UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA GERAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA

E!

Pés—Gra'd uagao
Genética

UFMG

Dissertacao de Mestrado

Caracterizacdo e expressao heterdloga de proteinas
de Corynebacterium pseudotuberculosis para a
otimizacdo de um Teste Intradermico de
Hipersensibilidade para o diagnostico da Linfadenk

Caseosa

Renata de Faria Silva
ORIENTADORA: Dra. Nubia Seyffert
COORIENTADOR:Prof. Dr. Vasco Azevedo

Belo Horizonte
2012



Renata de Faria Silva

Caracterizacdo e expressao heterdloga de proteinas
de Corynebacterium pseudotuberculosis para a
otimizacdo de um Teste Intradérmico de
Hipersensibilidade para o diagnostico da Linfadeng
Caseosa

Dissertacao apresentada ao programa de POs-Gradeata
Genética do Departamento de Biologia Geral, Iristitde
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de MiGasais,
como requisito parcial a obtencdo do titulo de kéesm

Genética

Orientadora: Dra. Nubia Seyffert

Coorientador: Prof. Dr. Vasco Azevedo

Belo Horizonte
Instituto de Ciéncias Bioldgicas - ICB - UFMG
2012



043

Silva, Renata de Faria.

Caracterizagdo e expresséo heter6loga de protdgn@srynebacterium
pseudotuberculosis para a otimizagdo de um tesgelérmico de hipersensibilidade
para diagndstico da linfadenite caseosa [manugtiRenata de Faria Silva. — 2012.

71f. :il.;29,5cm.

Orientadora: Nubia Seyffert. Co-orientador: Vaseeyedo.

Dissertacao (mestrado) — Universidade Federal aad/Serais, Departamento de
Biologia Geral.

1. Genética — Teses. 2. Corynebacterium pseuduatubsis — Teses. 3. Proteinas
recombinantes — Teses. 4. Testes intradérmicosesTB. Linfadenite caseosa — Teses.
I. Seyffert, Nubia Il. Azevedo, Vasco Ariston der@adho. 1ll. Universidade Federal de
Minas Gerais. Departamento de Biologia Geral. I[Hul®.

CDU: 575




Pés-Graduagio em Gendtica
Departamento de Biclogia Geral, ICB
Universidade Federal de Minas Gerals
Av. Antonio Carlos, 6627 - C.P. 486 - Pampuitha - 31270-901 - Belo Horizonte - MG
e-mail: pg-gen@ich.ufimg.br FAX: (+31) - 3409-2570

"Caracterizagio e expressio heteréloga de proteinas de
Corynebacterium pseudotuberculosis para a a otimizacio de um Teste
Intradérmico de Hipersensibilidade diagnostico da Linfadenite

Caseosa."

Renata de Faria Silva

Dissertagio aprovada pela banca examinadora constituida pelos Professores:

Profa. Nibia Seyftert - Orientadora
- UFMG

Prof. Vasco Ariston de)héaryal-ﬂd Azezveﬂd;)‘ - Co-Orientador
UFMG

‘T’} - .«v:’j,'ol.«;f
Pl T N
Cpr i & & —7

Prof. Ronaldo Alves Pmt@ Nagem
UFMG/ICB™

e e\~
~ __Lwis Befmudez Humaran
" Inra /Paris

Belo Horizonte, 09 de novembro de 2012.




DEDICATORIA

A Deus, porque dEle, por meio dEle, e para Elesdas as coisas.
A minha familia, que durante todo esse periodo po@a incondicionalmente.



AGRADECIMENTOS

Ao professor Dr. Vasco Azevedo pela oportunidadeoefianca que em mim foi
depositada. Ao professor Dr. Anderson Miyoshi patas as contribuicbes que fez ao longo
desse processo.

Um agradecimento mais que especial a minha orierdadra. Nubia Seyffert, que
com plena convicgédo, foi muito mais que uma origmta, demonstrando total dedicacéo e
entrega para que atingissemos nossos objetivos. oteza um excelente exemplo de
profissional e ser humano.

Aos colegas do LGCM que de forma direta ou indipetatribuiram para a execucao
desse trabalho como Thiago Castro, Rodrigo Diasie¥sa Bastos, Wanderson Marques,
Anderson Santos. Ao Alfonso, eu agradeco pelosetibos e por todos os momentos de
descontracdo. E a duas pessoas muitos especiaisjaCazevedo pelos bons e maus
momentos que passamos juntas e a querida Tessabivé®s que além de ter sido uma
mentora, também foi uma amizade que conquistgperesdevar por toda a vida.

Aos meus pais que tanto amo, agradeco pelos ersmasnao longo de todos esses
anos, pelo amor, pela confianca. Agradeco a amidasieninhas irméas Denise e Graziele, ao
meu cunhado Sandro e a Natalia, princesinha da #gradeco também a familia que
conquistei em Belo Horizonte, tia llza pela genelade; Ana Carla e Nei pela amizade e
conselhos; a Fernanda, Jhonata e Neuza por todasrmgntos que passamos juntos; Nilza e
familia, Sandra e familia; Neide e familia, senxdete destacar o Anderson pelas oracdes e
incentivos.

E a Deus, amado da minha alma, um obrigada pordudaealizou em minha vida e
por tudo que ainda ha de vir, porque sei que Skum®$ e caminhos sdo maiores e melhores

gue 0S meus.



RESUMO

Corynebacterium pseudotuberculosés uma bactéria Gram-positiva que causa a
Linfadenite Caseosa (LC), uma doenca infecto-caogagcronica que acomete pequenos
ruminantes, promovendo a redugcédo da produtividame ashimais infectados. A doenca se
caracteriza pela formacdo de abscessos em nodul@sicbs superficiais e/ou 6rgaos
internos. Varios métodos para o diagnoéstico da ukklénica foram desenvolvidos, porém
nao alcancaram eficacia e praticidade satisfatéfiasim, nesse trabalho selecionamos seis
alvos protéicos dos 104 previamente descritosct&iaamos os produtos génicos @gsen
Reading FramgORFs) e produzimos as proteinas recombinantes patan&zacao de um
Teste Intradérmico de Hipersensibilidade (TIH) paraC. Os insertos das s€édRFs foram
amplificados apos a extracdo do DNA gendmico dzatpem 1002 d€. pseudotuberculosis
com a utilizacdo de iniciadores especificos, qgadibs aos vetores pAE e pET-28a foram
transformados enktscherichia coliDH5a para a clonagem molecular. Para verificar a
expressao das proteinas recombinantes, os cloras fransformados eld. coli C43 pLysS
e a cinética de expressao realizada. Duas proteg@snbinantes foram produzidas e
submetidas aVNestern blotcom soros de caprinos infectados c@m pseudotuberculosis
demonstrando antigenicidade nesses testes pretesindNovos testes de caracterizagao das
proteinas recombinantes serao realizados e espe@ra@s mesmas possam ser utilizadas na
otimizacdo de um TIH de elevada acurécia, parantrale da LC nos rebanhos de ovinos e

caprinos.

Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculgsi®roteinas recombinantes, Teste

Intradérmico de Hipersensibilidade, Linfadenite €es.



ABSTRACT

Corynebacterium pseudotuberculosisa Gram-positive bacterium that causes caseous
lymphadenitis (CLA), a chronic infectious diseasattaffects small ruminants, promoting the
reduction of productivity of infected animals. Ttlisease is characterized by the formation of
abscesses in the lymph nodes surface and/or ihtengans. Several methods for the
diagnosis of subclinical CLA been developed, butehaot reached satisfactory efficacy and
practicability. Thus, this study selected six oé th04 proteins targets previously described,
we characterize the genics products of thpen Reading FramgORF and produce
recombinant proteins for the optimization of arrddermal Hypersensitivity Test (IHT) to
LC. The inserts of the siORFs were amplified after extraction of genomic DNAIfr strain
1002 ofC. pseudotuberculosigith the use of specific primers which bound tatees pAE
and pET-28a were transformed irEscherichia coliDH5a for molecular cloning. To verify
the expression of recombinant proteins, clones waresformed intde. coli C43 pLysS and
expression kinetics performed. Two recombinant ginst were produced and subjected to
Western blotwith sera from goats infected wit€. pseudotuberculosisdemonstrating
antigenicity in these preliminary tests. New tdstscharacterization of recombinant proteins
will be made and hopefully they can be used indpigmization of an IHT high accuracy for

control of CLA in flocks of sheep and goats.

Key-words: Corynebacterium pseudotuberculgsi®kecombinant Proteins, Intradermal
Hypersensitivity Test, Caseous Lymphadenitis
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos microbiolégicos d€orynebacterium pseudotuberculosis

1.1.1 Classe Actinobacteria

O géneroCorynebacteriunpertence ao grupo denominado CMNR inserido naelas
das actinobactérias, no qual também estdo presevtgobacterium Nocardia e
Rhodococcusompartilhando caracteristicas particulares taraa a organizacédo da parede
celular baseada num grande complexo polimérico efgigeoglicano, arabinogalactano e
acido micolico, além de um alto conteudo G+C nogenoma (Dorell@t al, 2006).

C. diphtheriae agente causador da difteriadCe jeikeium,microrganismo responsavel
por infecgcdes nosocomiais em humanos (Taeichl, 2005) merecem destaque dentro do
grupo das bactérias patogénicas. Outra espécieedtagqdie no género devido a sua
importancia veterinaria € @. pseudotuberculosiggente etioldgico da Linfadenite Caseosa
(LC).

Desse grupo também faz parteCarynebacterium glutamicungue € uma bactéria
altamente utilizada na produgcdo de aminodcidos,ocbraspartato e L-lisina (Koffas &
Stephanopoulos, 2005).

1.1.2 Propriedades morfoldgicas e bioquimicas

Corynebacterium pseudotuberculosi@ uma bactéria Gram-positiva, parasita
intracelular facultativa, exibe formas pleomoérficage variam desde cocdéides a bastbes
filamentosos e medem 0,5um a 0,6pum por 1um a 3utandgnho. Nao possui capsula, ndo
esporula, é imoével e possui fimbrias (Jones & 68]11986).

O crescimento d€. pseudotuberculosisa superficie do agar se da inicialmente de
maneira espagada e, posteriormente, se organizecoddmias opacas, de crescimento
concéntrico e de coloracdo creme alaranjado, etgugune em meio liquido, desenvolve-se
como depdositos granulares. As condi¢cdes Otimasgeararescimento sdo a 37°C em pH entre
7,0 e 7,2, e a anaerobiose é facultativa (Doetlkl, 2006).

Além dessas caracteristicaS, pseudotuberculosipossui variagdes bioquimicas,

principalmente quanto a suas habilidades de feagéat Todas as linhagens produzem acido
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a partir de muitas fontes de carbono, incluindoagie, frutose, galactose, manose e sacarose,
em contrapartida ndo produzem gas (Merchant & RPa&Ré7; Buxton & Fraser, 1977; Holt

et al, 1994). Essa bactéria apresenta reacfes biogsirpimsitivas para fosfolipase D e
catalase, enquanto que para oxidase demonstraadgsuhegativo, além disso, € beta-
hemolitica (Buxton & Fraser, 1977). Em 1971, Bibsirs& Hirsh utilizaram a producéo de
nitrato redutase como forma de distinguir o bice@ui (isolado de equino e bovino; reducgao

de nitrato positiva) do biovawvis (isolado de ovino e caprino; reducao de nitragatiea).

1.1.3 Determinantes de viruléncia

O conhecimento sobre os mecanismos molecularebasas genéticas dos fatores de
viruléncia deC. pseudotuberculosié escassqorém sao crescentes os estudos a cerca da
compreensao destes mecanismos. A exotoxina fossaip (PLD) e os lipideos da parede
celular sdo os fatores de viruléncia mais bem teniaados dessa bactéria.

A PLD, considerada como o principal fator de vindi& deC. pseudotuberculosis,
caracterizada comoma potente exotoxina produzida por esta bactéiesKy et al, 1982;
Hodgsonet al, 1999). Esta toxina atua como um fator de perniidade, auxiliando na
hidrolise de ligagfes éster de fosfolipideos da brarma de células de mamiferos, de forma a
contribuir com a disperséo da bactéria do sitidahide infeccdo para os sitios secundarios do
hospedeiro (Carne & Onon, 1978; Coyle & Lipsky, 298BIcNamaraet al, 1995).A atuacao
da PLD na disseminacdo da bactéria pode ser edplipala acdo dermonecroética que a
mesma exerce danificando as células endoteliaisiaheira a promover o extravasamento de
plasma dos pequenos vasos sanguineos da dermeesso aos vasos linfaticos (Egaral,
1989; Songer, 1997Além disso, essa exotoxina é considerada leuca@prique contribui
para as lesGes e a destruicdo de macrofagos deaspurante a infeccdo causada @or
pseudotuberculosiéTashjian & Campbell, 1983 papel da PLD na viruléncia da bactéria
foi evidenciado apés a geracao de linhagens mtgate o genpld, uma vez que ndo foram
capazes de se disseminar e induziram uma respastanoliogica contra C.
pseudotuberculosigpesar de nao totalmente satisfat@ki@acina Toxminus sem o gepél
ndo conferiu protecdo mostrando que a PLD é imptatpara ajudar na resposta imune
protetora de uma vacin@gdodgsoret al, 1992).

Os lipideos presentes na parede celulaiCdgpseudotuberculosisdo importantes
fatores para a patogénese da doenca, e estao resesies nas linhagens mais virulentas do
gue nas linhagens atenuadas (Hard, 1972; Jolly)1966m disso, os lipideos estao descritos
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como responsaveis pela aderéncia dos microrganierpos promoverem uma citotoxicidade
local, além de formarem uma camada lipidica protdgex bactéria contra a acdo degradativa
das enzimas presentes no fagolisossomo do hospddéreset al, 1997).A toxicidade do
material lipidico extraido foi demonstrada pelavicéb de necrose hemorragica apos injecéao
intradérmica em cobaias (Jolly, 1966) e, segundakMu& Gyles (1982) ha uma relagéo
direta entre a porcentagem de lipideos de supeHdiaiinducdo de abscessos crénicos.

Estudos demonstraram que um grupo de genes eneslemm a absorcédo de ferro
tem um importante papel na viruléncia@epseudotuberculosi®illington et al, 2002). Os
quatro genes dispostos em um operon foram idesdidie proximos ao germed no genoma
de C. pseudotuberculosis designados como genieg A, B, C e D. Eles representam um
importante fator de viruléncia por propiciarem &tbda uma maior capacidade de sobreviver
a ambientes hostis, como o intracelular. Emboraha§@® alterac&o na utilizacédo de ferro por
um mutante pardag B(C) in vitro, o0 mesmo apresenta uma habilidade diminuida para
sobreviver e causar abscessos em cabras infectagasimentalmente (Billingtoret al,
2002).

Estudos relacionados ao controle da expressao agé@mcC. pseudotuberculosis
durante a infeccaen vitro e in vivo tém sido realizados para desvendar estas vias de
patogenicidade e detectar novos genes envolvidos a&wiruléncia. Estes trabalhos estéo
relacionados ao estudo de fatores sigma ER#gcytoplasmic functigrda RNA polimerase
bacteriana, cujos fatores sdo responsaveis pelampadio padrédo da expressdo génica da
bactéria em condicbes de estresse, como mudangasngeratura ou de pH (Castro, 2009;
Pacheco, 2009).

1.1.4 Exoproteinas

O secretoma bacteriano compreende estudos de upla gama de proteinas, como
receptores, adesinas, transportadores, enzimasta#as, toxinas e fatores de viruléncia, que
sao responsaveis pelas interacdes com o ambientpiem bactéria se encontra (Hansmeier
et al., 2006; Hautefortet al, 2008; Yenet al.,, 2008). Dessa forma, as exoproteinas
bacterianas sédo essenciais para uma série decdgis;alesde a identificacdo de enzimas até o
entendimento da viruléncia do organismo (Janketial, 2007); jA que as mesmas podem
estar envolvidas na adesao, invasdo, multiplicagiiasdo do sistema imune e danos ao
hospedeiro (Wooldridget al.,2009).
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Devido a grande importancia das exoproteinas reraicdio do patégeno com o
hospedeiro, diversos estudos vém sendo conduzm@s eseudotuberculosom o objetivo
de identificar possiveis alvos para o desenvolvimee vacinas e testes de diagndstico, além
de caracterizar fatores de viruléncia que contribpara a instalacéo e progresséao da LC. Em
1993, Braithwaiteet.al, extrairam proteinas do sobrenadante de uma aultier C.
pseudotuberculosis realizaram um SDS-PAGE seguidoWlestern blgto que possibilitou a
visualizacdo de sete proteinas com pesos moleswarégando entre 14-64 kDa, das quais
cinco reagiram com soros de caprinos infectadRaile et al (2004) estabeleceram um
eficiente protocolo de extracdo de exoproteina€.deseudotuberculosizaseado na Técnica
de Fracionamento em Trés Fases (TPP). Essasra®teiagiram com soros de caprinos com
LC (Pauleet al, 2004) e também induziram uma elevada producéaotederon-gama (IFN-

v) em células sanguineas de caprinos infectadosgsarbactéria (Meyet al, 2005).

Em 2011, Seyffertet. al. identificaram seis exoproteinas reativas com sa®s
caprinos infectados poE. pseudotuberculosiatravés da andlise sorologica protedmica,
utilizando eletroforese bidimensional (2-DEestern blottinge espectrometria de massa tipo
MALDI-TOF-MS/MS.

Paralelamente, Pacheeb al. (2011) caracterizaram o exoproteoma das linhagens
C. pseudotuberculosiB)02 (70 proteinas) e C231 (67 proteinas) pelo doétde extracdo de
proteinas, o TPP, seguido de espectrometria deamad@P/LC-M$ que resultou em 93
exoproteinas d€. pseudotuberculosi$osteriormente, Silva (2011) utilizou a técniead
DE associada a espectrometria de massa por MALH-TOF para identificar 60
exoproteinas deC. pseudotuberculosisampliando para 104 exoproteinas validadas
experimentalmente que foram preditas anteriormerg#ico.

Em 2011, Pacheaet. al, realizou uma predicda silico de 95 e 107 exoproteinas das
linhagens 1002 e C231 @ pseudotuberculosisespectivamente, através slaftwareSurfG
(Barinov et al., 2009), que realiza a predicdo das exoproteinasattasea presenca de
peptideo sinal e de vias classicas de secr&gaépendente 8ecindependente) analisando
a sequéncia genbmica do organismo de interessesterPomente foi desenvolvida uma
estatistica denominaddature Epitope DensityMED) que quantifica o potencial de uma
proteina de gerar uma resposta imune levando emsideracdo a quantidade de epitopos
preditos na por¢do madura da proteina classificade exportada (Santes. al, 2012).
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1.2 A Linfadenite Caseosa

1.2.1 Prevaléncia, transmissao e patogénese

A LC é uma enfermidade prevalente em diversos pat®eno Australia, Nova
Zelandia, Africa do Sul, Estados Unidos, CanadéarasiB onde as atividades de ovino e
caprinocultura sdo intensas (Williamson, 2001; Assdt et al, 2003; Patoret al, 2003;
Dorellaet al, 2006; Guimaraest al, 2009). As perdas econdmicas em decorréncia elacdo
séo significativas e estéo relacionadas a redugdoatiutividade (1&, carne e leite), eficiéncia
reprodutiva dos animais, a condenacédo de carcagage (Dorelleet al, 2006, Guimaraest
al., 2009).

No Brasil, o estado da Bahia, onde se concentnaiar parte do rebanho nacional de
caprinos (33,7%), o0 prejuizo causado pela incidéuel doenca chega proximo de R$ 4
milhdes de reais por ano (Oliveira, 2007). ApesaiEdtado de Minas Gerais (MG) possuir
um rebanho reduzido, 84,3% dos produtores ja ralatéer problemas como consequéncia da
LC. Em estudos recentes, uma analise sorologiavmaificar a prevaléncia da enfermidade
em 205 propriedades de MG constatou uma elevadaasitividade de 78,9% para caprinos
e 75,8% para ovinos, demonstrando a necessidadeledenvolvimento de um teste
diagndstico de deteccdo precoce e eficiente (Gaesat al, 2009; Seyfferiet al, 2010;
Guimaraest al, 2011).

C. pseudotuberculosisode infectar diversos animais como cabras, oselbevalos,
alpacas, lhamas, bufalos, camelos, antilopes eafgi{Baird & Fontaine, 2007). No entanto,
apresenta baixo potencial zoondtico para os saremios, e geralmente esta vinculado a
atividades ocupacionais (Liet al, 2005). Em pequenos ruminantes, a transmissag. de
pseudotuberculosipode ocorrer através do contato direto com asesges e materiais
contaminados pelo material caseoso de linfonododendescargas nasais de animais com
pneumonia contendo a bactéria. A entrad& deseudotuberculosiso hospedeiro é facilitada
por lesdes na pele ou ingestdo de alimentos comdaims (Williamson, 2001; Dorelkt al,
2006). Ao invadir o hospedeiro, a bactéria é fagoda por macréfagos ndo ativados,
incapazes de elimina-la, que se degenerardo (H8®R). Essa incapacidade é atribuida a
auséncia de producao de oxido nitrico quando ektdna com componentes antigénicos de
C. pseudotuberculosigqBogdan et al. 1997). Ao resistrem ao compartimento do
fagolisossomo, as bactérias infectam outros magondfae com a consequente morte das
células do sistema imunolégico, elas sao capazes dspalharem para o linfonodo drenante
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local ocasionando a formacgéo de lesGes necrotimasesget al, 2000). Seguindo um novo
ciclo de replicacdo, as bactérias conseguem capomg linfonodos e sobreviver, podendo
atingir diversos 6rgaos e células. A disseminaggsal bactéria também envolve a acdo da
PLD (Airello et al, 2001).

Na tentativa de conter e eliminar 0 microrganismore a formacao de granulomas
(Joneset al., 2000). O inicio dessa lesdo se caracteriza pelo aparetmem células
epitelidides substituidas posteriormente por neca@seosa, que vai sendo circundada por
células epiteliais, linfécitos e por uma camaddesédo conjuntivo fibroso, respectivamente.
A formagédo do granuloma € cronica e se repete siveesente sobre a camada fibrosa,
resultando no aspecto macroscoépico desta patot@gercterizada por uma massa esférica
laminada, como as camadas de uma cebola (&0a&000).

Além disso, é considerado um processo dependenieul@dade adaptativa, que
nesse caso € complexa e envolve tanto uma respostaral como uma resposta celular
mediada por Linfécitos T (Paule, 200Bgpinet al, (1994) observaram maior quantidade de
linfécitos T CD8 em granulomas presentes no siitndculacdo quando comparados aqueles
encontrados nos linfonodos drenantesta subpopulagéo de linfocitos esta relacionadaao
atividade efetora/citotoxica, podendo atuar comaopressora e aumentar com O
amadurecimento da lesdo em relacdo a outras sulbgdps, como os CDA4.

Com relacdo ao perfil de citocinas expressas, l&af#ncia das citocinas proé-
inflamatdérias como o fator de necrose tumoral (Td)ife: IFNy principalmente no sitio de
inoculacéo, sendo a ultima de grande importanaia paativacdo de macrofagos que sédo 0s
responsaveis pela eliminacado de patogenos inttaoesu(Pépiret al, 1997, Hodgsomt al,
1992, Elliset al, 1991).

1.2.2 Tratamento e vacinas

O tratamento da LC pode ser realizado atraves da@santibioticos, porém as drogas
administradas ndo conseguem penetrar nas capsglabsicessos. Uma segunda alternativa é
a drenagem e extirpacdo dos linfonodos superficieisnetidos, que além de ndo se obter
total éxito na eliminacéo das bactérias, quandorimdos e érgéos internos estdo acometidos,
esta estratégia ndo se aplica (Williamson, 20@Bplicacdo destes tratamentos pode nao ser

eficiente ou ocasionar a contaminacdo ambientad, o Unico abscesso possui uma grande
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quantidade de bactérias. Diante disso, o contral@revencdo podem ser considerados como
estratégias mais viaveis (Guimar&esl, 2009).

As medidas de controle incluem a identificacdoaomais infectados, impedindo que
0S mesmos tenham contato com os animais saud&@&ssn como, procedimentos de
higienizacdo de todos os instrumentos e ambiegtdpdes, troncos de tosquia e baias) para
evitar a disseminacédo bacteriana (Williamson, 20@itellaet al, 2006).

Considerando os fatos mencionados acima e a pedade no manejo dos animais na
maioria das propriedades (Guimardets al, 2011), a medida preventiva ideal seria a
imunizagao (Dorellt al, 2006).

Atualmente, vacinas mais eficazes contra a infecgéamusada por C.
pseudotuberculosisédo requeridasdNo entanto, existem alguns imunégenos disponiveis n
mercado nacional e internacional que apresentaectmsprelevantes a serem considerados
quanto a sua utilizacdo. Nem todas as vacinasci@éas para ovinos tém a mesma eficiéncia
para caprinos e, por ndo se adequarem a todosas, ceormalmente se faz necessario ajustar
o programa de vacinacéo a determinado rebanhoigwgbn, 2001). Varios estudos tém sido
realizados, testanddiferentes tipos de estratégias vacinais com o dgsdactérias vivas
atenuadas, bactérias mortas, fragbes da paredarcedlobrenadante de cultura bacteriana,
componentes celulares misturados com sobrenadantasinas de DNA (LeaMastet al,
1987, Holstad, 1989, Elliet al, 1991, Eggletoret al, 1991; Costaet al, 2011), que
alcancaram niveis variaveis de protecéo.

Recentemente, Dorellet al. (2006), por meio de mutagénese aleatoria utiliaamd
sistema de transposicdo baseado no TNFuZ, idemtific 34 mutantes deC.
pseudotuberculosisAtravés de experimentos de imunizacdo com o0 mut&Ré3 em
camundongos, observou-se que 0 mesmo conferia ttec@o de 81% em modelo murino
apos o desafio com a linhagem selvagem, demonstraed um alvo promissor para a
obtencdo de uma nova vacina viva atenuada cont@ éDorella, 2009). Estes dados de
protecao estao sendo confrontados com dados @s fakitos realizados em caprinos, com o
objetivo de verificar a manutencdo dos indices deepao, bem como o0 surgimento de

possiveis efeitos colaterais ocasionados.
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1.2.3 Meétodos de diagndstico

1.2.3.1 Padrao-ouro

Atualmente, o teste padrdo-ouro para o diagnosteed C é realizado através do
isolamento da bactéria diretamente do conteudasas#os linfonodos acometidos e cultivo
bacteriologico, seguido por testes bioquimicos €Ribet al, 2001; Williamson, 2001). O
teste bioquimico bem estabelecido para a identficale bactérias corineformes é o sistema
API Coryne (API-bioMérieux, Inc., La Balme |és Gest, France). Esse método consiste de
uma bateria de 21 testes bioquimicos que podemeakrados entre 24 e 48h. O sistema
contém 20 tubos contendo substratos que permitsi@st@ara 11 enzimas (pirazinamidase,
pirrolidonil  arilamidase, R-galactosidase, fosfatasalcalina, o-glucosidase, N-
acetilglucosaminidase, 3-glucoronidase, reducaaitdeto e hidrélise de esculina e uréia) e 8
testes de fermentacdo de carboidratos (glucosese;tD-xilose, manitol, maltose, lactose,

sucrose e glicogénio).

1.2.3.2 Testes soroldgicos

Diversas estratégias soroldgicas foram desenvaydaa estabelecer um diagnostico
subclinico da LC. Um dos primeiros testes a seerdasvido foi 0 de soroneutralizacdo em
ovinos para a identificacdo de antitoxinasQlepseudotuberculosisesses animais (Carne,
1940). Posteriormente, surgiram o0s testes de soro-aghdimajue foram aperfeicoados
(Cameron & McOmie, 1940; Awad, 1960; Kestintepe7@9Burrel, 1978; Shigidi 1979;
Lund et al. 1982) e alguns testes ja existentes também fordrenslo adaptacfes para o
diagnéstico da LC, como a imunodifusao em gel (@hid974; Burrel, 1980b; Naiet al.
1984), hemaglutinagéao indireta passiva (Shigidi789fixacdo de complemento (Shigidi,
1979) e inibicdo da hemolise em tubo (Burrel, 1980a

Dos ensaios sorolégicos desenvolvidos para o d&igooda LC mencionados até o
momento, alguns foram comparados entre si no gmeradipeito a acuracia, porém o0s
resultados foram pouco conclusivos. Shigidi (19v8jificou que o teste de inibicdo da
hemolise sinérgica era menos sensivel do que adghatinacao indireta. Por outro lado, Lund
et al. (1982) observou alta correlacéo entre o testodeaglutinacao e inibicdo da hemolise

sinérgica.
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Nos anos 80, comecaram a ser empregados no dimgndatLC os primeiros testes
ELISA para a deteccdo de anticorpos cor@rapseudotuberculosigShenet al, 1982;
Johnsoret al, 1987), sendo constatada uma maior sensibilidadedp comparado com o
teste de inibicdo da hemolise sinérgica (Mekial, 1985). Estudos envolvendo ELISAs
indiretos com componentes da célula bacterianaopreteinas deC. pseudotuberculosis
foram demonstrados como sendo relativamente eBcame programas de controle da
enfermidade (Binnt al. 2007; Carminattet al, 2003).Com a finalidade de aprimorar a
acuracia deste ensaio em relacdo aos demais jgelesidos, um ELISA sanduiche com
rPLD foi desenvolvido ( Derckseat al, 2000).

Uma variacao da técnica de ELISA, voltada paracti@téFN+y como um marcador de
imunidade mediada por células confrapseudotuberculostambém foi padronizada (Paule
et al, 2003; Menziest al, 2004). Esta técnica pareceu ser mais sensivgudo ELISA
convencionalmente utilizado na deteccéo de antisprglém de ndo parecer ser afetada pela
vacinacdo dos animais (Dorel&t al, 2006), o que poderia ser uma possibilidade para

diagnosticar a LC de forma mais precisa, se n&efoseu elevado custo.

1.2.3.3 Testes moleculares

Na busca por estratégias envolvendo um diagnéstais preciso da LC, técnicas
moleculares comecaram a ser aplicadas a partil082. L etinkayaet al, propuseram um
teste baseado na reacdo em cadeia da polimeras® @Ca identificar isolados de€.
pseudotuberculosisatravés da amplificacdo parcial da sequéncia doe géo RNA
ribossébmico 16S (16S rRNA), que é muito utilizado estudos taxondmicos microbianos.
Com o objetivo de avaliar a prevaléncia da LC emrinas e ovinos, o teste apresentou
algumas limitagcdes, incluindo a dependéncia dauulbacterioldgica e a incapacidade de
distinguir C. pseudotuberculoside C. ulcerans podendo atribuir essa incapacidade a alta
similaridade gendmica entre estas duas bactérias.

Posteriormente, nosso grupo de pesquisa desenvoiveansaio de PCR multiplex
para obter um diagnostico mais rapido e eficieAtqrincipal vantagem deste teste foi a
utilizacdo de genes especificos para distingliirpseudotuberculosige outras bactérias
filogeneticamente similares, além de possibilitatilzacdo do DNA extraido diretamente de
amostras clinicas. Os genes alvos dessa reacab6oRNA, que € um gene conservado em
géneros bacterianos,rpoB, gene relacionado a estudos filogenéticos de ngaresmos dos

génerosMycobacteriume Corynebacteriune o genepld (Pacheccet al, 2007). Este teste
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apresentou boa especificidade sendo capaz degiist®. pseudotuberculosde C. ulcerans
e obteve uma sensibilidade de 94%, conseguindoctdet€. pseudotuberculosisnais
rapidamente e de maneira tdo especifica quantod@auro para o diagnostico da LC
(Pachecoet al, 2007). No entanto, apesar deste novo método agndstico ter obtido
sucesso, 0 mesmo apresenta limitagcbes por naotatet@cmicrorganismo em amostras
soroldgicas

Recentemente, um método para identificacdo @e pseudotuberculosisfoi
padronizado baseado na andlise de restricdo por RC&ene da subunidade da RNA
polimerase, sendo capaz de diferencia-laAdmnobacterium pyogenegue produz lesdes
semelhantes. Este teste proporciona uma ferrandenthagnostico rapido e simples para a
identificacdo deC. pseudotuberculosigporém ndo consegue diagnosticar a doenca no seu
estagio subclinico (Pavam. al, 2012).

1.2.3.4 Testes de hipersensibilidade

Na resposta imune mediada por células, alguns emttsy quando injetados na
intraderme, induzem uma resposta inflamatéria deemelvimento lento, denominada
hipersensibilidade retardada (tipo V), na qual romm interacbes com as células
apresentadoras de antigenos e linfocitos T. Atuai® uso de um teste intradérmico para o
diagnéstico da tuberculose em bovinos e experirfreatde em caprinos e ovinos contendo
como antigeno a tuberculina PPD (proteina deriyanldicada) € bem padronizado (Cyrillo,
2009; Silveet al, 2006; MAPA, 2004).

Varios pesquisadores realizaram estudos visantibaracdo de Testes Intradérmicos
de Hipersensibilidade (TIH). Os primeiros antigealaborados foram filtrados de cultura de
C. pseudotuberculosis testados em cobaias (Cesari, 1930). Posteritemtastes foram
realizados em ovinos infectados e ndo infectadds pacrorganismo, demonstrando
positividade entre 48 e 72h (Cassamagnaghi, 19aine@®n & McOmie, 1940; Farid &
Mahmod, 1960).

Uma pseudotuberculina baseada na tuberculina d# Kai desenvolvida para o
diagndstico da LC ovina na Australia (Carne, 193@yém uma baixa especificidade nos
antigenos contidos na pseudotuberculina padronifeidabservada. Costa Filho (1978)
utilizou como antigenos para o TIH, uma suspenséo cdltura bacteriana de&.
pseudotuberculosie C. pyogeneem caprinos com lesdes tipicas da LC. Renstiaal.

(1979) e Browret al. (1986) elaboraram um alérgeno a partir de bastérsymentadas por
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sonicacdo. Em seguida, Langeneggeral. (1987) prepararam um alérgeno com proteina
hidrossoluvel extraida de bactérias lavada€ .deseudotuberculosiglves & Olander (1999)
avaliaram o uso do TIH em caprinos experimentalmericinados e infectados coth
pseudotuberculosigporém os resultados foram condizentes com o#tadses de Browret al.
(1986), evidenciando a necessidade de purificagdadtigenos utilizados como reagente do
teste.

Apesar da praticidade e de serem potencialmentaisideara um diagnéstico
subclinico da enfermidade no campo, os TIHs até@oemtesenvolvidos, além de nao
possuirem sensibilidade e especificidade suficieri@da ndo apresentam uma aplicabilidade
comprovada.

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa desenvatdeste com as exoproteinas
totais deC. pseudotuberculos@btidas por TPP. Através deste trabalho, as eksipas totais
foram utilizadas na padronizacdo de um TIH e aptas@m resultados promissores, se
comparados a antigenos utilizados em outros TIHsriammente desenvolvidos (Antunes,

2011), porém o mesmo requer otimizacao.
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2 JUSTIFICATIVA

No Brasil, a criacdo de ovinos e caprinos tem semelvido amplamente nos dltimos
anos, e ha aproximadamente 10 anos atras as egtisnat indicavam que 30% dos rebanhos
estivessem acometidos pela LC (Ribeigdb al, 2001). Atualmente, poucos trabalhos
epidemiolégicos foram realizados para averiguar ravgééncia da LC em pequenos
ruminantes. Porém, estudos realizados no estaddGledemonstram que os indices estao
proximos a 80% de animais infectados (Sey#ewrl, 2010; Guimaréest al, 2009). A LC é
reconhecida como uma das principais causas de sperdandmicas significativas na
caprinovinocultura (Baird & Fontaine, 2007). Comemmionado anteriormente, o tratamento
da enfermidade baseado na antibioticoterapia nébiciente (Williamson, 2001, Baird &
Fontaine, 2007) e a inexisténcia de um método dstgo satisfatério para LC
principalmente na fase subclinica, pode contrilpaira a disseminacdo da doenij@sso
grupo de pesquisa tem estudado pseudotuberculosistilizando abordagens gendmicas,
transcriptbmicas e protedmicas com a finalidadeeldeidar mecanismos de viruléncia e
identificar candidatos para o desenvolvimento de@nes e testes de diagndstico paraa LC. A
partir da abordagem protedmica, Seyffett al. (2011) identificaram exoproteinas que
reagiram com o soro de caprinos infectadosGhgrseudotuberculosigs exoproteinas totais
foram descritas como antigénicas apds serem awmaliedm as técnicas destern blote
ensaios de IFN-(Pauleet al, 2003, Paulet al, 2004, Meyert al, 2005; Reboucast al,.
2011). Recentemente, Antunes (2011) padronizou lHncdm as exoproteinas totais Ge
pseudotuberculosiem rebanhos de caprinos, que obteve resultadaosigzares, porém o
mesmo necessita de ajustes relacionados principtgma selecdo de antigenos das
exoproteinas totais e obtencdo desses em largéa.edzste trabalho, nds selecionamos
algumas exoproteinas de. pseudotuberculosie realizamos a expressao heteréloga das
mesmas emEscherichia.coli As proteinas recombinantes obtidas serdo testpdes a
utilizagdo no TIH j& padronizado para o diagnéstgubclinico da LC em pequenos

ruminantes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Produzir proteinas recombinantes a partir @RFs selecionadas que codificam
exoproteinas de&. pseudotuberculosie avaliar o potencial antigénico das mesmas para

otimizacdo de um TIH para o diagnéstico subcliniad.C em pequenos ruminantes.

3.2 Objetivos especificos

» Caracterizar as seis proteinas selecionadas dasprE¥amente descritas de.
pseudotuberculosigquanto a similaridade a outras espécies bactsriggeda presenca de
peptideos sinais, motivos transmembréanicos e domaunservados;

* Isolar as sei®RFs de interesse atraves de PCR;

* Clonar tré2ORFs no plasmideo pAE e tr&RFs no plasmideo pET-28a;
 Transformar os plasmideos nas linhagens de expre@s@&rExpress™E. coli
C41(DE3) pLysS, C41 (DE3), C43(DE3) e C43(DE3)pLysS

* Avaliar a antigenicidade da(s) proteina(s) recomhi@(s) utilizando amostras de

caprinos infectados e nado infectados através d8AWestern bloe Interferon-gama.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Andlises bioinforméaticas da®RFs selecionadas

As sequéncias nucleotidicas daRFsselecionadas foram comparadas com todas as
sequéncias de proteinas conhecidas, previamentsitilas em banco de dados, utilizando-
se o software BLASTx (http://blast.ncbi.nim.nih.gBhast.cgi) do Centro Nacional de
Informacéo em Biotecnologia (NCBI).

O programa SignalP 4.0 foi utilizado para a prealiga peptideo sinal baseado na
sequéncia de aminoéacidos (aa), enquanto que, atbdavgrograma TMHMM 2.0 foi realizada
a busca por motivos transmembréanicos e a analiderdéios conservados foi realizada pelo
software Conserved Domains(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsitt do
NCBI.

4.2 Isolamento das sequéncias codificadoras

4.2.1 Manipulacédo do DNA

Os procedimentos de biologia molecular adotados @amanipulacdo do DNA
plasmidiano e/ou cromossdémico foram realizados dukse em métodos pré-estabelecidos

(Sambrook & Russell, 2000), com algumas modificacte

4.2.2 Eletroforese em gel de agarose

As amostras de DNA, tanto genémico quanto o DNArmpldiano acrescidos de 1:10
do volume de tampé&o de amostra (azul de bromof@®éb, glicerol 25%) foram separadas
em gel de agarose 1% em tampéao TBE 0,5X (Tris 88seM pH 7.2, acido bérico 89mM,
EDTA 2mM pH 8.3), contendo brometo de etideo {§/B1L). As corridas foram realizadas
a 100V durante aproximadamente 1h. O gel foi f@fagto sobre um transluminador de luz
ultravioleta através do sistema de documentacamgréfica “MultDoc-it/UVP” e a foto
processada pelo prograrraotoReadO tamanho dos fragmentos foi estimado comparando-

se ao marcador de tamanho em pb IPKls DNA Ladde(Invitrogen).
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4.3 Extracdo de DNA gendmico

Para a realizacdo da extracdo do DNA gendmic€.dpseudotuberculosi$002, 1
colonia foi inoculada em 30mL de meio BHI e incubad37C durante 48h sob agitacdo a
200rpm. ApOs este periodo, foi adicionada uma Solwue lisozima com fenol a cultura, que
foi centrifugada por 10min a 5000rpm e ‘€4 centrifuga Jouan MR23i, rotor AM 50C.13).
O sobrenadante foi descartado e o precipitadoarefessuspendido em 1mL da solugéo |
(Tris-HCI 10mM pH 7,0; EDTA 10mM pH 8,0; NaCl 300mM novamente centrifugado por
10min a 13000rpm. O sobrenadante foi desprezadpreaipitado ressuspendido em 1mL de
solucéo Il (Tris-HCI 25mM pH 8,0; EDTA 10mM pH 8,0§aCl 10mM) com lisozima
(10mg/mL) diluida nesta mesma solucdo. A mistuiatrimsferida para um banho-maria,
durante 30min a 3€. Em seguida, foram acrescentadogl5@e sarcozyl a 30%, a mistura
foi homogeneizada por 15min e incubada &%8urante 20min; seguida deubacéo a 4°C
durante 5min. Foi adicionado a mistura 1mL de 23:2dnol-cloroférmico-alcool isoamilico
e homogeneizado em vortex por 7min a 13000rpm.s& guperior foi transferida para um
novo tubo, adicionando novamente 1mL da solucdomel de fenol-cloroférmico-alcool
isoamilico. Repetiu-se o procedimento e o sobrertadaovamente foi transferido para um
novo tubo. A fase superior foi retirada e colocada novos tubos, adicionando 1mL de
cloroformio. Apdés a centrifugacdo por 7min a 13@00r a fase superior foi retirada e
colocada em um novo tubo. Foram adicionados 2 Gnve$ de etanol absoluto e 500mM de
acetato de sodio (pH 5,2), e apls esta etapa,tarenfei incubada por toda noite a °20e
centrifugada 10min a 13000rpm. Foram acrescentaddSNA precipitado, 1mL de etanol
70%, e a solucéo foi incubada a -20°C por 15miguiselo-se de centrifugacdo por 15min a
13000rpm sob as mesmas condi¢cbes. Descartou-daenadante e o DNA seco na estufa a

50°C. O mesmo foi ressuspendido eml2@e agua ultrapura estéril.
4.3.1 Determinacdo quantitativa e qualitativa do DI

Todas as amostras de DNA foram avaliadas quantoaacencentragdo e pureza
através da leitura da densidade Optica (DO) em cegpetometro (Eppendorf), no

comprimento de onda de 260nm, e também pela ré&sokletroforética em gel de agarose a
1% conforme descrito no item 4.2.2.
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4.4 Reacao em cadeia da polimerase

4.4.1 Amplificacdo dasORFs de C. pseudotuberculosis

A PCR foi utilizada para o isolamento dé@dRFs selecionadas para clonagem e
expressao das proteinas recombinantes. Paradhdlfide, os iniciadores utilizados na reacéo
foram sintetizados de acordo com as sequénciasicamttiras dos genes identificados nas
andlisesn silico, com excluséo da regido que codifica o peptideal gFiguras 1-6)Em cinza
estdo os sitios de restricdo das enzimas e em lamasesequéncias a partir das quais o anelamento
ocorrerd nas sequéncias codificadoras@RBEs

As seis reagbes de amplificacdo para caid de interesse foram realizadas em um
volume final de 25uL cada, contendo 1,5uL (130ny/ido DNA gendmico deC.
pseudotuberculosisBnhagem 1002, 1uL (10pM/uL) darimer foward e 1L (10pM/uL) do
reverse, 1uL de dNTPs (10mM), 1pL de Mg¥60mM), 0,2uLPlatinun? Tag DNA
Polymerase(Invitrogen), 2,5uL de enhancer, 2,5uL de tampg&oamplificacdo 10X e
14,3uL de agua ultrapura estéril. A amplificacéo PGR foi realizada em um termociclador
ATC 401 (NyxTECHNIK). Em seguida, 1/10 do volumeadela amostra foi analisada em gel
de agarose 1% (item 4.2.2.).

Forward— 5 GGAATTCCATATGGTTGAGCAACCAAGCAACACGA3

Reverse- 5 CCGCTCGAGTAGTAGGATGTTAAGGGCTCGCAAA’

Figura 1. Iniciadores desenhados para amplificd@ddRF cpsec2dutilizando o programa Vector
NTI 8.0.

Forward— 5" CGGGGATCCCAGCCAGTGCTTCAGGTC 3

Reverse- 5 CCCAAGCTTTTATTTTTGTACCGCTTGCTC 3

Figura 2. Iniciadores desenhados para amplificde®aRF cpsec3autilizando o programa Vector
NTI 8.0.
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Forward— 5 GGAATTCCATATGGCTGATGATGTTGAATCCCTTATTAGC3

Reverse- 5 CGGAATTCTTATTAGTAACGGCGAGCTCCATAAAAAGGY

Figura 3. Iniciadores desenhados para amplificde®aRF cpsec34utilizando o programa Vector

NTI 8.0.

Forward— 5" CGCGGATCCATTCCCTATACCGACCCAGA 3

Reverse- 5 GGCGAATTCTCACGTGACGTCCGCG 3

Figura 4. Iniciadores desenhados para amplificdeddRF cpsec3utilizando o programa Vector

NTI 8.0.

Forward— 5 CTAGCTAGC:AAGAACTGTTAGCAAGTGAGATTGCTTCTG3’

Reverse- 5 CTAGCTAGCGAAGAACTGTTAGCAAGTGAGATTG3’

Figura 5. Iniciadores desenhados para amplificde®aRF cpsec4lutilizando o programa Vector

NTI 8.0.

Forward - 5" CGCGGATCCGGGCCTCGCGACTGG 3

Reverse- 5 CCGGAATTCTTACCAGGCGTTCATAACGT 3

Figura 6. Iniciadores desenhados para amplificde®aRF cpsec3autilizando o programa Vector

NTI 8.0.

4.5 Clonagem molecular e expressao das proteinagsoebinantes

4.5.1 Purificagao dos insertos

Os insertos amplificados (item 4.4.2.) foram dadiss em uma membrana em éster de
celulose, 0.025um de poro, 25mm de didmetro (Miti) por 30min sobre agua ultrapura

estéril contida em uma placa de petri.
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4.5.2 Extracdo do DNA plasmidiano em pequena escala

Os plasmideos foram extraidos apés a transferéecigbmL de um cultivo por toda
noite para um tubo de microcentrifuga de 1,5mLrdrfagados por 2min a 14000rpm. Apos
essa etapa, o sobrenadante foi descartado e resdaspse 0 precipitado com 200uL de
solugéo I (50 mM de glicose; 25mM de Tris-HCI pH;810 mM EDTA pH 8,0; KO g.s.p.
10mL) acrescido de 1,5uL de RNAse. ApGs a misterargubada por 5min a temperatura
ambiente, adicionou-se 200uL de solucéo Il (1% [08;9,2M de NaOH, kD g.s.p. 5mL)
homogeneizando lentamente ao inverter o tubo pca 18 vezes. Duzentos microlitros de
solucdo Ill (5M de acetato de potassio; 11,5mL dielcdacético glacial; 100mL de.8
g.s.p.) foi adicionada e uma centrifugacao reddzpor 7min a 14000rpm. Logo apds, o
sobrenadante foi transferido para outro tubo e Uafgiisopropanol foram adicionados e as
amostras homogeneizadas por inversao (10 a 15)véresstura foi resfriada a — 20°C por
30min e centrifugada a 14000rpm por 15min. O sauante foi removido, o precipitado
lavado com 500uL de etanol 70% invertendo o tubo3da 4 vezes e realizada uma
centrifugacdo por 5min a 14000rpm descartando newmteno sobrenadante. Finalmente,
secou-se 0 precipitado completamente e ressuspsedenn 30uL de agua ultrapura estéril.
Apos a extragdo, 1/10 do volume total de DNA egtvdbi aplicado em gel de agarose a 1%,
sendo a corrida eletroforética analisada e docladartomo descrito no item 4.2.2.

4.5.3 Digestéo enzimatica
Os amplicons dialisados foram submetidos a digestin enzimas de restricdo
seguindo as instrucdes do fabricante (Tabela 1JaCeacéo foi realizada para um volume

final de 30uL para o produto de amplificacdoQ@RF de interesse e também para o DNA

plasmidiano.
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Tabela 1. Enzimas de restricdo utilizadas paragestiio das moléculas de DNA gendmico e
plasmidiano.

ORF/Vetor Enzima de restricdo
cpsec2PHET28a Ndd (BioLabs),Xhd (Invitrogen)
cpsec3hAE BanHl, EcdRl (BioLabs)
cpsec3bpET28a EcaRl, Ndd (BioLabs)
cpsec3ipAE BarHlI, Hindlll (BioLabs)
cpsec4lpET28a Nhd (BioLabs),Xhd (Invitrogen)
cpsec3BhAE BanHl, EcdRl (BioLabs)

4.5.4 Purificacdo do DNA

Apés a reacdo de digestdo, os amplicons e os sefor@m purificados segundo as
instrucdes especificadas pekit comercial illustra GFX PCR DNAand Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare) para eliminar os residuos da tigesnzimatica. Em
seguida, os fragmentos foram quantificados atraesesolucao eletroforética em gel de
agarose a 1% utilizando o marcador GeneRllet Kb DNA Ladder, 250-10,000 bp
(Fermentas).

4.5.5 Ligacao do inserto no vetor

O vetor pAE e o inserto foram submetidos a umaa®age ligagdo contendo
aproximadamente 2U de T4 DNA ligase e 1pL do tangeidigacdo 10X (Promega) com
6,3uL do insertepsec3215ng/puL) mais 2,4uL do vetor (40ng/pL) em umuwoé total de
15 pL. A reacao foi incubada a 4°C por toda a néltga a ligagdo dos insertgssec37e
cpsec33no vetor, foram realizadas as mesmas condi¢bézanto-se 5,4uL do inserto
cpsec37(20ng/puL) mais 2,7uL do vetor (40ng/uL) e 6,5uL idsertocpsec33(15ng/uL)
mais 2,4uL do vetor (40ng/uL).
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4.5.6 Transformagé&o bacteriana

4.5.6.1 Preparacéo das células eletrocompetenteggalonagem e expressao

Para a preparacdo das células eletrocompetentisl. e cada linhagem de interesse
(Tabela 2) foi inoculada em 5mL de meio LB (sepana€einte) e incubada durante 18h a 37°C
sob agitacdo de 150rpm. No dia seguinte, 3mL da callura foram diluidos em 300mL de
LB (separadamente) e incubou-se a 37°C sob agit@gaatingir absorbancia (Rénm de
0.2-0.3. Uma vez alcancado o crescimento desegsdoulturas foram deixadas no gelo por
30min. Depois deste periodo, dividiu-se as culterast tubos de 40mL cada e foi realizada
uma centrifugacéao de 4000rpm durante 20min a 47Cqee o sobrenadante foi descartado e
o precipitado ressuspendido em solucdo estérillidergl 10% no volume de 40mL. Uma
nova centrifugacéo foi realizada a 4000rpm dur@@ain a 4°C. Na segunda lavagem, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado dosstdbe 6 ressuspendido em 20mL de
glicerol 10%. Em seguida, o conteudo foi divididosnoutros 4 tubos (10mL cada), o
precipitado ressuspendido e mais glicerol 10% adado até completar-se 40mL cada, para
nova centrifugacdo a 4000rpm durante 20min a 4°€.téMceira lavagem, ao descartar o
sobrenadante, foi adicionado 10mL de glicerol 1086 tubos 3 e 4 ressuspendendo o
precipitado; apds, o conteudo foi transferido pesaubos 1 e 2 e adicionado mais glicerol
10% até completar-se 20mL cada, centrifugando arp@d durante 20min a 4°C. Na ultima
lavagem, apds o sobrenadante ser descartado, 18mglicérol 10% foram adicionados no
tubo 2, o precipitado ressuspenso e transferiuaga P tubo 1 ressuspendendo bem,
finalmente centrifugou-se a 4000rpm durante 20eiA°C. ApoOs a ultima lavagem, as
bactérias foram ressuspendidas em 1mL de solug@ral10%. Esse 1mL foi dividido em
aliquotas de 100puL que foram estocadas a -80°Cirk® linhagens foram preparadas em

dias diferentes.
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Tabela 2. Linhagens bacterianas utilizadas paraaglem molecular e expressdo das proteinas
recombinantes.

) Gendtipo das linhagens de clonagem e
Nome das linhagens

expressao

E. coliDH5a endAl, hsdR17 (rk- mk+), supE44, thi-1,
recAl, gyrA (Na 1r), relA1A (lacZYA-
argF)U169(m80lacZM15)

OverExpress™ C41 (DE3) F ompT hsd$(rg” mg) gal dcm(DE3)

OverExpress™ C41(DE3) pLysS F ompT hsd$ (rs mg) gal dcm (DE3)
pLysS (Cnf?)

OverExpress™ C43(DE3) “&mMpT hsdS(rg” ms) gal dcm(DE3)

OverExpress™ C43(DE3)pLysS " IBmpT hsd$ (rg” mg) gal dcm (DE3)
pLysS (Cnf})

4.5.6.2 Transformacgao bacteriana na linhagem de alagem

Os produtos de ligacdo (inserto e vetor pAE) nantidade de 5uL foram
transformados em 100uL da linhagem de clonagerooli DH5a. As eletrotransformacgdes
foram realizadas utilizando 2500V com um eletrodor&ene Pulser Xcell™ Total System
(Biorad). Apos este tratamento, foram adicionadod e meio LB, sem antibiotico, para
cada aliquota de células transformadas. Depoislaleteansformacao, as bactérias foram
incubadas por 2h a 37°C. Em seguida, foram plagsed&00OuL em meio LB &agar

suplementado com ampicilina (8mL) e incubados a 3C durante 18h.
4.5.7 Verificagdo da presenca do inserto no vetor

A presenca do inserto e o tamanho do fragmentoNi& €lonado no vetor pAE foi
verificado realizando-se a extracdo do plasmiageg@equena escala conforme o item 4.5.2.,
seguido de digestdo enzimatica.

4.5.7.1 Digestéo do plasmideo extraido

A integridade do inserto no vetor foi verificadasnaasmideos extraidos através da
Miniprep (item 4.5.2.). Para isso os plasmideoarfodigeridos com as enzimas descritas na
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Tabela 1. A reacdo de digestdo do plasmidpsec3%AE foi realizada com 5uL de
plasmideo, 2uL de tampao 1X NEBuffer 3 (50mM Trig#HLOOmM NaCl, 10mM MgGle
1mM de Dithiothreitol), 1pL dé&cdRl (20U/uL), 1pL deBamH (20 U/uL), e 1uL de agua
ultrapura estéril, e posteriormente incubada enhdramnaria a 37°C por toda a noite. Para a
digestdo do plasmideopsec3mAE utilizou-se 5uL de plasmideo, 2uL de tampao 1X
NEBuffer 2 (10mM Tris-HCI, 50mM NaCl, 10mM Mgg&e 1mM de Dithiothreitol), 1pL de
Hindlll (20U/uL), 1uL deBamH (20 U/uL), e 1uL de agua ultrapura estéril. Bssstura foi
incubada em banho-maria a 37°C por toda a noigu&trio que para a reacao de digestao do
plasmideocpsec3BAE utilizou-se 5uL de plasmideo, 2uL de tampao NEBuffer 3
(50mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 10mM Mggle 1mM de Dithiothreitol), 1uL d&coRlI
(20U/uL), 1pL deBamH (20 U/uL), e 1uL de agua ultrapura estéril; desma forma a
mistura foi incubada em banho-maria a 37°C por todaite. As bandas foram visualizadas

de acordo com o item 4.2.2.

4.5.8 Transformacéao bacteriana nas linhagens de engssao

Os plasmideos provenientes da extracdo do DNA jgsmo em pequena escala para
confirmacdo dos clones, foram utilizados na quadi&dde 5uL e transformados em 100uL
das quatro linhagens de exprese&erExpress™ (Tabela 1). As eletrotransformagdes foram
realizadas utilizando 2500V com um eletroporadene Pulser Xcell™ Total System
(Biorad). ApGs este tratamento, foram adicionadod He meio LB, sem antibiético, para
cada aliquota de células transformadas. Depoisleieoteansformacédo, as bactérias foram
incubadas por 2h a 37°C. Em seguida, foram plagsed&00uL em meio LB &agar
suplementado com ampicilina (189mL) e incubados a 3T durante 18h. Apds esse
periodo algumas col6nias foram cultivadas e arnedashna proporcédo 1:4 da solucdo de
glicerol 80% a -80°C.

4.5.9 Producéo das proteinas recombinantes em diartes linhagens de expresséao

Para o experimento piloto de expressid, 8e cada clone congelado (item 4.5.7.) e
de cada linhagem contendo somente o plasmideodedbainoculada em 5mL de meio de
cultura LB com (10Qg/mL) ampicilina. As culturas foram incubadas a rps® a 37°C

durante 18h. No dia seguinte, 1mL de cada cultaranbculada em 10mL de meio LB
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suplementado com (1Q@/mL) ampicilina. Apés atingir a densidade Otica d®-0,7
(DOes0onm), 500uL de cada cultura foi transferido para uraratubo de 1,5mL e centrifugado
por 2min a 14000rpm para ser utilizado como amaktreempo 0 n&o induzido. Em seguida,
as culturas foram divididas em dois tubos, cadacemendo 4,5mL das culturas, uma
induzida a uma concentracdo final de 1mM/mL de rigitthio-3-D-galactopyranoside
(IPTG) e a outra sem nenhum tipo de inducéo. &aabar a cinética de expressao, 500uL de
cada amostra foi coletada a cada hora durante &asEamostras foram centrifugadas a
14000rpm por 2min e o precipitado reservado parmandise da expressdo da proteina
recombinante. A lise desse precipitado celulardalizada adicionando-se 300de PBS1X
através de sonicacdo com um programa de trés deld®s a 20KHZ com intervalos de 10s
entre esses ciclos.

As amostras coletadas foram separadas por eleisaf@m gel de poliacrilamida sob
condicbes redutoras (SDS-PAGE), utilizando-se gelsdparacdo a 12% (Sambrook &
Russell, 2000). As amostras aplicadas no gel fgraowenientes de culturas centrifugadas e o
precipitado foi ressuspendido emp20de Tampao de Amostra (0,0625M Tris-HCI pH 6.8,
SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0.0008%ercaptoetanol 2,5%), e em seguida
aquecidas a 100°C por 10min. A corrida eletrofoegfoi realizada em Tampao Tris-glicina
(25mM Tris base, pH 8.3, 250mM Glicina e SDS 0.126)50V. O gel foi incubado sob
agitacdo a temperatura ambiente por 3h na solugaote (Metanol 50%, acido acético 10%,
e Comassie Brilliant Blue G-250 0.25%). Em seguidascorado com uma solugéo
descorante (Metanol 30%, acido acético 10%,®© Ki.s.p. 1L) até que o padrdo de bandas

pudesse ser visualizado.

4.5.10 Teste de solubilidade

Parao teste de solubilidade das proteinas recombinaasesélulas foram lisadas por
sonicacao em tampéao PBS 1X em 3 ciclos de 10s &2@om intervalos entre esses ciclos
de 10s também. Apds esse processo, as amostrasderdrifugadas por 2min a 14000rpm e
0 sobrenadante foi transferido para outro microtubm seguida, foi adicionado 40uL do
Tampao de Amostra (0,0625M Tris-HCI pH 6.8, SDS glicerol 10%, azul de bromofenol
0.0005% B-mercaptoetanol 2,5%) no precipitado e 30uL de Teange Amostra em 20uL do
sobrenadante, posteriormente para serem fervideB0& por 10min. As amostras foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrilasadacondi¢cdes redutoras (SDS-PAGE),
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utilizando-se gel de separacao a 12% (Sambrook &l 2000). A corrida eletroforética foi
realizada em Tampé&o Tris-glicina (25mM Tris bad#,83, 250mM Glicina e SDS 0.1%) a
150V. O gel foi incubado sob agitacdo a temperatumbiente por 3h na solucdo corante
(Metanol 50%, acido acético 10%, e Comassie BmillBlue G-250 0.25%). Em seguida, o
gel foi descorado com uma solucéo descorante (MEB8%, 4cido acético 10% e® g.s.p.
1L) até que o padrao de bandas pudesse ser vsimliz

4.5.11Western blot

Apébs a resolucéo eletroforética das fracdes pradgeias mesmas foram transferidas
para membranas de PVDF (Amersham) por 1h em unpaaeintcOwl com a fonte ajustada
para diferenca de potencial elétrico (DDP) = 5Voerente (C) = 300mA. As membranas
foram incubadas por 30min em um agitador com 1Omlisalucdo de bloqueio d&/estern
Breezé/ Chromogenic Western Blot Immunodection (Kivitrogen), e lavadas com 20mL de
agua destilada durante 5min. Em seguida, a membboamacubada por 1h com anticorpos
monoclonais anti-histidina na diluicdo 1:5000 (S&re lavada por 5min com a solucao de
lavagem dokit, repetindo o processo trés vezes. Apés esse periodanti-lgG de
camundongo conjugado com fosfatase alcalina fai@udo e 30min apos, a membrana foi
lavada com 20mL de solucéo de lavagenkitldurante 5min, repetindo o processo trés vezes.
A revelacdo foi realizada com a solucdo cromogemaB@IP/NBT doWestern Breeze
Chromogenic Western Blot Immunodection (Kivitrogen).

A mesma metodologia foi adotada para a realizagiccatacterizacdo quanto a
antigenicidade das proteinas recombinantes, safreqeénas algumas alteracbes. Para o
anticorpo primario, foram adicionados soros de ahinfectado poC. pseudotuberculosis
ndo infectado na diluicdo de 1:1000, e quanto da@po secundario, foi utilizado uma
diluicdo de 1:4000 de um anti-lgG de caprino.
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5 RESULTADOS

5.1 Anélises bioinformaticas da®©RFs

Para melhor compreensao, sera adotada uma nomeacf@drao para &ORFs e
proteinas recombinantes (Tabela 3).

Os resultados dblastx,dominios conservados, motivos transmembranicopeda®
sinal estdo apresentados na Tabela 4. A presengaptideo sinal e motivo transmembranico
analisados d®@RFcpsec37odem ser observados na Figura 7. O detalhamestdaminios
conservados encontrados nm@fkFs, assim como, as diferentes espécies bacteriamas
apresentam os mesmo dominios estdo expostos nka babe
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Figura 7. A) Predicdo do peptideo sinal da protedeeretada codificada pefaRF cpsec37de
Corynebacterium pseudotuberculosatravés do programa SignalP 4.0. B) Predi¢do duirdo
transmembréanico da proteina secretada codificaldaQiRF cpsec3através do programa TMHMM

2.0. Estas andlises também foram realizadas para demais ORFs.
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Tabela 3. Nomenclatura padréo que sera adotadagp@RFs e proteinas recombinantes.

Identificacdo das

Nome dasORFs

Produtos génicos preditos

Referéncia no banco de dados$

Nome das proteinas
recombinantes

ORFs clonadas " .

produzidas
Cp1002_0369 cpsec32 PAP2 superfamily protein - rCpsec32
Cp1002_1802 cpsec37 Secretory lipase ADL21667 rCpsec37
Cpl1002_1957 cpsec33 Trehalose corynemycolyl transferase ADL21814 rCpsec33
Cpl1002_0126 cpsec23 Hypothetical protein ADL20032 rCpsec23
Cpl002_1416 cpsec35 NIpC/P60 ADL21293 rCpsec35
Cpl1002_1868 cpsec4l Hypothetical protein ADL21729 rCpsec4l
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Tabela 4. Andlises bioinformaticas dos produtosagdndas sei®RFs deCorynebacterium pseudotuberculobithagem 1002.

ORFs Peptideo Sindl

Motivos
transmembranicos

Dominios
conservados

Similaridade a produtos génicos de

outras espécies bacterianis

cpsec32 P

Corynebacterium ulcerans
Corynebacterium jeikeium
Corynebacterium kroppenstedtii
Corynebacterium resistens

Corynebacterium tuberculostearicum
Corynebacterium pseudogenitalium

Corynebacterium striatum
Corynebacterium bovis
Corynebacterium genitalium

Cpsec37 P

Corynebacterium ulcerans
Corynebacterium diphtheriae
Corynebacterium urealyticum
Corynebacterium jeikeium
Corynebacterium resistens

Cpsec33 P

Corynebacterium ulcerans
Corynebacterium diphtheria
Corynebacterium efficiens
Corynebacterium glutamicum
Corynebacterium lipophiloflavum
Corynebacterium genitalium
Corynebacterium accolens

Cpsec23 P

Corynebacterium ulcerans
Corynebacterium diphtheria
Bacteroides faecis
Bacteroides ovatus
Bacteroides thetaiotaomicron

Cpsec35

Corynebacterium ulcerans
Corynebacterium diphtheria

Cpsec4l

P: presente/possui; A: ausente; 1: Andlises raddizatravés do SignalP; 2: Analises realizadagosBMHMM; 3: Analises realizadas utilizanddCmnserved Domains

(NCBI); 4: Analises realizadas através do BlastCBEY)

41



Tabela 5. Identificacdo dos dominios conservadegjdatrdORFs deCorynebacterium pseudotuberculobithagem 1002.

ORFs Dominios conservadds

Espécies bacterianas que apresentam os

mesmos dominios conservados

Fosfatase acida PAP2

Corynebacterium glutamicum

Corynebacterium jeikeium

Cpsec32
Fosfolipideo fosfatase associado a membrana Escherichia coli
Familia NIpC/P60 -
csec35 ) )
Hidrolases associadas a parede celular -
Cpsec37 Lipase secretada --
) ) Escherichia coli
Cpsec33 Superfamilia de esterases e lipases

Bacillus subtillis

1: Andlises realizadas utilizanddCmnserved Domain@NCBI).
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5.2 Clonagem molecular e expresséo das proteinagsoenbinantes

5.2.1 Amplificacdo dasORFs

Através da reacdo de PCR com iniciadores espesifasORFsforam amplificadas
sem as regides que codificam para o peptideo aipattir da amostra do DNA genémico de
C. pseudotuberculosisAs sequéncias amplificadas para @QRFs cpsec32com cerca de
882pb,cpsec37com uma amplificacdo na altura de 1019isec33com aproximadamente
915pb,cpsecdlcom 1092pbgepsec23com cerca de 594pbapsec35com 939pb podem ser
visualizadas em gel de agarose 1% nas Figurag 809 respectivamente. Nas Figuras 9 e 10
foi utilizada a amplificacdo do gene 16S como adatpositivo, com uma banda proxima a
816pb.

1000pb —,
850pb

Figura 8. Amplificagcdo por PCR d&RFscpsec32cpsec37e cpsec33com iniciadores especificos.
Coluna M: Padréo de tamanho em pb Bbs DNA Ladde(Invitrogen) com as bandas de 1000pb e
850pb indicadas pelas setas; Coluna 1: Controlativeg Coluna 2: Amplificacdo dapsec32
destacado pelo quadro vermelho; Colunacfgsec37amplificado e destacado pelo quadro verde;

Coluna 4: Amplificacdo daepsec33lestacado pelo quadro amarelo.
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1000pt —»
850pt —

Figura 9. Amplificacdo por PCR daRF cpsec4lcom o uso de iniciadores especificos. Coluna M:
Padrdo de tamanho em pb 1Rlus DNA Ladder(Invitrogen) com as bandas de 1000pb e 850pb
indicadas pelas setas; Coluna 1: Controle negdfietyna 2: Controle positivo destacado pelo quadro
vermelho; Coluna Xpsec4lamplificado e destacado pelo quadro amarelo.

M 1 2 3 ¢

1000pb—»
850pb —»
650pb —»

500pb —»

Figura 10. Amplificacdo por PCR d&RFscpsec23 cpsec35com 0 uso de iniciadores especificos.
Coluna M: Padréao de tamanho em pb I1bs DNA Ladde(Invitrogen) com as bandas de 1000pb,
850pb, 650pb, 500pb indicadas pelas setas; ColuGaritrole negativo; Coluna 2: Controle positivo
destacado pelo quadro vermelho; Colunacfgsec23amplificado e destacado pelo quadro verde;
Coluna 4: Amplificacédo depsec35lestacado pelo quadro amarelo.
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5.2.2 Construcdes dos vetores

O plasmideapsec3®BAE (Figura 11) foi construido através das andlisalizadas
no programa Vector NTI 8, assim como o plasmidpsec3HET28a (Figura 12). Esse
processo também foi realizado para as de@RiEs

pT7
J 6x His
pUC ori , / ///AV5|’\€1§1()234)
i) —Nc
ApaLl (3222) \ f/

/,,,,,,,,Ncc | (564)

cpsec33/pAl Pstl (993)

3715 bp —
\iEcdm (1055)
4 Hindlll (1062)

AmpR

ApeLl (1976)

Figura 11. Representacdo esquematica do mapaatopAdE com o insertopsec33

f1 origin .
T7 terminator
His-Tag
J— ——  EccRI (193
gl [ = (193)

T7 promoter
cpsec3kpET28a
6272 pb

pBR322 origin

Figura 12. Representacdo esqueméatica do mapa@opéEl28a com o inserttpsec35
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5.2.3 Confirmagéo dos clones recombinantes

Para verificar a presenca e o tamanho dos fragmelet® NA clonados no vetor pAE,
foi realizada a confirmacdo dos clones recombisamesec3PAE, cpsec3ipPAE e
cpsec3BhAE através de digestdo com o uso das enzBaasil, Ecorl; BanHI, Hindlll e
BanmHI, EcoRlI, respectivamente. (Figura 13). Apds a digestépingatica, foi possivel
verificar a partir do clonepsec3%AE digerido um inserto liberado com cerca de 832
clone cpsec3IpAE a liberacdo de um inserto com aproximadamé&ftOpb, e do clone

cpsec3BAE digerido um inserto liberado com cerca de ®15p

1000pb
850pb —»

Figura 13. Confirmacdo dos clones recombinaresec3AE, cpsec3ipAE e cpsec3PHAE.
Visualizacdo em gel de agarose 1%. Coluna M: Padedtamanho em pb 1KBlus DNA Ladder
(Invitrogen) com as bandas de 1000pb e 850pb idd&gelas setas; Coluna 1: Vetor pAE nédo
digerido; Coluna 2: Plasmidespsec3)AE digerido com inserto destacado pelo quadronedro;
Coluna 3: Plasmideo digeridtpsec3iAE com inserto destacado pelo quadro verde; @oMin

Plasmide@psec3®HAE digerido com inserto destacado pelo quadraaima
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5.2.4 Avaliacdo da producgéo das proteinas recombintes em diferentes linhagens de

expressao

A partir dos experimentos parciais de confirmacdgmsenca do inserto no vetor, 0s
plasmideos foram transformados nas linhagens dessqo (Tabela 2) e, posteriormente, as
colonias foram selecionadas para os experimentosndiecdo da expressao génica. A
avaliacdo da producado das proteinas recombinamitesalizada em 4 linhagens de expressao
de E. coli como citado acima, utilizando 1mM/mL de IPTG. Por&omo nao houve
diferencas significativas de expressao entre alishagem OverExpress™ C43(DE3)pLysS
foi a escolhida. As amostras foram analisadas dndeg@oliacrilamida 12% sob condi¢oes
desnaturantes e uma banda apresentando o pesoulaolesperado de 33 kDa, que
corresponde a proteina rCpsec33 @e pseudotuberculosifoi visualizada nas amostras
originadas das linhagens C43(DE3)pLysS transforsada culturas induzidas e néo
induzidas (Figura 15). As bandas referentes a®ipas recombinantes rCpsec32 com peso
molecular esperado de 32 kDa e da rCpsec37, commekecular esperado de 37 kDa néo
foram visualizadas (Figura 14) indicando uma baixaressdo ou até mesmo a nao ocorréncia

de expressao das mesmas. Nessas mesmas imagersador de peso molecular ndo pdde ser
visualizado no gel apo6s foto documentacdo, portaatdbanda de aproximadamente 35kDa esta

indicada pela seta.
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Figura 14. Avaliacdo da expressao das proteinasni@oantes rCpsec32 e rCpsec37 na linhagem
OverExpress™ C43(DES3) pLysS no tempo de 5h. Coluhdnhagem C43(DE3)pLysS transformada
apenas com o plasmideo pAE nao induzido; Colunairthagem C43(DE3)pLysS transformada
apenas com o plasmideo pAE induzido; Coluna 3nftésocpsec3AE transformado na linhagem
C43(DE3)pLysS nao induzido; Coluna 4: Plasmidgmsec3%AE transformado na linhagem
C43(DE3)pLysS induzido; Coluna 5: Plasmidempsec37’AE transformado na linhagem
C43(DE3)pLysS ndo induzido; Coluna 6: Plasmidgmsec37AE transformado na linhagem
C43(DE3)pLysS induzido.
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Figura 15. Avaliacdo da expresséo da proteina i3Bsea linhagem OverExpress™ C43(DE3)pLysS
no tempo de 5h. Coluna 1: C43(DE3)pLysS transfoenagzenas com o plasmideo pAE né&o induzido;
Coluna 2: Linhagem C43(DE3)pLysS transformada apenan o plasmideo pAE induzido; Coluna 3:
Controle positivo n&o induzido; Coluna 4: Contrgdesitivo induzido; Colunas 5: Plasmideo
cpsec3BhAE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS ndaiib com a banda da proteina de
aproximadamente 33kDa destacada pelo quadro vesm&bluna 6: Plasmide@psec3BHAE
transformado na linhagem C43(DE3)pLysS induzido eobvanda da proteina com cerca de 33kDa

destacada pelo quadro vermelho
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Figura 16. Avaliacdo da cinética da expressdo ddefmra recombinante rCpsec32 na linhagem
OverExpress™ C43(DE3)pLysS. Coluna 1: Marcador elopmolecular (Fermentas) com destaque
para a banda de 35kDa indicada pela seta; Colurla@mideocpsec3%AE transformado na
linhagem C43(DE3)pLysS e nédo induzido no tempo He @oluna 3: Plasmidecpsec3)AE
transformado na linhagem C43(DE3)pLysS e induzidotempo de 1h; Coluna 4: Plasmideo
cpsec3PAE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS e imttuno tempo de 2h; Coluna 5:
Plasmideo cpsec32/pAE transformado na linhagem OERPLYsS e induzido no tempo de 3h;
Coluna 6: Plasmideopsec3®hAE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS e iidtuno tempo

de 4h; Coluna 7: Plasmidepsec3%AE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS e iihuno
tempo de 5h.
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Figura 17. Avaliacdo da cinética da expressdo daejpra recombinante rCpsec37 na linhagem
OverExpress™ C43(DE3)pLysS. Coluna 1: Marcador eopmolecular (Fermentas) com destaque
para a banda de 35kDa indicada pela seta; ColurRla@mideocpsec3mpAE transformado na
linhagem C43(DE3)pLysS e néo induzido no tempoObe Coluna 3: Plasmidecpsec3ipAE
transformado na linhagem C43(DE3)pLysS e induzidotempo de 1h; Coluna 4: Plasmideo
cpsec3mAE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS e imttuno tempo de 2h; Coluna 5:
Plasmideocpsec3ipAE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS e imuzno tempo de 3h;
Coluna 6: Plasmideopsec3mAE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS e iidtuno tempo

de 4h; Coluna 7: Plasmidepsec3mAE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS e iihuno
tempo de 5h, como ocorreu um problema na aplicdgd@mostra na canaleta 7, a mesma foi aplicada

novamente na canaleta 8.
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Figura 18. Avaliacdo da cinética da expressdo ddeima recombinante rCpsec33 na linhagem
OverExpress™ C43(DE3)pLysS. Coluna 1: Marcadoresopnolecular (Fermentas) com a banda de
35kDa indicada pela seta; Coluna 2: Plasmidgzsec3BAE transformado na linhagem
C43(DE3)pLysS e nao induzido no tempo de Oh; GoBinPlasmideopsec3BAE transformado na
linhagem C43(DE3)pLysS e induzido no tempo de 1llglu@a 4: Plasmideccpsec3BAE
transformado na linhagem C43(DE3)pLysS e induzidotempo de 2h; Coluna 5: Plasmideo
cpsec3®PAE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS e imuzno tempo de 3h; Coluna 6:
Plasmideocpsec3®AE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS e imuzno tempo de 4h;
Coluna 7: Plasmideopsec3BAE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS e iihuno tempo

de 5h.

5.2.5 Teste de solubilidade

Apds os experimentos de avaliacdo da producdo d#simas recombinantes, as
células foram lisadas por sonicacdo, obtendo dptado e o sobrenadante das amostras que
continham a linhagem C43(DE3)pLysS e os plasmidgusec3AE, cpsec3ipAE e
cpsec3BAE. Apesar das bandas referentes as proteinamb@tantes rCpsec32 com peso
molecular esperado de 32 kDa e da rCpsec37 comrpelzular esperado de 37 kDa nao
serem visualizadas nos experimentos de avaliacgwodieicio das proteinas recombinantes,
as mesmas foram avaliadas no teste de solubilidgadeovamente ndo puderam ser
visualizadas bandas na altura esperada tanto npipaeo quanto no sobrenadante. Enquanto
gue uma banda referente a proteina rCpsec33 pbddessalizada na amostra correspondente
ao precipitado, indicando assim sua insolubilid@&dgura 19).
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Figura 19. Teste de solubilidade das proteinasmbitantes rCpsec32, rCpsec37 e rCpsec33 apds
expressdo na linhagem OverExpress™ C43(DE3)pLys&mpo 5h. Coluna 1: Marcador de peso
molecular (Fermentas) com destaque para a ban8akii¥a indicada pela seta; Coluna 2: Plasmideo
cpsec3PAE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS (piiesiiw); Coluna 3: Plasmideo
cpsec3PAE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS (sadmlante); Coluna 4: Plasmideo
cpsec3ipAE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS (piiesiiw); Coluna 5: Plasmideo
cpsec3ipAE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS (sadmlante); Coluna 6: Plasmideo
cpsec3PAE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS (prieaiip), a banda de 33kDa é destacada
pelo quadro vermelho; Coluna 7: Plasmidpeec3BAE transformado na linhagem C43(DE3)pLysS
(sobrenadante).

5.2.6Western blot

A partir doWestern blotealizado com anticorpos monoclonais anti-histididde ser
verificado a expressao das proteinas recombina@esec32 e rCpsec33, com 0 surgimento
de uma banda na altura esperada de aproximadarB2kia e 33kDa, respectivamente.
Quanto a proteina codificada pelRF cpsec37 ndo houve reacdo com o anticorpo anti-
histidina (Figura 20).
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Figura 20.Western blotom as proteinas recombinantes rCpsec32, rCpger3@sec33 provenientes
da expressédo na linhagem OverExpress™ C43(DE3)phgsempo de 4h. Coluna 1: Marcador de
peso molecular (Fermentas) com destaque para aal@dm®5kDa indicada pela seta; Coluna 2:
Extrato total das proteinas com a construgg@ec38AE nao induzida com a banda da proteina com
cerca de 32kDa destacada pelo quadro vermelho;n@€adBi Extrato total das proteinas com a
construca@psec3PAE induzida com a banda da proteina com cer@2kBa destacada pelo quadro
vermelho; Coluna 4: Extrato total das proteinas eotonstrucaepsec3AE nao induzida; Coluna
5: Extrato total das proteinas com a construgdec3/AE induzida; Coluna 6: Extrato total das
proteinas com a construcépsec3BAE nao induzida com a banda da proteina com arc@BkDa
destacada pelo quadro vermelho; Coluna 7: Extodié das proteinas com a construcgsec3HAE
induzida com a banda da proteina com cerca de 38kB@cada pelo quadro vermelho; Coluna 8:
Controle negativo (plasmideo sem inserto) néo iinldyZoluna 9: Controle negativo (plasmideo sem

inserto) induzido.

5.3 Avaliacdo da antigenicidade das proteinas recdmmantes

Apbs owestern bloser realizado com o soro positivo p@rgpseudotuberculoside
ser observado o surgimento de bandas referentet@ima recombinante rCpsec33 na altura
esperada de aproximadamente 33kDa. Como tambéwb$girvado o surgimento de uma
banda referente a proteina rCpsec32 com cercakiEa3Figura 21).

Enquanto que para a mesma metodologia, ndo foinaik® reacdo das proteinas

recombinantes com o soro negativo parg@seudotuberculos{§igura 22).
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Figura 21.Western blotcom as proteinas recombinantes rCpsec33 e rCpsgms2 expressao na
linhagem OverExpress™ C43(DE3)pLysS no tempo de edm o soro positivo pareC.
pseudotuberculosif\ seta indica a altura aproximada do marcadgred® molecular (Fermentas) que
nao foi possivel ser visualizado na membrana. GolurExoproteoma d€. pseudotuberculosig002
utilizado como controle positivo; Coluna 2: Extrabtal das proteinas com a construcgsec38AE
nao induzida com a banda da proteina destacadagpetiro vermelho. Coluna 3: Extrato total das
proteinas com a construc@psec3®AE induzida com a banda da proteina destacada queldro
vermelho; Coluna 4: Extrato total das proteinas eooonstruca@psec3%AE nao induzida com a
banda da proteina destacada pelo quadro vermelblan& 5: Extrato total das proteinas com a
construca@psec3PAE induzida com a banda da proteina destacadagpeldro vermelho.

1 2 3 4 5 6

35kDa__

Figura 22.Western blotcom as proteinas recombinantes rCpsec33 e rCpsgms2 expressao na
linhagem OverExpress™ C43(DE3)pLysS no tempo de edm o soro negativo par&.
pseudotuberculosi€oluna 1: Marcador de peso molecular (Fermentas)destaque para a banda de
35kDa indicada pela seta; Coluna 2: Exoproteoma d@seudotuberculosis002 utilizado como
controle positivo; Coluna 3: Extrato total das pfoas com a construc@&psec3®AE nédo induzida;
Coluna 4: Extrato total das proteinas com a cogdtrepsec3BAE induzida; Coluna 5: Extrato total
das proteinas com a construggsec3ZAE nao induzida; Coluna 6: Extrato total das @immds com

a construcagpsec3pAE induzida.
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6 DISCUSSAO

O controle da LC pode ser realizado com base enidasegrofilaticas através da
identificacdo dos animais infectados, impedindo geemesmos tenham contato com o0s
animais saudaveis (Guimaraetsal, 2011). Medidas mais drasticas sdo sugeridasp @m
descarte de animais que apresentem lesdes apapentpse sejam Soropositivos em testes
diagndsticos. Contudo, estes testes podem resnldargeracdo de falso-positivos e,
consequentemente, no descarte de animais nao aiddsct(Menzieset al, 2004). A
inexisténcia de um diagnéstico satisfatério parg pincipalmente na fase subclinica da
enfermidade compromete o0 manejo eficaz dos animasntribui com a disseminagdo da
doenca. Diversos testes soroldgicos e moleculanesnf desenvolvidos para superar este
problema, mas a maioria ndo possui praticidadesséda para a aplicacdo em campo e custo
final reduzido (Dercksert al, 2000, Williamson, 2001, Menzies al, 2004, Dorelleet al,
2006). Além disso, poucos antigenos foram descritas literatura como potenciais
marcadores da infeccao por pseudotuberculos{®orellaet al.2009).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa identificanagterizou 104 exoproteinas de
C. pseudotuberculosi@Pachecocet al. 2011; Silva, 2011)n vitro, através de eletroforese
bidimensional e espectrometria de massa. Estedtadss validaram experimentalmente
proteinas preditas anteriormeiiesilico usando o Programa SurfG+, e motivaram a outras
analises imunoinformaticas relacionadas ao calaldo densidade de epitopos dessas
exoproteinas (Santes. al,2012).

Para o presente trabalho, nés selecionamos @RHs com taxas de densidade de
epitopos mais significativas de todas as protedamabadas (Santoat. al, 2012), dentre elas
as que denominamos neste trabalhemkec23cpsec32cpsec37e cpsec33Tabela 3), pois
as mesmas podem indicar uma maior possibilidagesn utilizadas como bons marcadores
para o diagnadstico.

Dentre as sei®RFsescolhidas para este trabalho estapsec23que codifica uma
proteina hipotética; epsec32jue codifica uma proteina pertencente a BBR2 superfamily
com atividade fosfatase (Bernaed. al, 2005); acpsec37que € umaSecretory lipase
geralmente expressa e secretada durante a infegm@mdo uma atividade lipolitica e
contribuindo para a persisténcia e viruléncia dgomismos com&. albicans e acpsec33
que € umdarehalose corynemycolyl transferasg@@rtencente a uma familia de proteinas que
estdo presentes especialmente no grupo CMNR e afjsonsaveis pela sintese de

componentes da parede celular (Ramatlual, 2006). As outras duaSRFsescolhidas sao
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também provenientes de estudos desenvolvidos rsm myepo de pesquisa, que identificou
através de analises soroldgicas protedmicas (SERPA)proteina imunoreativa, a NIpC/P60
(cpsec3), que pode estar relacionada com a invasdo nka@hospedeiro (Seyffeet. al,
2011). Enquanto que epsec4]l uma proteina hipotética, foi selecionada de uista de
proteinas preditas por ser exclusivagseudotuberculoses posteriormente foi confirmada
através de analises moleculares (Seyffert, 2009).

Apos a selecdo dessas ®RFs, as mesmas foram submetidas a analises
bioinforméaticas, onde foram observadas a preseageeptideo sinal e a auséncia de motivos
transmembranicos em todos os produtos génicos l@8peDois dos seis produtos génicos,
referentes as proteinas hipotéticas, ndo apreaentdominios conservados e apenas uma
proteina hipotética ndo apresentou similaridadelastx com outras espécies bacterianas do
género Corynebacterium(Tabela 3). De acordo com essa analisesilico, a cpsec4l
apresentou-se como exclusiva @epseudotuberculosidNas actinobactérias, ndo ha relatos
na literatura da ocorréncia de alvos exclusivos naderorganismos das espécies que
constituem esse grupo. Em outras bactérias, héigiss do genemp31 de Brucella
(Vizcainoet. al, 1997) e o genkpl32 deLeptopspira(Haakeet. al, 2000), que representam
todas as espécies bacterianas dos respectivooogéaesdo muito utilizados na identificacéo
de isolados e em métodos diagnosticos, ressaltandmportancia dacpsec4lpara a
elaboracao de testes para a LC, conforme relata#dad@mente por Seyffert (2009).

Os quatro produtos génicos restantes apresentayarimios conservados (Tabela 4).
O produto génico dapsec32apresenta dois dominios conservados, 0 primeirarda
fosfatase acida bacteriana, cujo papel na fisialbgicteriana ainda continua indeterminado e
outro de um fosfolipideo fosfatase associado a mamab que esta relacionado ao
metabolismo de lipideos. Quanto ao produto gén&copdec37foi encontrado um dominio
conservado de uma lipase secretada, cuja funcaor@sicionada com atividade lipolitica
como mencionado anteriormente. Na analise do poodgéhico dacpsec33foi encontrado
um dominio conservado com um grupo de esteragpases, incluindo lipases de fungos, as
quais atuam sobre os ésteres carboxilicos (Chah&igarda, 2009). Para o produto génico
da cpsec35foram identificados dois dominios conservadosrimgiro pertencente a familia
NIpC/P60 que apresenta funcdo desconhecida e admgeom hidrolases associadas a
parede celular, das quais fazem parte proteinasiadas a invasao bacteriana no hospedeiro.

Posteriormente a caracterizacao d&R3s, as mesmas foram submetidas a clonagem
molecular e expressdo das proteinas recombinaAteprimeira etapa realizada foi a

amplificacdo dos alvos génicos com a utilizacAinitéadores especificos eRdatinunt Taq
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DNA Polymerase(Invitrogen). Os insertos obtidos apresentarandésma altura esperada
paracpsec23cpsec3te cpsecdlcom 594pb, 939pb e 1092pb, respectivamente. AS3mMo,
paracpsec32com aproximadamente 882bp, pamsec37com 1019bp e pargpsec33com
915bp.

O processo de clonagem foi realizado em colaboregéoa Profa. Sibele Borsuk do
Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico da Univedd&ederal de Pelotas, para isso o
plasmideo inicialmente escolhido foi o pAE por searito utilizado e ter obtido resultados
satisfatorios na expressao de proteinas heteréldgas clones referentes gssec32cpsec37
e cpsec33foram obtidos. Como uma forma alternativa, o v@i6T28a foi utilizado para a
clonagem dapsec23cpsec3te cpsec4lmas ainda ndo obtivemos sucesso nessa etapa. Uma
explicacdo para isso seria a baixa concentraca®NM& obtida durante a purificacdo e
consequentemente, a presenca de falsos transf@sn@nitras metodologias de extracéo de
DNA plasmidiano estdo sendo realizadas para solacieste problema. Uma vantagem do
vetor pET28a é a possibilidade de excisdo da cdeduastidina apos purificagdo da proteina
recombinante, uma vez que a retirada da mesma apdsrificacdo é necessaria pela
possibilidade dos residuos de histidina alterarecordormacéo da proteina, afetarem sua
funcéo e dificultarem sua cristalizacdo (Araéjoal, 2000, Goelet al, 2000, Kimet al,
2001, Bucheet al, 2002, Fondat al, 2002, Smyttet al, 2003, Chanet al, 2005, Arnatet
al., 2006). A expressdo das proteinas recombinamieaviliada em quatro diferentes
linhagens deE. coli [OverExpress™ C41(DE3) pLysS, OverExpress™ C41 3DE
OverExpress™ C43(DE3) e OverExpress™ C43(DE3)pLyg6¢ foram selecionadas por
terem contribuido de forma significativa na expéessoltvel de proteinas recombinantes. As
linhagens C41 (DE3) e C43 (DE3) sé&o linhagens qwdrécem a super-expressao de
algumas proteinas de membrana e globulares, inesipl@zserem expressas em altos niveis na
linhagem BL21 (DE3). Além disso, os corpos de isétu estdo ausentes e outros estudos
relatam que a estabilidade dos plasmideos codificanoteinas téxicas € aumentada em C41
(DE3) e, especialmente, em C43 (DE3) (Sgrensen &dvisen, 2005).

Durante a avaliacdo da expressao das proteinambewmntes, foi observada uma
maior producdo da proteina rCpsec33 na OverExpré343(DE3) pLysS (Figura 16), com
uma banda de aproximadamente 33kDa. A expressgurataénas recombinantes rCpsec37 e
rCpsec32 nao foi observada (Figura 15), talvez palga produgédo das mesmas. Esse fato
pode estar relacionado a presenca de alguns codesses genes d& pseudotuberculosis
que séao raros erk. coli (codon usage bidsque pode ser fator limitante por dificultar a

expressao heterdloga das proteinas nas linhagengoessao (Sahdet. al, 2008).
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A presenca da banda diferenciada na fragcdo indwadeoluna 6 (Figura 20) tem o
tamanho esperado para a proteifii@halose corynomycolyl transferase (BCpsec33),
aproximadamente 33kDa, revelando sucesso na metpdadotada. Além disso, apos lise
celular, foi constatado que a proteina se apregé¢atalmente na fracao insolavel.

A producdo em maior escala das proteinas recontemadeC. pseudotuberculosam
E. coli C43(DE3)pLysS sera realizada para que as quaetdattidas sejam suficientes tanto
para o processo de purificacdo quanto para assetlgpearacterizacado subsequentes.

No que diz respeito, awestern blotrealizado com as proteinas recombinantes
rCpsec33, rCpsec37 e rCpsec32 , podemos obsenatanto para a proteina da construcao
cpsec3PAE quanto para a proteina da construggsec3B8AE, ha um producdo basal da
proteina na fracdo ndo induzida, podendo indicaragpromotor, no caso o T7, esteja aberto .

Apos o término dos testes de antigenicidade, a&ipas recombinantes rCpsec32 e
rCpsec33 serdo utilizadas na otimizagdo do TIH, apreribuird para o controle da LC nos
rebanhos de pequenos ruminantes.
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7 CONCLUSOES

A caracterizacdo das sefBRFs cpsec23 cpsec32 cpsec33 cpsec35 cpsec37e
cpsec4iforam realizadas por analises bioinformaticas;

Trés clones foram obtidos utilizando o vetor pAEncasORFs cpsec32cpsec33 e
cpsec37 Porém, ainda néo foi possivel clonarQRFs cpsec23, cpsec3bcpsecdlno vetor
pPET28a,;

N&o houve expresséao dmcoli da proteina recombinante referenteRF cpsec37

As proteinas recombinantes @e pseudotuberculosigeferentes a®RFs cpsec32e
cpsec33oram expressas el colie demonstraram antigenicidade nos ensaios preliesna
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8 PERSPECTIVAS

«  Confirmar a integridade dos insertos nos vetoces@quenciamento;

*  Purificar as proteinas recombinantes;

* Avaliar a antigenicidade das proteinas recombegptirificadas, utilizando amostras
de caprinos infectados e ndo infectados atravé&d A, Western bloe Interferon-gama;

e Padronizar o TIH com as proteinas recombinantea pditizacdo em trabalhos
epidemioldgicos e de controle daenca;

» Patentear e transferir o TIH para a industria.
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