).

IV.11. Estudo do papel do transportador de peptideos Opp na viruléncia e

patogénicidade de C. pseudotuberculosis

Com o intuito de avaliar se o transportador Opp de C. pseudotuberculosis esta
relacionado a viruléncia e patogenicidade dessa bactéria foram realizados testes
comparando a persisténcia da infeccdo em modelo murino; a adesdo e viabilidade da
bactéria em macrofagos; e a capacidade de causar morte e lesdo em camundongos entre a

linhagem AoppD mutante e a linhagem selvagem.

IV.11.1. Comparagdo da viabilidade, em macr6fagos murinos J774, de C.
pseudotuberculosis selvagem e mutante

Sendo C. pseudotuberculosis um patégeno intracelular, ele tem a capacidade de
aderir a parede celular do hospedeiro, se internalizar e sobreviver dentro desse meio
causando a enfermidade. Deste modo, com o intuito de verificar se o transportador Opp
possui algum papel nesse processo, estudamos o padréo de adesado da linhagem mutante
comparada a linhagem parental 1002, bem como sua viabilidade no interior de macréfagos
murinos J774. Esta parte do trabalho foi realizada em colaboracdo com a equipe do Dr.
Raphael Hirata Jr, na UERJ.

IV.11.1.1. Preparacdo das monocamadas de células J774

A linhagem celular J774, originada de linfoma murino e diferenciada em macroéfagos,
foi cultivada em meio essencial de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado
com antimicrobianos (50ug/mL de gentamicina e 2,5ug/mL de fungizona) e 5% de Soro Fetal
Bovino. As células foram mantidas sob temperatura de 37°C, em atmosfera de 5% de CO,,
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no interior de garrafas plasticas para a cultura de células (Costar). As monocamadas
confluentes foram tripsinizadas em intervalos de dois dias, utilizando-se a solucéo isotonica
(salina) contendo tripsina 0,2% (p/v) e EDTA 0,02% (p/v). ApOs aproximadamente trés
minutos de interagdo, a tripsina foi removida da garrafa e nova partida de meio DMEM
completo foi adicionado a monocamada e agitada vigorosamente para que as células se
soltassem do fundo da garrafa plastica. A suspensao foi contada em camara de Neubauer e
diluida de modo a conter em torno de 1 x 10° células/mL. Para os ensaios de aderéncia, 500
ul a suspenséo celular (em torno de 5 x 10° células/mL) foram distribuidos em microplacas
de 24 pocos. As placas foram incubadas em estufa de CO, por 48 horas, até que a

monocamada apresentasse acima de 95% de confluéncia.

IV.11.1.2. Ensaios dainteracdo microbiana com células J774

As linhagens de C. pseudotuberculosis foram cultivadas em meio liquido BHI e
incubadas por 24h a 37°C. Apos trés lavagens das amostras com solucdo salina tamponada
de Dulbecco (PBS, 0,01M, pH 7.4, contendo 10mM de MgCl, e 10 mM CacCl,) estéril, as
linhagens foram ressuspensas em meio DMEM sem aditivos. As suspensfes padrao
bacterianas foram diluidas em meio DMEM de modo & obtencédo de turvagdo bacteriana de
0.1 em comprimento de onda de 580 nm (cerca de 10" UFC/mL) em espectrofotdmetro de
tubos de vidro (Micronal 580D). A suspenséo, foi em seguida, diluida 1:10 (em torno de 5 x
10° UFC/ml) em DMEM, para uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 10 bactérias por
célula J774, em volume final de 500 pL. Apds interacdo por 1, 3 e 6 horas, aliquotas dos
sobrenadantes foram removidas, diluidas e contadas para a determinacdo das UFC/mL.
Logo ap6s as monocamadas foram lavadas seis vezes com PBSD (ltem IV.2.) de forma
branda, para que as células ndo se soltassem do fundo, e ressuspensas em 500 uL tampao
de lise [(PBSD 0.1% de Triton X100 (BioRad)]. O lisado foi diluido para a contagem das
UFC/mL e semeados em placas de BHI-agar. O percentual de células aderidas foi
determinado a partir do somatério das UFC no sobrenadante + UFC associadas as
monocamadas (assumido como 100% dos microrganismos) de acordo com a seguinte
formula: UFC associadas as monocamadas/ UFC no sobrenadante + UFC associadas as

monocamadas X 100.

IV.11.1.3. Ensaios de viabilidade intracelular

Os ensaios de viabilidade intracelular foram realizados através da exclusdo pela
gentamicina. Apdés os tempos de incubacédo de 1, 3 e 6 horas, as monocamadas foram

lavadas de forma branda por seis vezes, e nova partida de meio DMEM contendo 150 ug de
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gentamicina (Sigma) foi adicionada por uma hora. Controles da associagdo as
monocamadas também foram realizados, da forma descrita anteriormente. Apés trés
lavagens com PBSD, as monocamadas foram lisadas com tampé&o de lise, diluidos em
PBSD e plaqueados em BHI-agar, para a determinacdo das UFC. O percentual de
microrganismos Vviaveis intracelulares foi determinado a partir do controle das bactérias

associadas (sem a exposi¢ao a gentamicina).

IV.11.1.4. Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como a média () desvio padrdo. A significancia da
diferenca entre os grupos foi calculada utilizando-se o teste ANOVA, seguido do teste
“Turkey”, ambos disponiveis no software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software). Um

valor de p <0,05 foi utilizado como limite da significancia estatistica.

IV.11.2. Ensaios de infeccdo e persisténcia com as linhagens de C.
pseudotuberculosis selvagem e mutante AoppD

Para avaliarmos se a inativacdo do oppD afetou a capacidade da linhagem mutante
em causar morte e lesdo em camundongos, bem como a persisténcia da infecgdo nesses
animais foram feitas infeccdes experimentais das linhagens selvagem e mutante em modelo

murino.

IV.11.2.1. Animais e parametros da infecgéo

Utilizou-se nos ensaios de infeccdo e persisténcia camundongos BALB/c com idades
entre seis a oito semanas. Esta linhagem foi escolhida pela susceptibilidade a infecgéo a C.
pseudotuberculosis. Os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo do ICB/UFMG.
Todos os procedimentos com estes animais foram realizadas segundo as normas do comité
de ética desta instituicdo de pesquisa (CETEA/UFMG).

A padronizacdo de parametros tais como: calculo da dose letal (LD50), volume das
culturas a serem inoculados nos animais; via de inoculacdo mais adequada e intervalos

entre as imunizagdes foram realizados anteriormente por Dorella, 2009.

IV.11.2.2. Infec¢cdo experimental dos camundongos e andlises de viruléncia

Para os experimentos de avaliagdo da viruléncia através da infec¢do experimental,
os camundongos foram dividos em trés grupos, contendo 15 animais cada um. O primeiro

grupo foi inoculado com solugédo salina 0,9% (controle negativo). O segundo grupo foi
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infectado com a linhagem C. pseudotuberculosis 1002 selvagem, e o terceiro grupo com C.
pseudotuberculosis mutante AoppD. Todos os animais foram infectados pela via
intraperitoneal, com um volume final de 100 uL para cada dose. As inoculagcdes com ambas
as linhagens continham 10° UFC/mL. Os animais foram avaliados diariamente quanto a
formacdo de abcessos no local da aplicagdo, nivel de prostracdo e o numero de o6bitos
foram contabilizados. Os camundongos que apresentaram sinais de morbidez, de médio a
avancados, foram sacrificados por deslocamento cervical e também contabilizados como
Obitos. As taxas de sobrevivéncia dos animais foram processados e representados com

auxilio do software GraphPad Prism v.5.0 através do teste Kaplan-Meier survival curve.

Para os ensaios de persisténcia da infeccdo procedemos da mesma forma descrita
anteriormente, com excecdo da dose de inoulacdo que foi um pouco mais baixa que a
anterior, (5x10° UFC/mL) para evitar que os animais fossem a 6bito antes da conclusdo do
experimento. Durante os dias 1 a 5 pos-infecgdo, 3 animais de cada grupo foram
sacrificados e tiveram seus bacos extraidos e macerados em 2mL de salina 0.9%. Desse
macerado foram plaqueadas as diluicdes 10" e 10?% em duplicata, em placas BHI para os
camundongos infectados com a linhagem selvagem e BHI suplementado com canamicina
(50 pg/mL) para os animais infectados com a linhagem mutante. Os resultados da contagem
de UFC de C. pseudotuberculosis contidas no baco foram processados e representados
com auxilio do software GraphPad Prism v.5.0 através do teste 2way ANOVA

57



V. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1 Avaliacdo da utilizacdo de um clone da biblioteca genbmica de C.
pseudotuberculosis para geracdo da linhagem AoppD mutante

Através do trabalho desenvolvido por D’Afonseca e cols. (2010), em que foi feito a
caracterizacdo parcial do genoma de C. pseudotuberculosis por meio do sequénciamento
aleatério (GSS) de uma biblioteca genémica, foi possivel identificar, em um dos clones
pertencentes a essa biblioteca, um fragmento da ORF do gene oppD ligado ao plasmideo
pCR®2.1-TOPQO®. Com o intuito de avaliar se o plasmideo em questéo poderia ser utilizado
para gerar uma linhagem mutante de C. pseudotuberculosis, através do evento de
recombinagcdo homodloga simples, o fragmento foi sequenciado e comparado contra o

genoma de C. pseudotuberculosis por meio da busca de similaridades.

A partir do sequenciamento foi obtida a sequéncia de todo o fragmento clonado que
tinha aproximadamente 1200pb. As sequéncias geradas foram primeiramente unidas em um
anico contig utilizando o progama CAP3 e posteriormente comparada contra 0 genoma de
C. pseudotuberculosis, que estava sob fase de anotacdo, utilizando o algoritimo BLASTn
através do progama ARTEMIS. Com essas analises foi possivel constatar que a sequéncia
nucleotidica do fragmento de DNA cromossémico de C. pseudotuberculosis que estava
ligado ao plasmideo pCR®2.1-TOPO® em um dos clones da biblioteca gendmica de C.
pseudotuberculosis possuia uma similaridade de 100% com 1000pares de bases da ORF
oppD (ver secéo IV.1).

Como o plasmideo pCR®2.1-TOPO® nZo possui origem de replicacdo em C.
pseudotuberculosis (plasmideo suicida), e nele esta clonado um fragmento de DNA de mil
pares de bases que é homologo a regido central do gene oppD de C. pseudotuberculosis, é
justificada a sua utilizacdo como ferramenta para a geragdo de uma linhagem mutante para

0 gene oppD através do evento de recombinacdo homologa simples

O nocaute génico é uma boa estratégia para se estudar a funcédo de determinados
genes no organismo vivo. Diversas metodologias podem ser adotadas para esse processo
de inativacdo em bactérias, sendo que uma das mais utilizadas é a inativagdo génica via
recombinacdo homologa. Nesse processo um fragmento homologo do gene que se deseja
nocautear é ligado a um plasmideo, que seja incapaz de se replicar no interior do organismo
de interesse. Uma vez no interior da célula a Unica maneira do plasmideo permanecer
integro € a sua insercao no DNA cromossémico via mecanismo de recombinag¢do homdéloga,
esse processo faz com que o plasmideo se insira no interior do gene alvo tornando-o inativo

(Kalogeraki., et al 1996). Nessa ocasiéo o vetor utilizado é denominado plasmideo suicida.
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V.2 Confeccdo e confirmacdo da linhagem mutante de C. pseudotuberculosis
defectiva no transporte de peptideos.

Foram feitas diversas tentativas de transformacdo até a obtengdo da linhagem
mutante, a qual foi confirmada fenotipicamente pelo crescimento em meio de cultura
contendo o antibiético canamicina, e molecularmente por PCRs utilizando diversas
combinac@es de primers.
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Figura 7. Gel de agarose 1% contendo o resultado da PCR efetuada para confirmacéo
molecular da inser¢cédo do plasmideo no interior do gene oppD

TABELA 6: Combinacdes de primers utilizados na PCR

PRIMER 1 PRIMER 2 Amostrade DNA  Tamanho do fragmento

Cl1 Controle negativo

C2 oppD foward oppD reverse 1002wt 2000pb

C3  oppD foward oppD reverse  1002AoppD - 7000pb

C4 Km foward Km reverse Topo PCR 700pb

C5 Km foward Km reverse 1002Ao0ppD - 700pb

C6 Km foward Km reverse 1002wt N&o houve amplificacéo
C7 oppD reverse Km reverse 1002Wt N&o houve amplificacao
C8 oppD reverse Km reverse 1002A0ppD - 3200pb

C9 oppD foward Km foward 1002Wt N&o houve amplificacdo
C10 oppD foward Km foward 1002AoppD - 2000pb

Cl11 M13foward oppD reverse  1002Wt N&o houve amplificacdo
C12 M13 foward oppD reverse  1002AoppD - 1650pb

C13 M13reverse oppD foward 1002wt N&o houve amplificagio
Cl14 M13 reverse oppD foward  1002AoppD - 1800pb
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Figura 8. Representacdo esquemaética da estrutura génica apds o evento de recombinacao
homologa simples (interrupgéo do gene oppD ), e os fragmentos gerados pela PCR.

O gel de agarose da figura 7 permite visualizar o resultado da PCR feita com o intuito
de confirmar a inser¢do do plasmideo no interior do gene oppD. Para isso foram utilizadas
diversas combinac¢des de iniciadores, sendo que para cada combinacéo foi feita uma reacdo
controle com a linhagem selvagem (canaletas C2, C6, C7, C9, C11, C13). Sempre que um
dos iniciadores utilizados na reacdo possuia seu sitio de anelamento contido no plasmideo
inserido, a amplificagdo s6 era possivel quando a amostra de DNA era proveniente da
linhagem mutante. Nas canaletas 2 e 3 observamos os fragmentos oriundos da amplificacédo
utilizando iniciadores que se anelam no inicio e no fim da ORF oppD, regides que
flanqueiam a insercédo. Quando a amostra de DNA era proveniente da linhagem selvagem, o
fragmento obtido correspondia ao tamanho de toda a ORF do gene oppD (2000pb). Quando
a amostra era da linhagem mutante, o fragmento correspondia ao tamanho da ORF
completa, mais o plasmideo inserido (5000pb), ou seja, aproximadamente 7000pb. Esse
resultado nos deu a confirmagdo molecular que o vetor havia se inserido no interior de gene,
tornando-o inativado.

Apesar de o internalizador de peptideos Opp ser um complexo macromolecular

formado pela unido de varias subunidades protéicas e consequentemente varios genes
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acreditamos que a inativacdo da subunidade OppD seja suficiente para estudarmos a
funcéo de todo sistema, uma vez que essa subunidade é a responsavel pelo fornecimento
de energia para o funcionamento do transportador através da hidrélise de moléculas de ATP
(Higgins. 1992). Além disso, provavelmente, a inser¢do do plasmideo suicida no interior do
gene oppD acarretou em um efeito polar sobre a transcricdo do gene oppA pois esse gene
se encontra a jusante do oppD no genoma de C. pseudotuberculosis. O produto do gene
oppA é responsavel pela captacdo do substrato no meio extracelular e transferéncia desse
para as subunidades formadoras do poro na membrana plasmatica (oppB e oppC). Deste
modo o nocaute do gene oppD nos permitird inferir, através do estudo das mudancas
fenotipicas ocasionadas pela sua auséncia , qual o papel do transportador de peptideos em
C. pseudotuberculosis.

V.3 Identificacdo e caracterizacdo do operon opp de C.pseudotuberculosis através de
andlises in silico

Com a conclusdo da anotacdo do genoma de C. pseudotuberculosis diversas
analises in silico do operon puderam ser efetuadas. Através do progama ARTEMIS pdde-se
estudar a disposicéo dos genes em C. pseudotuberculosis

) Agiicativos Locais sisterna (@~ @ @ & & Ter 24 Mow, 15:41  Usuasio compartilhado cos alunos (&
AFEEmTE ENEry EATE CPI002- U106

Eile Epteias Salect Wisw Cats Eit Crewte Bun Criph [Msp]ny
Eemryz (] Gpd002-wd0, asbl ] Cp002_subsizsion_wi. esbl
CHlactad faatura: bz 073 sENAD LeUsE 600 CPI00D 0367 [ UPSTISA.tRONCT F1R1 50 tetSIRI1SP T8 TP 0O071TED. | CORnEhSEtEriUE § Brursas e 2us

“1n |l||-||IIIII|||| PEI T e e rem L Lneer nweeen LIS 1 I 1 1 O A | 1=
rpix
I_ Tin I-H n IIIIIII Il I|I|I I[Ilﬂlwbnlllllllllllllll LORTRT RUTRCTTHTT et A ﬁhﬁﬁl-ﬂll-ﬂ U N
CpaO0Z_ 0571
(] lll-“ | I [ T o i | AT mrwinm IIIIIIIIJII_ 111 |
sdat
Hi FeE Fﬁt k3l Fic:l’.‘rl\ﬁlﬂﬂl sternxcan B Fa Patternican o am
74 20 7 e o) b 5 P [Ta [ 7 Py |imRacn (Keckie] [Fse
n i4PT P, recdsam  Patterndcan FrofilieScan a1 PHH
fmer |IIIIIIIIIIIhII e | AT N I

e Inl i IIIrIIl'lI]II I “2 il

i III II iIIIII nmmen wi N L I omm i
Cpltd 5 Cplddl Hats
I LT T O T T T 1 T N (1 I [IRIT | T nwmwnr wm  mwrrnon -
4
o, R
R ¢ K ]
T W oK K E
T GlAGAL

L KETPRETASALT .n_SLCR?YLRFNTLRTCL\-‘I['AFP'ID
) K
S M

KEHEELEK®"R KTFZ RILLETSCGHEK R G GR M GCDG = 3
'L(XD'\!'E'ILD.&_KDR\-‘SFD-
TEAGGTTCTRGACGCT)

14
# FLCESZ3EDQDRIKRS S RELFPFFHEDFPETFPEKSPFLCFPJIDPHNLIGEK®SS EFOQO3FEKAERERPSEERTET?YTFTGHLETYFS
L L5 v & F QTS5 TEFPKQI® S L 5T 5T RS & LS L T L = 5 KL EEILOQYQPFTFIS5SRTAS VYT F S L LWPFS P LS LU=

L | | L]
N E——
Wl SC_feature A0 I7r6E ¢ KNMTIQE hit o TLGRD1TER, oli@o_KPY: oligopeptide/dipeptide s8¢ trane, score 1.5e=16
i SC_Teature 3F2TIE 37M9GE C MWWPTam hiT To PFOB35Z, olipo kY, score 8.6e-27
Wi SC_feature TS 37MMS ¢ superfamily it vo 33F5E540, F-loop containing nucleoside triphosghate hydrolases, score 2.le-64
wi 3e_teature TG 37 ¢ dened hit o G3058z3.40.50. %, ro desceiption, score Se-EF
B Peature IMEEGL ITEHG ¢ Profil4ioan hiT uo PERNE0D, ABRC_TRANGPORTER.Z, sdire 25977

&l 52 _Yearide IFI0EG ITVSEE @ MMMSELAFT RVE wo SHOOEEX, A0 SESCPNETIeR, dSoo0fe D.8e-18
il SE_Voaruso HF2OER  FTVEEE € WWMPYaR MiE om0 PROOOOE, ABC_Tras, Score B, 50-58
M i SC_veatuse IFI4H FTII0E € FarTanican W1t To PSOOZI, ABC_TRANSPORTER_L. score WA
B wi 5C_veature IFIT4F 74605 ¢ HMMFanTher NIt To PTHELS, . OLIGOPEFTLDE ABC TRANSFORTER, score I, Ze-137
B Wi SG_THATure AT FHGHE ¢ HMNFanTher NI we FTHRLS, AIF GINDENG CASGETE (AGC) TRAMGFORTER, sgore Z.de-Lal

wi 5c_feature 3F3TSE IM40ME ¢ HMWTigr hit me TLCROITER,

hwoJ-F‘r' aligopepzide/dipeptide A trans, score §.9e-24

wi g _Peaturg STEIE SMAIE ¢ HNWPYam hiz wo PPOS3EE, olige FPY, score 7. 7e-27

w22 _fRAturs AFJ/TE ITATOZ £ zuparfastly K1t to SRFL2TA0 Polzop containdng nuclEoside triphacphat: hydeolizes, soore 2. Te-BR
Wi SC_Teature 370 374TOE ¢ Cene3D MMT To (ENEAZ3.40.%0. 30, no description, score 3. Ge-67

Wl EC_feature SFSSdT 374680 ¢ Froftlescan hit to PSS0ES2, ARC_TRANGPORTER_Z, score 20.43%

) wi SC_Teature IF4016  ST4G1Z ©  HMMSERrt hAT To SMO0ESE. mo a@escription, score 2. 2e=13

wi sC_feature IFaid 304d0S ¢ loePram it mo PROOOOS, RB{_tram, score 1.de-52
B w5 Peature I4HS MG € Patternican hit to PSOGRIL, APCTRANSPORTERL, Store MA

3 Peature IR IMTIL € HGRATPHHN R1% te SigaaiP-MN (Gras+), S1gnal-peptidi. Sbre NA
Wb SM4TIE ISTIS € b (3 Trom £)

Wl SE_Feature ITATI) ITSHEE £ WNWPYam MY %0 PFOOSDE, BRO_Tramsp 1, scorfe D.0e-34

il SC_TeaTure JFATGR  ITSIG ¢ Frofmlescan BT To PSS0GIE. &BC_TML, score 19,162

Bl SC_TeaTire IFS0NE ITHOTH ¢ FarrernScan MT To POOOOGZ, ALDOKETO_REDUCTASE 2. &C0Fe Ma ¥
- STETER  STETAL o e P e B
] g

|| @ Windows Live Motma__. | @ NCHI BlastCp1002_0._ | i PABLO - Navegadord.. | | Artemis Release 11 §_Artemis Entry Edit C.. | (i) sequencia dooperon .. [T I i

Figura 9. Tela do progama ARTEMIS contendo a organizacédo génica do operon (oppBCDA)
no genoma de C. pseudotuberculosis.

61



Observando a figura 9 podemos perceber que o0s genes codificadores das
subunidades protéicas do transportador Opp estdo orientados na diregcdo contraria das
ORFs que os flanqueiam, tal fato € um indicativo de que o0s genes sdo regulados
independentemente, corroborando com a hip6tese de que esses genes fazem parte de um
operon (Green et al., 2000). Outro fato relevante é que a disposi¢cdo dos genes codificadores
do transportador de peptideos € incomum em C. pseudotuberculosis. O gene oppA que na
maioria das espécies de bactérias é o primeiro do operon, em C. pseudotuberculosis foi
translocado para o final. Essa mesma disposicdo é encontrada no opp de M. tuberculosis
H37Rv (Figura 10) (Green et al., 2000)

Mycobacterium tuberculosis H37Rv chromosome, complete genome

MNCBI Reference Sequence: NC_000962.2
GenBank FASTA

Link To This Page | Feedbadk

- S nc_o00962.2: 1.4M—1.4M (7.0Kbs) | A a| | + ATE * Tools~ | A\ Configure 2 7 -
i [1,437500 1437 K 1436500 1436 K [-1,435500 1435 K [1434,500 1434 K 1433500 [-1433 K 1,432,500 [-1432 K 1,431,500 1,431
Genes
oppE oppD
MP_215799. 1 NP_215787 1
oppC OppA

NFP_2157495. 1 I MP_215796.1

M|
Frv1 284

I 1P _215800.1

Figura 10. Representacdo do contexto genémico do operon opp em M. tuberculosis H37Rv.
(oppBCDA).
Adaptado: <http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/571166812report=graph>. Ultimo acesso: 06/02/2012.

A andlise dos dominios protéicos presentes nas subunidades do transportador foram
efetuadas através do progama Conserved Domain disponivel no site do NCBI. Na sequéncia
de aminoacidos do gene oppA foi encontrada similaridade com um dominio protéico
extracelular de ligacdo a peptideos, mostrando que essa subunidade esta ligada a captura
de peptideos do meio extracitoplasmatico e transferéncia desses peptideos as proteinas

formadoras do canal transmembranico.

Nas sequéncias de aminoécidos dos genes oppB e oppC foi encontrado um dominio

protéico conservado, relacionado a formacgéo de canais de transporte através da membrana
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plasmatica. Tal fato indica que essas proteinas sdo as responséaveis pela formagéo do canal

pelo qual os peptideos séo translocados através da membrana.

Na andlise da sequéncia do gene oppD foram encontrados dois dominios protéicos
relacionados a hidrélise de ATP (Figura 11). Esse resultado pode explicar a auséncia do
gene oppF no operon em C. pseudotuberculosis. A presenca desses dominios na mesma
proteina pode ser devido, provavelmente, a uma fusao entre os genes oppD e oppF. Essa
mesma configuracdo foi encontrada em Mycobacterium tuberculosis, mostrando que essa

fusdo pode ser uma caracteristica das Actinobactérias (Braibant et al., 2000).

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 L0 an an 400 500 211 21

T

ATP binding site M} i i | ATP binding site *f i L i
REC transporter signature mti\“_k REC transporter signatupe n'otiP_k
Halker RA-loor / Halker B Halker RA-loor | f Halker B [}
8-looplid [ D-loop Jf A-loop1id [} O-luop [}
H-loopsswitch reaion | f H-loop/suitch pegion Jf

AL (\BC_NikE_OppD_transporters ABC_NikE_OppD_transporters
Superfanilies
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P-loop_NTPase superfamily

P-loop_NTPase superfamily
Hulti-donaing DppD dppF

Figura 11. Resultado da busca por dominios protéicos conservados na sequencia de aminoacidos
do gene oppD de C. pseudotuberculosis. A figura mostra que o gene oppD possui dois dominios
protéicos relacionados a hidrélise de ATP.

Adaptado: <http://www. http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi >. Ultimo acesso: 06/02/2012.

V.3.1 Comparacdo das sequéncias nucleotidicas dos genes pertencentes ao operon
opp entre as linhagens de C. pseudotuberculosis ja sequenciadas

Em um trabalho de genémica comparativa, realizado pelo nosso grupo de pesquisa
em parceria com outros colaboradores, diversas linhagens de C. pseudotuberculosis
isoladas de diferentes hospedeiros em varias partes do mundo (Tabela 7) tiveram seus
genomas sequénciados, montados, anotados, e submetidos a uma posterior analise
comparativa através de uma abordagem pangendmica (Silva et al., 2011). De posse desses
genomas foi possivel fazer a comparacdo das sequéncias nucleotidicas de todos os genes
codificadores das subunidades protéicas do transportador de peptideos Opp entre todos os
isolados. Os resultados demonstraram que a sequéncia nucleotidica dos genes
pertencentes ao operon opp sdo idénticas entre as linhagens de C. pseudotuberculosis
sequenciadas. Tal fato nos mostra que o transportador Opp faz parte do genoma central
(core) de C. pseudotuberculosis. Genoma central € um termo utilizado para designar genes
gue estao sujeitos a uma significativa presséo seletiva devido a funcao essencial que eles
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exercem na biologia do organismo e por isso estdo presentes nos genomas de todas as
linhagens analisadas (Tettelin et al., 2005; Muzzi et al., 2007; Lapierre; Gogarten, 2009).

TABELA 7 — Locais de origem e hospedeiros das linhagens de C. pseudotuberculosis ja
sequenciadas

ESPECIE LINHAGEM ‘ BIOVAR HOSPEDEIRO ORIGEM REFERENCIA

C. pseudotuberculosis | 1002 ovis Caprino Brasil Ruiz JC et al. ,
2011

C. pseudotuberculosis | C231 ovis Ovino Austrdlia | RuizJCet al.,
2011

C. pseudotuberculosis | 119 ovis Bovino Israel Silva A et al,,
2011

C. pseudotuberculosis | FRC41 ovis Humano Franca Trost E et al.,
2010

C. pseudotuberculosis | PAT10 ovis Ovino Argentina | Cerdeira LT et
al,, 2011a

C. pseudotuberculosis | CIP52.97 equi Equino Inglaterra | Cerdeira LT et
al., 2011b

C. pseudotuberculosis | 162 equi Camlideo Quénia Em
publicacéo

C. pseudotuberculosis | 258 equi Equino Inglaterra | Em
publicacéo

V.3.2 Confirmacé&o in-silico do operon.
A andlise das sequéncias dos genes codificadores das subunidades protéicas,
integrantes do transportador de peptideos Opp, através da ferramenta FGENESB disponivel

no site www.softberry.com demonstrou que eles fazem parte de um operon e que séo

transcritos em uma Unica unidade transcricional (Figura 12).

Frediction of potential genes in microhial genomes
Time: Tue Jan 1 00:00:00 2005

Seq name: test segquence

Length of sequence - 5826 bp

umber of predicted genes - 4
er ot transcription units - 1, operons - T ==

N ~ Tu-0p  Conserved o Start End Score
pairs (N-Pv)

1 10p 1 + cDs 17 - 1000 2bh

2 1 0p 2 + CcDS 1002 - 2042 335

3 10p 3 + CDS 2046 - 4118 409

4 1 0p 4 + CcDs 4143 - 5825 542

Figura 12. Resultado da andlise das sequéncias dos genes codificadores das subunidades
protéicas pertencentes ao transportador Opp através da ferramenta FGENESB. Em torno do
circulo vermelho estd a indicacdo de que 0s genes sdo transcritos juntos, em uma Unica unidade

transcricional.
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V.4 Padronizacdo de um teste fenotipico para confirmar a perda da funcdo da
linhagem mutante AoppD de C. pseudotuberculosis na internalizacao de peptideos

Uma forma de caracterizar fenotipicamente linhagens mutantes defectivas no
transporte de moléculas através da membrana plasmatica € a utilizacdo de substratos
analogos que ao serem internalizados por esses transporadores apresentem toxicidade a
bactéria. Essa metodologia é efetiva nesse tipo de analise, pois se espera que na linhagem
mutante a auséncia do transportador torne essa linhagem resistente aos efeitos do substrato
tdéxico uma vez que esse ndo sera internalizado pela bactéria. J4 na linhagem selvagem a
presenca do transportador funcional fard com que o substrato téxico seja transportado para

o interior da célula causando danos a bactéria.

Em um trabalho realizado por Green e cols. (2000), no qual foi gerada uma linhagem
mutante de M. bovis, uma espécie bacteriana filogeneticamente préxima a C.
pseudotuberculosis deficiente no transporte de peptideos através da inativacdo do gene
oppD utilizou-se o tripeptideo glutationa (GSH) como substrato toxico para a caracterizacdo
fenotipica da linhagem mutante.

O GSH é um tripeptideo formado pela unido dos aminoéacidos glutamato, cisteina e
glicina. Esse composto esta presente nas células da maioria dos organismos vivos e
acredita-se que ele funcione como um agente antioxidante protegendo as células dos efeitos
danosos ocasionados pelos radicais livres do oxigénio (Seres et al.,, 2000). Algumas
espécies bacterianas pertencentes ao grupo das actinobactérias dentre as quais estdo
inclusas M. bovis e C. pseudotuberculosis, ndo sintetizam o GSH e utilizam outros
compostos como agente antioxidante. A base da toxicidade do GSH contra M. bovis é
desconhecida, mas acredita-se que a presenca de altas concentracdes desse tripeptideo no
citoplasma cause uma pertubagdo nas reagbes de oxi-redugdo ocasionando na morte

celular (Green et al., 2000).

A utilizacdo do tripeptideo glutationa GSH como substrato tdéxico se mostrou uma
ferramenta eficiente na caracterizagdo de linhagens mutantes para o transportador de
peptidos Opp em uma espécie de bactéria filogeneticamente proxima a C.
pseudotuberculosis. Assim sendo resolvemos utilizar essa mesma molécula para
caracterizacao fenotipica da linhagem mutante AoppD de C. pseudotuberculosis. Para isso
foram feitas curvas de crescimento, através de leituras de densidade 6tica (DOgoonm), das
linhagens selvagem e mutante na presenca e auséncia do substrato toxico GSH nas
concentracbes de 5mM e 10 mM conforme pode ser visualisado nos gréficos a seguir
(Figuras 13 e 14).
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Figura 13. Curvas de crescimento (DOgyponmX Tempo) das linhagens de C. pseudotuberculosis
1002 selvagem (wt) e mutante AoppD na presenca e auséncia do tripeptideo GSH 5mM .
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Figura 14. Curvas de crescimento (DOgyponmX Tempo) das linhagens de C. pseudotuberculosis
1002 selvagem (wt) e mutante AoppD na presenca e auséncia do tripeptideo GSH 10mM
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Diferente do trabalho realizado por Green e cols. (2000), com um mutante oppD de
Mycobacterium bovis, em que a linhagem selvagem foi sensivel a concentracdes de 5mM de
GSH, C. pseudotuberculosis mostrou-se resistente aos efeitos toxicos do GSH nessa
concentracdo uma vez que as linhagens selvagem e mutante apresentaram o mesmo perfil
de crescimento na presenca e auséncia do substrato toxico (figura 13). Com o intuito de
encontrar uma concentragdo de GSH na qual C. pseudotuberculosis fosse sensivel aos
efeitos toxicos desse substrato, foram testadas diversas concentracdes de GSH (dados nédo
mostrados) sendo escolhida a concentracdo de 10mM uma vez que concentracdes acima

desse valor inibem o crescimento de ambas as linhagens.

O grafico da figura 14 mostra que apesar da glutationa ser téxico a C.
pseudotuberculosis, na concentracdo de 10 mM, a utilizacdo desse substrato néo foi capaz
de distinguir fenotipicamente as linhagens selvagem e mutante uma vez que o crescimento

de ambas foi igualmente afetado pela presenca do GSH nessa concentracgao.

Foram levantadas duas hip6teses na tentativa de explicar os resultados obtidos: (i) O
tripeptideoc  GSH ndo necessita de ser transportado para o citoplasma de C.
pseudotuberculosis para que seja toxico a bactéria ou (ii) o tripeptideo glutationa esta sendo
internalizado pela bactéria por uma via diferente do Opp. Ainda nos resta avaliar qual das
duas hipéteses esta realmente ocorrendo nos experimentos de curvas de crescimento na

presenca do GSH.

Andlises fenotipicas de linhagens mutantes para transportadores de peptideos
normalmente sao dificeis de serem feitas devido a presenca na bactéria de mais de um
transportador com sobreposicdo na especificidade dos substratos transportados (Green et
al., 2000). Uma ferramenta efetiva para esse tipo de analise, porém bem dispendiosa seria a
utilizacdo de uma combinacédo de diversos peptideos marcados que variam no tamanho e na
sequéncia de aminoacidos. Com esse tipo de abordagem seria possivel saber quais as
caracteristicas dos peptidos transportados pela bactéria, bem como a especificidade de

cada transportador (Green et al., 2000).

V.5 Comparacao do perfil de proteinas secretadas entre as linhagens selvagem e
mutante

Os transportadores de peptideos presentes na membrana plasmatica de bactérias
Gram-positivas tém como principal papel a aquisicao de peptideos como fonte nutricional,
no entanto, esses transportadores podem carrear a internalizacdo de uma classe especial

de peptideos que funcionam como moléculas sinalizadoras (Lazazzera, 2001).
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Ha 32 anos foi decoberto por Nealson K.H e Hastings J.W que bactérias podem
eventualmente se comportar como organismos multicelulares uma vez que através de um
processo de comunicagéo intercelular via moléculas sinalizadoras, que em Gram-positivos
séo os peptideos, as células bacterianas presentes na populacdo podem integrar a resposta
a determinados estimulos ambientais coordenando a expressdo génica em uma escala
populacional. Diversos processos celulares bacterianos como producdo de antibioticos,
formacédo de biofilme, esporulacéo e viruléncia ja foram descritos como sendo regulados via

mecanismos de comunicacao intercelular (Sturme et al., 2002).

Para avaliarmos se o transportador de peptideos Opp esta relacionado indiretamente
na regulacdo da expressao protéica de C. pseudotuberculosis, uma vez que ele pode ser
utilizado para a captagéo de peptideos sinalizadores, foi feita a comparacao entre o perfil de

proteinas secretadas das linhagens selvagem e AoppD mutante através de 2-DE.

A escolha das proteinas secretadas como método de avaliar a diferenga no perfil de
expressao génica entre as duas linhagens trabalhadas se justifica pelo fato dessa classe de
proteinas representarem uma fracdo importante dos determinantes moleculares de
viruléncia de bactérias patogénicas, pois uma vez que essas colonizam células e tecidos do
hospedeiro, as proteinas secretadas € que medeiam 0s processos de adesao, destruicdo
tecidual e interferéncia com o sistema imunologico (Wooldridge et al., 2009).

As culturas bacterianas das linhagens selvagem e mutante submetidas ao processo
de extracdo de proteinas secretadas foram crescidas em meio quimicamente definido
(MQD), uma vez que os meios de cultura atualmente utilizados para o cultivo de
C.pseudotuberculosis como o BHI e triptose séo ricos em proteinas exdégenas e essas
poderiam enventualmente contaminar a amostra protéica de interesse (Moura Costa et al,
2002). Além disso, as extracBes foram realizadas durante a fase exponencial tardia do
crescimento, pois 0 processo de comunicacdo celular (Qquorum sensing) cujo transportador

Opp possa estar relacionado é dependente de uma alta densidade populacional.

Foram feitas 3 extragfes protéicas para cada linhagem, as proteinas obtidas foram
separadas de acordo com suas propriedades fisico-quimicas em 2 dimensfes (ponto-
isoelétrico e peso molecular). Apds a separacdo do extrato protéico por 2-DE os géis foram
digitalizados no ImageScanner (GE Healtchare), e as imagens obtidas analisadas pelo
programa ImageMaster 2D Platinum 7 seguindo 0s seguintes parametros: primeiramente 0s
spots foram detectados automaticamente pelo progama seguido de uma andlise manual
para eliminar possiveis artefatos nas imagens, posteriormente os géis foram alinhados a
partir dos spots que apresentaram reprodutibilidade. As réplicas biologicas foram

comparadas através da igualdade dos spots em conjunto ou individualmente entre todos os
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géis. Baseado nestes parametros foi possivel detectar 67 spots na linhagem selvagem de
C. pseudotuberculosis e 73 spots na linhagem AoppD mutante, sendo que desses spots 56

foram comuns entre ambas as linhagens, 11 exclusivos da linhagem selvagem e 17

exclusivos da linhagem mutante (Figuras 15 e 16).

Figura 15. 2-DE das proteinas extracelulares da linhagem 1002 selvagem corado com
Coomassie. Os spots marcados em verde indicam proteinas comuns entre as linhagens, e os
marcados em vermelho proteinas tidas como exclusivas.
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Figura 16. 2-DE das proteinas extracelulares da linhagem mutante AoppD corado com
Coomassie. Os spots marcados em verde indicam proteinas comuns entre as linhagens, e os
marcados em vermelho proteinas tidas como exclusivas

A andlise dos géis demonstrou que a inativacao do gene oppD na linhagem mutante
de C. pseudotuberculosis acarretou em uma mudanca no perfil de proteinas secretadas
dessa linhagem em comparacdo com a linhagem selvagem. Essa ampla variacdo observada
demonstra a possibilidade de o transportador Opp estar relacionado ha um processo de
controle da expressdo génica em C. pseudotuberculosis. Esse mesmo resultado foi
observado por Flores-Valdez e colaboradores (2009), em um estudo com M. tuberculosis no
qual foi avaliado através da técnica de microarranjo (microarray) o perfil de expresséo

génica de uma linhagem mutante para o transportador de peptideos Opp. Nesse trabalho foi
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visto que o Opp modulava a expressdo de diversos genes sendo qua a maioria deles
codifica proteinas expostas na superficie da bactéria (Flores-Valdez et al., 2009).

Para que possamos avaliar quais proteinas foram diferencialmente expressas e
posteriormente inferir a quais processos celulares elas podem estar relacionadas, sera

necessario o sequenciamento dos spots protéicos por espectrometria de massa.

V.6 Avaliacdo do papel do transportador de peptideos Opp na viruléncia e

patogénicidade de C. pseudotuberculosis

Dentre o0s processos celulares que podem ser controlados via peptideos
sinalizadores estd incluso o controle da expressao de genes relacionados a viruléncia
(Lazazzera, 2001). Diversos trabalhos com bactérias patogénicas como Staphylococcus
aureus, Streptococcus sp. e Mycobacterium sp, demonstraram que linhagens mutantes para
o transportador de peptideos Opp apresentaram uma reducéo na viruléncia. (Coulter et al.,
1998; Wang et al., 2005; Sassetti et al., 2003). Com o objetivo de verificar se o Opp de C.
pseudotuberculosis esta relacionado a viruléncia e patogenicidade dessa bactéria foram
realizados testes comparando a adesdo e Vviabilidade intracelular da bactéria em
macrofagos; a persisténcia da infeccdo em modelo murino; e a capacidade de causar morte

e lesdo em camundongos entre a linhagem AoppD mutante e a linhagem selvagem.

V.6.1 Comparacdo da capacidade de infeccdo e adesdo a macriofagos entre as
linhagens mutante e selvagem

No curso da infec¢do por C. pseudotuberculosis € necessério que a bactéria seja
capaz de aderir a parede das células fagociticas do hospedeiro, internalizar-se e sobreviver
dentro deste “ambiente” como um parasita intracelular. Deste modo, para avaliarmos se a
inativagdo do gene oppD afetou a capacidade da linhagem mutante C. pseudotuberculosis
em aderir e sobreviver no interior de macro6fagos murinos foram feitos ensaios in vitro de
adesdo e viabilidade em células J774 de camundongos. Os graficos abaixo mostram a
comparagao, entre as linhagens mutante e selvagem, do percentual de bactérias aderidas e

viaveis no interior de macrofagos nos tempos 1, 3 e 6 horas.
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Figura 17. Gréafico dos padrfes de bactérias aderidas das linhagens selvagem e mutante apés 1,
3 e 6 horas com as monocamadas de células J774. Os resultados sdo expressos como média +
desvio padrdo de 3 experimentos realizados em duplicata. * Significativo em relacdo aos demais
grupos testatos (p<0,05).
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Figura 18. Grafico dos percentuais de C.pseudotuberculosis selvagem e mutante viaveis no
interior de macr6fagos murinos J774 apos 1, 3 e 6 horas. Os resultados sdo expressos como

média + desvio padrdo de 3 experimentos realizados em duplicata. * Significativo em relagdo aos
demais grupos testatos (p<0,05)
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Analisando os graficos podemos perceber que houve uma reducgéo estatisticamente
significativa somente durante a primeira hora, e que nos tempos de 3 e 6 horas, ambas as

linhagens apresentaram a mesma capacidade em aderir e infectar macré6fagos.

Esse resultado demonstra que a linhagem AoppD mutante possui um atraso com
relacdo a selvagem na capacidade de adesdo a membrana celular dos macréfagos pois
somente durante as fases iniciais do experimento é que a porcentagem de bactérias

mutantes aderidas foi menor que as selvagens.

O menor potencial de adeséo da linhagem mutante levou também a uma diminui¢ao
da sua capacidade de internalizacdo (Figura 18) uma vez que para infectar a célula
fagocitica é necessario que primeiramente a bactéria estabeleca um contato com a

membrana do macréfago.

Trabalhos realizados com diferentes espécies do género Streptococcus
demonstraram que linhagens mutantes para o transportador de peptideos Opp
apresentaram uma capacidade reduzida de aderir as células humanas (Cundell et al., 1995;
Darmstadt et al., 2000). Essa redugdo em Streptococcus pyogenes foi ocasionada pela
diminuicdo na expresséo do gene fbsA que codifica uma adesina de ligacdo ao fibrinogénio
(Samen et al., 2004). Tal fato demonstra que o Opp pode estar relacionado ao controle da
transcricdo de genes relacionados a adesdo bacteriana. Ainda nos resta avaliar se a
mutac¢ao no transportador de peptideos em C. pseudotuberculosis acarretou na alteracéo da

expressao de alguma proteina relacionada a adesao celular.

V.6.2 Infec¢cdo de camundongos BALB/c com as linhagens selvagem e mutante de C.
pseudotuberculosis

Com o intuito de avaliar se a inativacdo do gene oppD em C.pseudotuberculosis
acarretou em uma diminuicdo no perfil de viruléncia da linhagem mutante foram realizados
ensaios de infec¢do utilizando camundongos BALB/c. Os animais foram divididos em trés
grupos; grupo controle - inoculado com solug&o salina 0.9%; grupo 1002 Wt - inoculado com
10° UFC da linhagem selvagem e grupo 1002 AoppD - inoculado com 10° UFC da linhagem
mutante.Os animais foram observados diariamente quanto a formacao de abcessos no local

da aplicacao, nivel de prostracéo e o numero de 6bitos (Figura 19)

73



Porcentagem de sobrevivéncia

Curva de sobrevivéncia

150+
-o- Salina 0.9%
-& linhagem 1002 WT
1004 —— |inhagem 1002 (AoppD)
50+
O 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25

Dias

Figura 19. Curva de sobrevivéncia dos camundongos BALB/c infectados com as linhagens
selvagem e mutante de C. pseudotuberculosis. O gréafico foi plotado com auxilio do software
GraphPad Prism v.5.0. através do teste Kaplan-Meier survival curve.

O gréfico mostra que ndo houve diferenca significativa entre as curvas de
sobrevivéncia dos animais infectados com as linhagens selvagem e mutante de C.
pseudotuberculosis, corroborando com o exame fisico geral dos camundongos que também

ndo mostrou nenhuma diferenca entre os grupos infectados.

Esse mesmo resultado foi observado por Flores-Valdez e cols. (2009) em um estudo
realizado com a bactéria M. tuberculosis em que foi avaliado a viruléncia de uma linhagem
mutante para o transportador Opp através da infeccdo de camundongos BALB/c via
aerossol. Esse trabalho mostrou que a linhagem mutante ndo apresentou uma diferenca
estatisticamente significativa na capacidade de causar morte em camundongos em relagéo
a linhagem selvagem. Porém ao avaliar o potencial de coloniza¢éo da linhagem mutante em
orgdos como bago e pulméo durante as fases aguda, cronica e persistente da infeccao foi
observado que a carga bacteriana, durante a fase crénica da infec¢éo, foi menor em animais

inoculados com a linhagem mutante.

Diferente das infeccbes causadas por M. tuberculosis em camundongos, nas
infecgBes por C. pseudotuberculois s6 é possivel recuperar bactérias vivas do baco dos

animais infectados seis dias apds a inoculacdo. Com isso 0s ensaios que visam avaliar a
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capacidade de colonizagédo do baco de camundongos infectados com C. pseudotuberculosis
abrangem somente a fase aguda.

Para verificarmos se houve uma reducdo no potencial de colonizacdo do bago
durante a infeccdo de camundongos com a linhagem AoppD mutante de C.
pseudotuberculosis foi feita a comparacdo entre a quantidade de UFCs das linhagens
1002(wt) e 1002(AoppD) de C. pseudotuberculosis recuperadas do bago de animais BALB/c
durante a fase aguda da infeccao (Figura 20).

UFC presentes no baco dos animais

4+
I Bl 1002 (W)
[J 1002 (AoppD

% 3 T (AoppD)
S I
@) L]
L 2-
D)
=
(@)}
S 1+

0_

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dlabs
Dias ap6s a infeccao

Figura 20. Unidades formadoras de colénia presentes no bago dos camundongos BALB/c
infectados com as linhagens 1002(wt) selvagem e 1002(AoppD) mutante nos primeiros 5 dias
de infeccéo.

O gréfico acima mostra que a carga bacteriana encontrada no baco dos
camundongos infectados com a linhagem mutante ndo foi estatisticamente diferente da

econtrada nos animais infectados com a linhagem selvagem (Figura 20).

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que apesar de os ensaios in
vitro, de adesdo e viabilidade bacteriana em macrofagos murinos demonstrarem que a
linhagem mutante possui um atraso, com relacdo a selvagem, na adesdo a membrana
celular de macréfagos em cultura, esse atraso ndo foi capaz de afetar a viruléncia dessa

linhagem, uma vez que 0s ensaios in vivo, demonstraram que a mutacdo em oppD né&o
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afetou o potencial da linhagem mutante de C. pseudotuberculosis em causar morte e lesdo
de camundongos, bem como néo afetou a capacidade dessa linhagem em colonizar o bago
dos animais infectados.

Tal fato também foi observado por Borezee e colaboradores (2000) em um trabalho
realizado com a bactéria patogénica Listeria monocytogenes. Nesse trabalho uma linhagem
de L. monocytogenes mutante para a subunidade OppA apresentou uma capacidade
reduzida de crescimento no interior de macréfagos murinos em comparacdo com a linhagem
selvagem. Porém, apesar dessa diminuicdo, a linhagem mutante apresentou a mesma

capacidade da linhagem selvagem em causar a morte de camundongos infectados.

Diferente do que foi observado em outros trabalhos realizados com bactérias
patogénicas como S. aureus, M. tuberculosis e S. pyogenes (Borezee et al., 2000; Sassetti
et al., 2003; Wang et al., 2005). Nos quais as linhagens mutantes para o transportador Opp
apresentaram uma reducdo na viruléncia e patogenicidade em ensaios de infec¢do de
camundongos. Em C. pseudotuberculosis a presenga do transportador Opp funcional parece

n&o ser necessaria para a viruléncia dessa bactéria nesse modelo de infecgéo.

Para que possamos sugerir em quais processos celulares o transportador Opp esta
envolvido, j& que a sua inativacdo ocasionou em uma alteracdo da expressao génica da
linhagem mutante (ver figuras 15 e 16) sera necessario o sequenciamento das proteinas
diferencialmente expressas com a posterior identificacdo dessas por meio de buscas em

bancos de dados protéicos.
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VI. CONCLUSOES

Nas condic¢des do presente trabalho foi possivel concluir que:

= O transportador de peptideos Opp faz parte do core genoma de C.
pseudotuberculosis, uma vez que os genes codificadores das suas subunidades séo
encontrados em todas as linhagens de C. pseudotuberculosis j& sequenciadas até o

momento.

= A utilizacdo do tripeptideo glutationa (GSH), como substrato téxico, ndo foi capaz de
fornecer uma confirmacéo fenotipica da perda da funcao do transporte de peptideos na

linhagem AoppD mutante de C. pseudotuberculosis.

= O transportador de peptideos Opp provavelmente esta envolvido em algum processo de
comunicagéo intercelular via peptideos sinalizadores em C. pseudotuberculosis uma vez
gue a inativacdo da subunidade oppD gerou uma mudanca no perfil de proteinas
secretadas da linhagem AoppD mutante de C. pseudotuberculosis em compara¢do com

o perfil protéico da linhagem selvagem.

= A mutagdo em oppD ndo gerou uma reducdo da viruléncia e da patogenicidade da

linhagem mutante, em modelo murino.
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VII. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste estudo abrem as seguintes perspectivas:

1. Avaliar a transcricdo dos genes (oppBCA) por RT-PCR para que se possa analisar
se a insercao do plasmideo suicida no interior do gene oppD afetou a expressao dos
outros genes contidos no operon opp.

2. Realizar o sequenciamento dos spots protéicos, exclusivos de cada linhagem, por
espectrometria de massa para que se possam inferir em quais processos celulares
essas proteinas estéo relacionadas.
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V. ANEXOS

IV.1 . Resultado do sequenciamento do clone da biblioteca genémica de C.

pseudotuberculosis e do BLAST da sequéncia gerada contra o genoma de C.

pseudotuberculosis.

»B03 well BO3 placa Pablc 11-06-2008 Rund2 Cimarron

COGCAGTGATCCAATAGG TTANACTATAGGGCGAATT
GRATCAGCGGCCGTGAATCGCCCTTACCGCAGACAACGTCATGGTTATGT
ATGCAGGACGCCCTCTAGAATACGCC GECGT CATGAGCTCT TCAGT GAGC
COAMAATGCCTTATACCGTCGECTTGCTTEE TTCTATTCCC TCOGT GOGE
AMACCTGAGAAAGTCTCCCTCACCAC TATTGAGGECAGCCC TCCTATCET
GETTAATCTTCCCGACGAATGCTCCT TCGCT CCCCGCTGCCCTATAGCTA
CAGCCGAATGCCTTAARACTCAGCCCGGECTCTTATCCATCAATGATAAG
CACCAGGCGGCATGCATCCGTTCTAC TEAGA TCAGC CATGLAGRACTTAR
COGCAGCTCCGATTTTCCCCACGCCGCCCGT TCACGAGGGT GCTCTCATG
COGATTCCTCREGARAAGC GCTCCTGCGTTC TCAGC GTCTC TEGACC TGAC
TAAMACATTTCCTTTGETCARAGGCAGCCCT GCTTAAACGARCTTG TGEG
AGAAGTGCGEECCETTARCGGTTTAACTTTT GATAT CAAAGAAGGC GAGT
GCTTTGCTATCETCGECGARTCCGEA TGCEGGAARA CCACCACCTTGCTG
GAGATCATGGATCTAGCCCOGCAAGC GLCGATCARA TCCAA TTAGG TGAG
ARAGACCGTCGCAGGCATCTCCAAGC GTCAA CGGAC GTCTTCTAAC GRAN
ACGACCATTCARAATTGTACCARGAA CCCAT GENGG GECTC TTGAATCAC
NGGGEGCCATCTCAAMCTGGGT

»C03 well CO3 placa Pable 11-06-2008 Run02 Cimarreon
CAGTATAGCAGCTCAGAATACCCTCAGGATTAGGACTAGTCCTGCAGGTT
TAAACCAATTCOTTACCTTACATCACGCCGOCACGETCTGAGATATCCCG
AATARCGGAGAGATCOTGAGCCACAAAAAGATAGCTGATACCCAGGCGLG
CTTTGAGCTCATCAAGGAGATTCAGCATTCCGGCCTGCACAGAGACGTCC
AGGGCAGACACAGGCTCATCAAGAACAATCAACTTGGCATTGGCCGCAAG
CGCACGGGCARGAGATATACGCTGGCGTTGTCCACCGGAAARATGGCCAG
GGAACCTAATCAATATGAATATGAGCAGGGTTTAGCCCGACTAACTGGAT
GAGCTCGCGGATACGCTCATTTTTATCGCCATCCCAGCCCARGGAATCCA
GAGGCTCCCGRAGAATCTCTGCGACAGTGAGGCGUGEATCAAGAGCCCCC
ATGGGOTCTTCCARAACAATTTCAATGTCTTTTCTTACAAGACGCCGTTG
ACGCTTGGACATCCCTGCCACGTCTTTCTCACCTAATTGGATTTCAGTCG
GCOCTTGCCGGECTAGATCCATGATCTCCAGCAAGETGGTCETTTTHCCC
GCATCCGGATTCGCCGACGATAGCARAGCACTCGCCTTCTTTAGATATCA
AAAGTTAAACCGTTAACGCCCCGCACTTCTCCCACAGATCGTTAAGCAGE
GCGCCTTTGACCAAAGGANAATGTTAAGTCAGGTCAAGAGACGCTGAGAA
CGCANGAGACGCTTTTCCCCGAGGGCAATCCCGCATGAGAGCACCACTCG
TTGGAACAGGGCGGCCOTGGONGCARAATCOGGAACACGNCCCGAGTTAA
AGNTTACCACAAGGGGTGCANC

Figura IV.1. Resultado do sequenciamento do fragmento clonado utilizando os

iniciadores M13F e M13R respectivamente.
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BLASTN 2.2.18

[Mar-02-2008]

Reference: Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,

Jinghui Zhang,
"Gapped BLAST

Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),
and PSI-BLAST: a new generation of protein database search

programs", Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

Query= i»;Contig oppD (CAP3)
(1195 letters)

Database: Cp

1 sequences; 2,496,273 total letters

B TSY= o el o e 1 0 Ot done

Score
Sequences producing significant alignments: (bits)
Value
C.pseudo-WG-V2-final standard; DNA; UNC; 2496273 BP., 2496273 ba... 2133
0.0

>C.pseudo-WG-V2-final standard; DNA; UNC; 2496273 BP., 2496273 bases,

C7EA6A4A checksum.

Length = 2496273

Score = 2133
Identities =

bits (1076), Expect = 0.0
1083/1084 (99%), Gaps =1

o\

/1084 (0%)

Strand = Plus / Minus

Query: 45
104

Sbjct: 477518
477459

Query: 105
164

Sbjct: 477458
477399

Query: 165
224

Sbjct: 477398
477339

Query: 225

284

Sbjct: 477338
477279

taccgcagacaacgtcatggttatgtatgcaggacgccctgtagaatacgccggegttca

CEEEErrrrrr e e rerrrr e et ettt ettt e
taccgcagacaacgtcatggttatgtatgcaggacgccctgtagaatacgeccggegttcea

tgagctcttcagtgagcccaaaatgceccttataccgtecggettgettggttectatteecte

CErrrrerrerrrrerrrrrrrerrrr et et ettt ettt et rrr e
tgagctcttcagtgagcccaaaatgccttataccgtecggecttgettggttcectattecceccte

cgtgcgcaaacgtgagaaagtctccctcaccactattgagggcagccctcecctategtggt

CEEEErrrrrrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt
cgtgcgcaaacgtgagaaagtctccctcaccactattgagggcagcecctectategtggt

taatcttcccgacgaatgcectcecttegetecceccgetgecctatagetacagecgaatgect

taatcttcccgacgaatgctcecttecgetceccegetgecctatagectacagecgaatgect
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Query: 285 taaaactgagcccgggctcttatccatcaatgataagcaccaggcggcatgcatcecgtte
344

CEErrrrrerrrerrrerrrerrrrrrrerrr ettt ettt
Sbjct: 477278 taaaactgagcccgggctcttatccatcaatgataagcaccaggcggcatgcatcecgtte
477219

Query: 345 tactgagatcagccatggagaacttaacggcgctccgattttccccacgecgececgtteca
404

CErrrrrrrrrrrrr et et e ererrrrrrrrrr et ettt et et ettt
Sbjct: 477218 tactgagatcagccatggagaacttaacggcgctccgattttccccacgecgeccgttca
477159

Query: 405 cgagggtgctctcatgcggattcctcgggaaaagcgectceccectgegttectcagegtctetga
464

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrrrrrrrrrrrr ettt ettt
Sbjct: 477158 cgagggtgctctcatgcggattcctcgggaaaagecgctectgegttectcagegtectetga
477099

Query: 465 cctgactaaaacatttcctttggtcaaaggcgccctgcttaaacgaactgtgggagaagt
524

CEEEErrrrrrerrrrerrrerrrerreerrrerrr ettt ettt
Sbjct: 477098 cctgactaaaacatttcctttggtcaaaggcgccctgcttaaacgaactgtgggagaagt
477039

Query: 525 gcgggccgttaacggtttaacttttgatatcaaagaaggcgagtgctttgctategtcecgg
584

Crrrrrrrrrrrrererererererrrrrrrrrtr et ettt e e
Sbjct: 477038 gcgggccgttaacggtttaacttttgatatcaaagaaggcgagtgctttgctatcgtegg
476979

Query: 585 cgaatccggatgcgggaaaaccaccaccttgctggagatcatggatctagecccecgcaagce
044

CEEEErrrrrr e e rerrrr e et ettt ettt e
Sbijct: 476978 cgaatccggatgcgggaaaaccaccaccttgctggagatcatggatctageccccgcaage
476919

Query: 645 gccgactcaaatccaattaggtgagaaagacgtcgcaggcatctccaagecgtcaacggceg
704

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et ettt
Sbjct: 476918 gccgactcaaatccaattaggtgagaaagacgtcgcaggcatctccaagegtcaacggeg
476859

Query: 705 tcttctaagaaaagacattcaaattgttttccaagaccccatgggggctcecttgateccgeg
764

CEErrrrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt ettt
Sbjct: 476858 tcttctaagaaaagacattcaaattgttttccaagaccccatgggggctcttgatccgeg

Query: 765 cctcactgtcgcagagattctccgggagectctggatteccttgggetgggatggecgataa
824
Lrrrrrrrerrrrerrerrrrerrrrrrrerrrr et ettt et
Sbjct: 476798 cctcactgtcgcagagattctccgggagectctggatteccttgggetgggatggecgataa
476739
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Query: 825
884

Sbjct: 476738
476679

Query: 885
944

Sbjct: 476678
476619

Query: 945

1004

Sbjct: 476618
476559

Query: 1005
1064

Sbjct: 476558
476499

Query: 1065
1124

Sbjct: 476498
476440

Query: 1125

Sbjct: 476439

aaatgagcgtatccgcgagctcatccagttagtcgggctaaaccctgectcatattcatat

Crrrrrrrerrrrerrrrrrrerrrr et ettt ettt
aaatgagcgtatccgcgagctcatccagttagtcgggctaaaccctgectcatattcatat

tgataggttccctggccatttttceccggtggacaacgccagegtatatctecttgecegtge

FErrrrrerrrrrrrerrrrrrrr et et r e
tgataggttccctggccattttteccggtggacaacgccagecgtatatectettgecegtge

gcttgcggccaatcccaagttgattgttcttgatgagectgtgtctgeecctggacgtete

FErrrrrerrrrrrrerrrrrrrr et e ettt et
gcttgcggccaatcccaagttgattgttcttgatgagecctgtgtctgececctggacgtete

tgtccaggccggaatgctgaatctceccttgatgagectcaaagecgecgectgggtatcagceta

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
tgtccaggccggaatgctgaatctecttgatgagectcaaagecgecgectgggtatcagceta

tctttttgtggctcacgatctctececgttattecggecatattctcagaccgtgecgecgtga

FErrrrrerrrrrrrerrrrrrrrr e et trr e
tctttttgtggctcacgatctctececgttattcggecata-tctcagaccgtgecgecgtga

tgta 1128

[T
tgta 476436

Figura IV.2. Resultado do BLAST entre a sequéncia do fragmento clonado e o

genoma de Corynebacterium pseudotuberculosis
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ICB, orientado pelo Prof. Dr. Vasco Ariston de Carvalho Azevedo. Neste laboratério trabalhou
em diversos projetos tendo contato com técnicas de biologia molecular e participou ativamente
no desenvolvimento de pesquisa. Nesse mesmo laboratério desenvolveu o projeto da sua
monografia intitulada: 'Estudo do papel do operon opp na viruléncia e patogenicidade de
Corynebacterium pseudotuberculosis.'

Atividades

2007 - Atual Projetos de pesquisa, Instituto de Ciéncias Biolégicas
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Projetos

2007 - Atual Estudos pangendmicos e de genbmica comparativa entre diferentes linhagens de
Corynebacterium pseudotuberculosis para a erradicacéo da linfadenite caseosa
Descricdo: Projeto de Pesquisa: Desenvolvimento da tese intitulada: 'Estudos pangenémicos e de
gendmica comparativa entre diferentes linhagens de Corynebacterium pseudotuberculosis para a
erradicacdo da linfadenite caseosa'. O projeto de doutorado conta com a parceria entre trés instituicdes:
Universidade Federal de Minas Gerais, Universidade Federal do Para e Instituto de Pesquisa Renée
Rachou - FIOCRUZ. Os dados gerados para o projeto sdo oriundos de sequenciadores next-generation
SOLID e as analises de gendmica comparativa e pangendmica das diferentes linhagens do patégeno citado
acima, serdo realizadas em duas etapas: 1) validacdo dos dados gerados pelas novas tecnologias de
sequenciamento SOLID em uma abordagem de montagem de genomas 'ab initio'; implementacdo de um
pipeline adequado que realize a analise ab initio de montagem e; 2) Gendmica comparativa e pangendmica
Situacdo: Em Andamento Natureza: Pesquisa
Alunos envolvidos: Mestrado académico (2); Doutorado (6);
Integrantes: Pablo Matias Ribeiro de Oliveira Moraes; Vivian D'Afonseca da Silva de Resende; Anderson
Miyoshi; Vasco Azevedo (Responsavel); pinto ac; ALMEIDA, S.; Anderson santos; Siomar Soares;
Jerdnimo Conceicdo Ruiz; Artur Sllva; Daniela de Melo Resende; Rommel Thiago Jucad Ramos; Louise
Teixeira Cerdeira; Robert Moore
Financiador(es):

Areas de atuacéo

1. Genética Molecular e de Microorganismos

2. Biologia e Fisiologia dos Microorganismos

3. Microbiologia Aplicada

4, Bioquimica

5. Biologia Molecular

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Razoavelmente, Escreve Razoavelmente, Lé Bem

Prémios e titulos

2010 1° colocado no concurso para entrada no Mestrado em Genética, PGs graduacdo em
Genética ICB, UFMG

Producdoem C, T& A
Producdao bibliografica
Artigos completos publicados em periédicos

1. Ruiz, Jerénimo C., D'Afonseca, Vivian, Silva, Artur, Ali, Amjad, Pinto, Anne C., Santos, Anderson R.,
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Rocha, Aryanne A. M. C., Lopes, Débora O., Dorella, Fernanda A., Pacheco, Luis G. C., Costa, Marcilia P.,
Turk, Meritxell Z., Seyffert, Nubia, Moraes, Pablo M. R. O., Soares, Siomar C., Almeida, Sintia S., Castro,
Thiago L. P., Abreu, Vinicius A. C., Trost, Eva, Baumbach, Jan, Tauch, Andreas, Schneider, Maria Paula C.,
McCulloch, John, Cerdeira, Louise T., Ramos, Rommel T. J., Zerlotini, Adhemar, Dominitini, Anderson,
Resende, Daniela M., Coser, Elisangela M., Oliveira, Luciana M., Pedrosa, André L., Vieira, Carlos U.,
Guimar&es, Claudia T., Bartholomeu, Daniela C., Oliveira, Diana M., Santos, Fabricio R., Rabelo, Elida
Mara, Lobo, Francisco P., Franco, Gléria R., Costa, Ana Flavia

Evidence for Reductive Genome Evolution and Lateral Acquisition of Virulence Functions in Two
Corynebacterium pseudotuberculosis Strains. Plos One. , v.6, p.e18551 -, 2011.

2. D¢ Afonseca, Vivian, Prosdocimi, Francisco, Dorella, Fernanda A., Pacheco, Luis Gustavo C., MORAES,
P. M. R. O., Pena, Izabela, Ortega, Jose Miguel, Teixeira, Santuza, Oliveira, Sérgio Costa, Coser, Elisdngela
Monteiro

Survey of genome organization and gene content of Corynebacterium pseudotuberculosis. Microbiological
Research (Print). , v.165, p.312 - 320, 2010.

3. D'AFONSECA, V., MORAES, P. M. R. O., D¢ Afonseca, V., Dorella, F.A., PACHECO, L.G.C., MEYER, R.,
Portela, R.W., MIYOSHI, A., AZEVEDO, V.

A description of genes of Corynebacterium pseudotuberculosis useful in diagnostics and vaccine
applications. Genetics and Molecular Research. , v.7, p.252 - 260, 2008.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. Dorella, F.A., RIBEIRO, D., GUIMARAES, A.S., ROCHA, F.S., LEITE,K.M.C., MORAES, P. M. R. O.,
MARQUES, W.S., ANTUNES, C.A., SEYFFERT, N., GALA-GARCIA, A., ROCHA, A.AM.C., SILVA, T.M.A.,
EL-AOUAR FILHO, R.A., SANTOS, R.L., GOUVEIA, A.M.G., AZEVEDO, V.
ANALISE DO POTENCIAL VACINAL DE UMA LINHAGEM RECOMBINANTE DE <I>CORYNEBACTERIUM
PSEUDOTUBERCULOSIS</I> EM CAPRINOS In: 26 CONGRESSO DE MICROBIOLOGIA, 2011, FOZ DO
IGUACU.

ANALISE DO POTENCIAL VACINAL DE UMA LINHAGEM RECOMBINANTE DE
<I>CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS</I> EM CAPRINOS. , 2011.

2. ANTUNES, C.A., GUIMARAES, A.S., SILVA, W.M., CASTRO, T. L. P, RIBEIRO, D., Dorella, F.A.,
SILVA.R.F., GALA-GARCIA, A, CARVALHO,R.D.O., MORAES, P. M. R. 0. ROCHA, F.S,
MAGALHAES,A., ALMEIDA, S., EL-AOUAR FILHO, R.A., GOUVEIA, A.M.G., MIYOSHI, A., AZEVEDO, V.,
SEYFFERT, N.
AVALIACAO DE UM TESTE INTRADERMICO DE HIPERSENSIBILIDADE COM ANTIGENOS
SECRETADOS DE CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS PARA O DIAGNOSTICO
SUBCLINICO DA LINFADENITE CASEOSA EM CAPRINOS In: 26 CONGRESSO DE MICROBIOLOGIA,
2011, FOZ DO IGUACU.

AVALIACAO DE UM TESTE INTRADERMICO DE HIPERSENSIBILIDADE COM ANTIGENOS
SECRETADOS DE CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS PARA O DIAGNOSTICO
SUBCLINICO DA LINFADENITE CASEOSA EM CAPRINOS. , 2011.

3. GALA-GARCIA, A.,, CARNEIRO, M.B.H., DORELLA, F., RIBEIRO, D., ROCHA, F.S., SILVA, W.M,,
SEYFFERT, N., CASTRO, T. L. P, CARVALHO,R.D.O., EL-AOUAR FILHO, R.A., MORAES, P. M. R. O,
ANTUNES, C.A., LEITE,K.M.C., SILVAR.F., ALMEIDA, S., GUIMARAES, L.C., MILITAO, F.C., VIEIRA,
L.Q., MIYOSHI, A., AZEVEDO, V.
AVALIACAO DO PERFIL DE ATIVACAO DE MACROFAGOS, IN VITRO, POR UMA LINHAGEM MUTANTE
DE CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS In: 26 CONGRESSO BRASILEIRO DE
MICROBIOLOGIA, 2011, FOZ DO IGUACU.

AVALIACAO DO PERFIL DE ATIVACAO DE MACROFAGOS, IN VITRO, POR UMA LINHAGEM
MUTANTE DE CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS. , 2011.
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4. ROCHA, F. S., DORELLA, F., MORAES, P. M. R. O., COSTA, K. M., DOMINGUETI, C. P., MIYOSHI, A,
AZEVEDO, V.
Avaliacdo da Capacidade Protetora de uma Linhagem Mutante de Corynebacterium pseudotuberculosis
como Promissora Vacina no Combate a Linfadenite Caseosa em Caprinos In: 56 Congresso Brasileiro de
Genética, 2010, Guaruja-SP.

Avaliacdo da Capacidade Protetora de uma Linhagem Mutante de Corynebacterium
pseudotuberculosis como Promissora Vacina no Combate a Linfadenite Caseosa em Caprinos. ,
2010.

5. MORAES, P. M. R. O., D'AFONSECA, V., COSTA, M.P., HIRATA JUNIOR, R., ROCHA, F. S., OLIVEIRA,
C. A. A, MIYOSH]I, A., AZEVEDO, V.
Estudo do papel do operon OppD na viruléncia e patogenicidade de Corynebacterium pseudotuberculosis
In: 56 Congresso Brasileiro de Genética, 2010, Guaruja-SP.

Estudo do papel do operon OppD na viruléncia e patogenicidade de Corynebacterium
pseudotuberculosis., 2010.

6. DORELLA, F., PACHECO, L.G.C., SEYFFERT, N., PINTO, A. C, D'AFONSECA, V., CASTRO, T. L. P,
OLIVEIRA, S. C, MEYER, R., MORAES, P. M. R. O., AZEVEDO, V.
Analysis of the vaccine potential of Corynebacterium pseudotuberculosis mutants obtained through random
mutagenesis In: 54° Congresso Brasileiro de Genética, 2008, Salvador-BA.

Analysis of the vaccine potential of Corynebacterium pseudotuberculosis mutants obtained
through random mutagenesis. , 2008.

7. DAFONSECA, V., MORAES, P. M. R. O., DORELLA, F., PACHECO, L.G.C., ALMEIDA, S., PINTO, A. C,
SANTOS, A. R., SEYFFERT, N., CASTRO, T. L. P, SOARES, S. C., PROSDOCIMI, F., PENA, |., ORTEGA,
J. M., OLIVEIRA, S. C, OLIVEIRA, L. M., MEYER, R., MIYOSHI, A., AZEVEDO, V.
Caracterizagdo do contedo génico e organizagdo gendmica de Corynebacterium pseudotuberculosis. In: 54
Congresso Brasileiro de Genética, 2008, Salvador_BA.

Caracterizacdo do conteado génico e organizacdo gendmica de Corynebacterium
pseudotuberculosis.., 2008.

8. D'AFONSECA, V., MORAES, P. M. R. O., DORELLA, F., PACHECO, L.G.C., ALMEIDA, S., PINTO, A. C,
SANTOS, A. R., SEYFFERT, N., SOARES, S. C., CASTRO, T. L. P, PROSDOCIMI, F., PENA, |., ORTEGA,
J. M., PORTELA, R. W., OLIVEIRA, S. C, MEYER, R., MIYOSHI, A., AZEVEDO, V.
Construgdo de uma biblioteca gendmica de Corynebacterium pseudotuberculosis e sua caracterizagdo
através de Genome Sequence Survey (GSS) In: 26 Reunido de Genética de Microrganismos, 2008,
Salvador - BA..

26 Reunido de Genética de Microrganismos. , 2008.

9. SEYFFERT, N., PACHECO, L.G.C., CASTRO, T. L. P, DORELLA, F., PINTO, A. C, SOARES, S. C,,
MORAES, P. M. R. O., D'AFONSECA, V., MEYER, R., MIYOSHI, A., AZEVEDO, V.
Integracdo da genémica e protedmica de Corynebacterium pseudotuberculosis para o imunodiagnéstico da
linfadenite caseosa In: 54° Congresso Brasieliro de Genética, 2008, Salvador-BA.

Integracdo da genbmica e protedbmica de Corynebacterium pseudotuberculosis para o
imunodiagndstico da linfadenite caseosa. , 2008.

10. PACHECO, L.G.C., CASTRO, T. L. P, SEYFFERT, N., DORELLA, F., PINTO, A. C, D'AFONSECA, V.,
SOARES, S. C., MORAES, P. M. R. O., MEYER, R., OLIVEIRA, S. C, MIYOSHI, A., AZEVEDO, V.
Papel do fator sigma de Corynebacterium pseudtuberculosis na resisténcia ao estresse e na regulacao de
fatores associados a viruléncia In: Reunido de Genética de Microrganismos, 2008, Salvador -BA.

Papel do fator sigma de Corynebacterium pseudtuberculosis na resisténcia ao estresse e na
regulacéo de fatores associados a viruléncia. , 2008.
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11. D'AFONSECA, V., MORAES, P. M. R. O., PACHECO, L.G.C., DORELLA, F., CAPANEMA, E.R., PENA,
I, PROSDOCIMI, F., ORTEGA, J. M., MEYER, R., OLIVEIRA, G. C., OLIVEIRA, S. C, MIYOSHI, A.,
AZEVEDO, V.
Partail-genome sequence through GSS analyses and comparative genomic og Corynebacterium
pseudotuberculosis the ethiological agent of Caseous Limphadenitis Disease In: 24 °© Congresso Brasileiro
de Microbiologia, 2007, Brasilia-DF.

Partail-genome sequence through GSS analyses and comparative genomic og Corynebacterium
pseudotuberculosis the ethiological agent of Caseous Limphadenitis Disease. , 2007.

Apresentacdo de Trabalho

1. MORAES, P. M. R. O., D'AFONSECA, V., PACHECO, L.G.C., DORELLA, F., CASTRO, T. L. P,
SEYFFERT, N., COSTA, M.P.

Inativacdo do gene oppD e a avaliagdo do seu papel na viruléncia e patogenicidade de
Corynebacterium pseudotuberculosis, 2009. (Outra,Apresentacdo de Trabalho)

2. D'AFONSECA, V., MORAES, P. M. R. O., DORELLA, F., PACHECO, L.G.C., PROSDOCIMI, F., PENA, I.,
ORTEGA, J. M., OLIVEIRA, S. C, COSER, E. M., OLIVEIRA, L. M., MEYER, R., MIYOSHI, A., AZEVEDO,
V.

Construcdo de uma biblioteca genémica de Corynebacterium pseudotuberculosis e caracterizacéo
através de genome sequence survey, 2008. (Simpdsio,Apresentacdo de Trabalho)

3. MORAES, P. M. R. O., D'AFONSECA, V., MIYOSHI, A., AZEVEDO, V.
Estudo do papel dos genes oppD, pip e php na viruléncia e patogenicidade de Corynebacterium
pseudotuberculosis, 2008. (Outra,Apresentacdo de Trabalho)

4. MORAES, P. M. R. O., D'AFONSECA, V., DORELLA, F., PACHECO, L.G.C., MIYOSHI, A., AZEVEDO, V.
Caracterizacdo parcial do genoma de Corynebacterium pseudotuberculosis através de GSS e
gendmica comparativa, 2007. (Outra,Apresentacdo de Trabalho)

Eventos
Participacdo em eventos

1. Apresentacédo de Poster / Painel no(a) 56 Congresso Brasileiro de Genética, 2010. (Congresso)
Estudo do papel do operon OppD na viruléncia e patogenicidade de Corynebacterium pseudotuberculosis.

2. XXI Congresso Brasileiro de Genética Médica, 2009. (Congresso)

3. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) | simpésio de Genética e Biotecnologia da UFMG, 2008.
(Simpésio)

Construgdo de uma biblioteca genémica de Corynebacterium pseudotuberculosis e caracterizacdo atravées
de GSS.

Totais de producgéo
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Producédo bibliografica

Artigos completos publicados em periOdiCo. - . ... i e h e aaaaa 3

Trabalhos publicados em anails de eVentOS. . . ...ttt e e e e e e e e ee e e 11
Apresentacfes de Trabalhos (SImMPOSEO) . - oo oot e e ce e e e e e d e e aaaan 1

Apresentacfes de Trabalhos (OULra) - . .. ..ot e e e e e e e aaaaa 3

Eventos

Participactes em eventoS (CONGIESS0) c o v v oo o e cm o e e e o e e e e e e e e e e e d e d e e e e 2

Participacdes em eventos (simpdsio)
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