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RESUMO 

 Corynebacterium pseudotuberculosis é o agente causador da Linfadenite caseosa (LC), 

doença que acomete pequenos ruminantes e acarreta diminuição de produtividade e 

prejuízos no agronegócio. Diferentes abordagens são estudadas visando o controle desta 

doença através da identificação de novas drogas ou desenvolvimento de testes diagnóstico 

e vacina. No entanto, ainda não foi alcançada eficácia satisfatória para o controle da LC. O 

sequenciamento de genomas de Corynebacterium pseudotuberculosis tem possibilitado a 

identificação de novos fatores de virulência deste microrganismo o que contribui para o 

melhor entendimento de sua biologia e das relações patógeno-hospedeiro. Neste trabalho, 

foram selecionadas como alvo de estudo, com base em análises in silico e busca na 

literatura, as proteínas PLD, PknG, SpaC, SodC e NanH. A PLD representa o principal fator 

de virulência de C. pseudotuberculosis e as demais são indicadas como potenciais fatores 

de virulência. Foram realizadas as caracterizações in silico destas proteínas a partir de 

predições de parâmetros físico-químicos, peptídeo sinal, domínios conservados, avaliação 

da sua conservação em eucariotos e epítopos. Além disso, as proteínas foram expressas 

utilizando sistema de expressão heteróga em Escherichia coli e foram testadas cinco 

diferentes linhagens de expressão. A partir das linhagens que apresentaram o melhor nível 

de expressão de cada uma das proteínas, avaliou-se a cinética de expressão e a 

solubilidade da fração protéica. A proteína PknG foi purificada após otimização do protocolo 

de expressão para obtenção da proteína na fração solúvel e a purificação foi confirmada por 

Western blot. A partir da purificação das demais proteínas, esperamos avaliá-las quanto à 

sua antigenicidade e proteção contra infecção. Uma vez que fatores de virulência são 

importantes candidatos a alvos de drogas, testes diagnóstico ou, ainda, alvos vacinais, a 

obtenção destas proteínas é importante por viabilizar diversos estudos que podem contribuir 

para o desenvolvimento de uma estratégia de controle da LC. 
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ABSTRACT 

 Corynebaterium pseudotuberculosis is the causative agent of Caseous lymphadenitis 

(CL), a disease that affects small ruminants and results in decreased productivity and loss in 

the agribusiness. Different approaches aim the control of this disease by identifying new 

drugs and developing new vaccines and diagnostic tests. However, there is not yet an 

satisfactory and efficient method for the control of LC; nevertheless, the sequencing of the 

genomes of Corynebacterium pseudotuberculosis has enabled the identification of new 

virulence factors of this microorganism that may contribute to a better understanding of its 

biology and host-pathogen relationships. In this work, proteins PLD, PknG, SpaC, SodC and 

NanH were selected as targets of the study based on in silico analysis and literature data 

mining. PLD is the major virulence factor of C. pseudotuberculosis whereas the others are 

pointed as potential virulence factors. In silico characterization of these proteins were 

performed from predictions of physicochemical parameters, signal peptide, conserved 

domains, assessment of their conservation in eukaryotes and epitopes. In addition, the 

proteins were also expressed using a heterologous expression system in Escherichia coli 

and five different strains were tested for expression. By using the strains that showed the 

highest level of expression of each protein, we assessed the expression kinetics and 

solubility of the recombinant proteins. The PknG protein was successfully purified after an 

optimization step of the expression protocol that aimed to obtain the protein in the soluble 

fraction. Its purification was confirmed by Western blot. Following the purification of the other 

proteins we will now evaluate them regarding their antigenicity and protection against 

infection. Since virulence factors are important candidates for drug targets, diagnostic tests 

or even vaccine targets, obtaining these proteins is important to perform studies that may 

contribute to the development of a control strategy against LC.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

13 
    

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 O microrganismo Corynebacterium pseudotuberculosis 

Corynebacterium pseudotuberculosis pertence ao gênero Corynebacterium, que está 

inserido na classe das actinobactérias e integra o grupo denominado CMNR, do qual 

também fazem parte os gêneros Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus (Dorella et al., 

2006). Os membros deste grupo apresentam uma ultraestrutura de envelope celular 

semelhante com complexos poliméricos compostos por peptideoglicanos, arabinogalactano 

e ácidos micólicos. Além disso, apresentam alto conteúdo G+C no genoma (47-74%). 

Várias espécies do grupo apresentam importância médica, veterinária ou biotecnológica 

(Dorella et al., 2006). Dentre essas espécies, encontra-se a Corynebacterium diphteriae, 

patógeno humano causador da difteria; Corynebacterium glutamicum, microrganismo de 

importância biotecnológica e industrial amplamente utilizado na produção de aminoácidos 

em larga escala; e C. pseudotuberculosis, patógeno intracelular facultativo de importância 

veterinária, sendo o agente etiológico da linfadenite caseosa (LC) que acomete 

principalmente caprinos e ovinos acarretando perdas econômicas em áreas de produção 

(Dorella et al., 2006a). Linhagens de C. pseudotuberlculosis pertencentes ao biovar equi 

acometem, preferencialmente, equinos, enquanto que linhagens pertencentes ao biovar 

ovis acometem pequenos ruminantes (Arsenault et al., 2003; Baird, 2003; Batey, 1986; 

Belchior et al., 2006). 

C. pseudotuberculosis é uma bactéria Gram-positiva que exibe formas pleomórficas 

variando de cocóides a bastões filamentosos e pode apresentar um tamanho entre 0,5 - 

0,6μm por 1 - 3μm. É uma bactéria imóvel que não esporula, não possui cápsula e possui 

fímbria (Jones & Collins, 1986; Baird & Fontaine, 2007). Sua condição ótima de crescimento 

é a 37ºC em um pH de 7,0 a 7,2. Na superfície do ágar, o crescimento se dá inicialmente de 

forma esparsa evoluindo para uma organização em aglomerados ou paliçadas. A colônia 

exibe uma coloração creme alaranjado, com aparência seca e opaca e crescimento 

concêntrico. Em meio líquido, desenvolve-se como depósitos granulares com uma película 

superficial (Dorella et al., 2006).  

Quanto às suas propriedades bioquímicas, existem variações principalmente no que 

diz respeito à sua habilidade de fermentação. As linhagens de C. pseudotuberculosis tem a 

capacidade de produzir ácido, sem produzir gás, a partir de uma variedade de fontes de 

carbono, incluindo glicose, frutose, maltose, manose e sacarose (Merchant & Packer, 1967; 

Buxton & Fraser, 1977; Holt et al., 1994). Quanto aos testes bioquímicos, C. 

pseudotuberculosis é fosfolipase D (PLD) positiva, catalase positiva, oxidase negativa e 

beta-hemolítica (Buxton & Fraser, 1977). A produção de nitrato redutase pode ser utilizada 
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para distinguir entre seus dois biovares, equi (redução de nitrato positiva - isolado de 

equinos e bovinos) e ovis (redução de nitrato negativa – isolado de ovinos e caprinos) 

(Biberstein et al., 1971). 

 

 

1.2 A Linfadenite Caseosa 

 

1.2.1 Características gerais 

 

A LC é uma doença infecto-contagiosa que se caracteriza principalmente pelo 

aparecimento de granulomas que evoluem para necrose nos linfonodos superficiais e 

internos podendo atingir algumas vísceras, como pulmões e fígado (Ayers, 1977; Menzies, 

1998; Arsenault et al., 2003). A forma mais frequente da doença é a externa, caracterizada 

pela formação de abscessos nos linfonodos superficiais e tecidos subcutâneos. Porém, os 

abscessos podem se formar também em órgãos internos como pulmão, rim, fígado e baço 

(Dorella et al., 2006ª; Guimarães et al., 2009). 

 

1.2.2 Epidemiologia 

 

A LC Encontra-se distribuída principalmente em países com extensas criações de 

ovinos e caprinos, como Austrália, Nova Zelândia, África do Sul, Brasil, Canadá e Estados 

Unidos (Williamson, 2001; Arsenault et al., 2003; Paton et al., 2003; Dorella et al., 2006; 

Guimarães et al., 2009). Esta doença leva a perdas econômicas em áreas de criação devido 

a fatores como capacidade reprodutiva reduzida, redução de peso, diminuição da produção 

de leite e lã, desvalorização da pele do animal e condenação da carcaça e couro. 

No Brasil, o estado da Bahia é o que apresenta o maior rebanho nacional de 

caprinos. Nesta região, o prejuízo causado pela incidência da LC chega a aproximadamente 

4 milhões de reais ao ano (Oliveira, 2007). 

A incidência da doença em rebanhos caprinos e ovinos apresenta na literatura dados 

discrepantes havendo diferenças na incidência percentual quando se estuda animais de 

abatedouros ou animais de criação extensiva. Um estudo com caprinos do semiárido 

brasileiro realizado por Unanian e colaboradores (1985) revelou incidência de 12% 

avaliando-se abscessos internos, e de 42% quando avaliados abscessos superficiais. A 

incidência de geral de abscessos internos e externos foi de 28.8%. 

Um estudo de Meyer (2003), no qual foi realizada uma investigação sorológica na 

zona semiárida do estado da Bahia, revelou variação na prevalência de LC com variação de 

índices de 9,2% a 72,2%.  
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Já no estado de Minas Gerais, o rebanho é reduzido, no entanto, 84,3% dos 

produtores relataram já terem sofrido consequências da LC em seus rebanhos. Recentes 

estudos buscando avaliar a prevalência de LC em Minas Gerais a partir de testes 

sorológicos com uma amostra constituída por 205 propriedades revelaram soropositividade 

de 78,9% em caprinos e 75,8% em ovinos (Guimarães et al., 2009; Seyffert et al., 2010; 

Guimarães et al., 2011). 

 

1.2.3 Transmissão 

 

A transmissão de C. pseudotuberculosis entre os animais se dá principalmente 

devido a ferimentos superficiais causados por procedimentos do manejo ou eventos 

traumáticos que causem injúria ao corpo do animal e possibilitem contato com as secreções 

e/ou instrumentos contaminados com material caseoso de linfonodos, ou ainda pela 

ingestão de alimentos contaminados (Alves et al., 1997; Williamson, 2001; Dorella et al., 

2006). C. pseudotuberculosis pode infectar diferentes animais como camelos, lhamas, 

búfalos, cabras, ovelhas, cavalos, alpacas, antílopes e primatas (Peel et al., 1977; Baird & 

Fontaine, 2007; Selim, 2001). A infecção de humanos por C. pseudotuberculosis é um 

evento raro, porém demonstra seu potencial zoonótico estando geralmente relacionado a 

atividades ocupacionais (Liu et al., 2005; Peel et al., 1977). A sintomatologia em humanos 

envolve principalmente linfadenopatia (Peel et al., 1997). 

 

1.2.4 Patogênese 

 

Após a invasão do hospedeiro, C. pseudotuberculosis é fagocitada, porém, é 

resistente ao fagolisossomo e continua a se multiplicar levando a lise destas células de 

defesa e liberação das bactérias (Bogdan et al., 1997). A resistência ao fagolisossomo pode 

ser devida, entre outros fatores, a lipídeos de superfície, que estão envolvidos na ação 

patogênica deste microrganismo (Hard, 1972. Além disso, a camada lipídica fornece uma 

proteção contra a ação de enzimas degradativas do fagolisossomo das células fagocíticas, 

permite melhor aderência das bactérias e causa uma toxicidade local pela indução de 

necrose hemorrágica (Alves & Pinheiro, 1997). Com a propagação da C. pseudotuberculosis 

e a morte das células do sistema imune, o microrganismo compromete o linfonodo mais 

próximo causando necrose (Jones et al., 2000). A bactéria pode então replicar-se, colonizar 

os linfonodos e atingir outros órgãos e células. A fosfolipase D (PLD) também está envolvida 

na disseminação de C. pseudotuberculosis e é considerada um importante fator de 

virulência desta bactéria (Airello et al., 2001). O papel da toxina PLD em C. 

pseudotuberculosis será discutido adiante neste trabalho. 
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No intuito do hospedeiro conter e eliminar a C. pseudotuberculosis, ocorre formação 

de granulomas. Estes são formados pelo aparecimento de necrose caseosa em células 

epitelióides que posteriormente são flanqueados por células epiteliais, linfócitos e tecido 

conjuntivo fibroso. Isto ocorre sucessivas vezes sobre o tecido conjuntivo fibroso, resultando 

no nódulo final formado por uma massa esférica laminada com aspecto de cebola, 

característico da LC (Jones et al., 2000). Estes granulomas são formados devido à resposta 

imune adaptativa, que pode ser tanto humoral como celular (Paule, 2003). Estudos de 

Walker e colaboradores (1991) demonstraram a presença de células CD4 e CD8 

distribuídas no tecido linfóide e alta concentração de células T CD8+ no interior das lesões 

de linfadenite caseosa. Estas características podem contribuir para um mecanismo 

antibacteriano impedindo a disseminação (Modlin et al., 1988). Em lesões iniciais, células T 

CD4+ são predominantes, enquanto que em lesões maduras predominam células T CD8+ 

(Pepin et al., 1994). 

 As citocinas IFN-γ e TNF-α estão envolvidas na resposta a C. pseudotuberculosis 

(Simmons et al., 1997). Elas combatem a infecção primária estando envolvidas no 

mecanismo de resistência do hospedeiro. Já na infecção secundária, podem estar 

envolvidas na ativação de macrófagos levando a uma imunidade protetora (Denis, 1991; 

Nakane et al., 1991). As células Th1 podem estar envolvidas no desenvolvimento de 

resistência do hospedeiro, como sugerido pelo trabalho de Lan e colaboradores (1999), no 

qual não foi detectada IL-4 após uma infecção secundária. Há uma mudança do perfil de 

citocinas durante a infecção, e, além disso, há uma alta produção de anticorpos contra 

antígenos bacterianos como, por exemplo, a PLD (Dorella et al., 2009).  

 

1.2.5 Diagnóstico  

 

 O diagnóstico de LC é baseado em achados clínico-epidemiológicos apoiados por 

exames laboratoriais (Aleman & Spier, 2001). Na rotina, o diagnóstico é firmado a partir de 

isolamento do microrganismo dos abscessos via punção aspirativa ou extirpação cirúrgica 

(Ribeiro et al., 2001; Nokazi et al., 2000; Williamson, 2001). O microrganismo isolado é 

cultivado e analisado via coloração de Gram, Giemsa e Panóptico e passa por testes 

bioquímicos, como o sistema API Coryne (API-bioMérieux, Inc., La Balme lês Grottes, 

France), que consiste de uma bateria de 21 testes bioquímicos (Dorella et al., 2006). Porém, 

estas abordagens não permitem o diagnóstico sub-clínico da doença, o que seria de grande 

importância para o seu controle. 

Na tentativa de estabelecer um diagnóstico sub-clínico, abordagens sorológicas 

foram implementadas. Estes testes foram baseados na soroneutralização (Carne, 1940), 

soro-aglutinação (Cameron &McOmie, 1940; Awad, 1960; Kestintepe, 1976; Burrel 1978; 
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Shigidi, 1979; Lund et al., 1982), imunodifusão em gel (Shigidi, 1974; Burrel, 1980b; Nain et 

al., 1984), hemaglutinação indireta passiva (Shigidi, 1978), fixação do complemento (Shigidi, 

1979), inibição da hemólise em tubo (Burrel, 1980). 

Posteriormente, foram desenvolvidos testes de ELISA para o diagnóstico da LC com 

o objetivo de aumentar a sensibilidade do diagnóstico (Shen et al., 1982; Johnson et al., 

1987; Binns et al., 2007; Carminatti et al., 2003; Dercksen et al., 2000; Paule et al., 2003). 

Porém, as abordagens sorológicas são inviabilizadas na prática, ora por sua baixa 

sensibilidade ou por terem seus resultados afetados pela vacinação dos animais ou 

similaridade antigênica das corinebactérias, ora pelo elevado custo (Dorella et al., 2006). 

As estratégias moleculares, como a PCR, também foram desenvolvidas com a 

finalidade de aumentar a sensibilidade e especificidade do diagnóstico (Cetinkaya et al., 

2002; Pavan et al., 2012). Porém, os testes moleculares apresentam como limitação o 

elevado custo de implantação e, em alguns casos, reações cruzadas entre espécies 

relacionadas (Aleman et al., 1996; Baird & Fontaine, 2007). Pesquisas do nosso grupo 

levaram ao desenvolvimento de um ensaio de PCR multiplex baseado na amplificação dos 

genes 16SrRNA, rpoB e pld. Este ensaio tem como vantagem a possibilidade de utilização 

de DNA extraído de amostras clínicas, boa especificidade e sensibilidade, porém não 

detecta C. pseudotuberculosis a partir de amostras sorológicas (Pacheco et al., 2007).  

Testes intradérmicos de hipersensibilidade (TIH) também são estudados para o 

diagnóstico da LC devido à sua praticidade e possibilidade de diagnóstico subclínico no 

campo. Os primeiros testes foram elaborados a partir de filtrados de cultura de C. 

pseudotunerculosis (Cesari, 1930). Posteriormente, foi utilizada uma pseudotuberculina 

baseada na tuberculina de Koch obtendo-se baixa especificidade (Carne, 1932). Foi também 

utilizada suspensão de cultura bacteriana de C. pseudotuberculosis e Corynebacterium 

pyogenes (Costa Filho, 1978); bactérias fragmentadas por sonicação (Renshaw et al., 1979; 

Brown et al., 1986); proteína hidrossolúvel de C. pseudotuberculosis (Langenegger et al., 

1987). Porém, ainda não foi alcançada especificidade, sensibilidade e praticidade 

satisfatórias. Em um trabalho do nosso grupo de pesquisa, Antunes (2011), utilizando a 

técnica TPP (do inglês, Three-phase partitioning), obteve as exoproteínas totais de C. 

pseudotuberculosis e as utilizou em TIH obtendo bons resultados, porém o teste ainda 

precisa de otimizações. 

 

1.2.6 Tratamento, profilaxia e vacina 

 

 Antibióticos sistêmicos são empregados no tratamento da linfadenite caseosa. 

Porém, apesar de C. pseudotuberculosis ser sensível a antibióticos in vitro, o tratamento não 

tem a mesma eficácia in vivo, uma vez que o antibiótico não é capaz de penetrar a cápsula 
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dos abscessos. Dessa forma, uma alternativa é a drenagem e extirpação dos linfonodos 

superficiais acometidos. Porém, esta prática pode contribuir para a disseminação da 

doença, uma vez que leva à exposição dos microrganismos presentes no abscesso ao 

ambiente e instrumentos sendo que a quantidade de microrganismos liberados por um 

abscesso é capaz de contaminar todo o rebanho. Além disso, esse método não é capaz de 

eliminar totalmente os microrganismos além de não ser aplicável quando linfonodos e 

órgãos internos já estão acometidos (Williamson, 2001; Guimarães et al., 2009). 

 Dessa forma, as estratégias de prevenção e controle são as mais eficientes contra a 

LC. A principal medida profilática contra a LC é a identificação e remoção dos animais 

infectados (Binns et al., 2001). Além disso, deve-se ter o cuidado de higienização de baias e 

outros equipamentos que possam ter contato com os animais (Williamson, 2001; Dorella et 

al., 2006). Outra medida é evitar que estábulos e canzis possam causar, de alguma forma, 

lesões cutâneas nos animais (Valli & Parry, 2007). Porém, essas medidas encontram 

dificuldades na prática do manejo dos rebanhos e faz com que a medida ideal para o 

controle da LC seja a prevenção através da vacinação (Dorella et al., 2006). Várias 

abordagens vêm sendo estudadas no intuito de se alcançar o desenvolvimento de uma 

vacina com eficácia protetora. Entre essas abordagens, encontra-se o uso de bactérias 

vivas atenuadas, bactéria mortas, frações de parede celular, sobrenadante de culturas 

bacterianas, componentes celulares combinados a sobrenadante de culturas e vacinas de 

DNA (LeaMaster et al.,1987; Holstald, 1989; Ellis et al., 1991; Eggleton et al., 1991; Costa et 

al., 2011).  

 Atualmente, estão disponíveis no mercado vacinas comerciais contra a linfadenite 

caseosa. A maioria delas são combinadas a vacinas contra outros patógenos como 

Clostridium tetani, Cl. perfringens, Cl. septicum, Cl. novyi e Cl. chauvoei (Paton et al., 1995; 

Piontkowski et al., 1998; Stanford et al., 1998; Williamson, 2001). Essas formulações são 

denominadas vacinas de toxóide por serem baseadas em formas inativadas da toxina PLD, 

importante fator de virulência que apresenta também capacidade de estimulação do sistema 

imune do hospedeiro, sendo por isso muito pesquisada como alvo vacinal (Dorella et al., 

2006). Um estudo de Paton e colaboradores (2003) demonstrou que embora 43% dos 

criadores estudados fizessem uso de vacinas comerciais contra a LC, apenas 12% deles o 

faziam de forma correta. Além disso, algumas vacinas apresentam eficácia diferenciada 

entre caprinos e ovinos, o que requer que o esquema de vacinação seja ajustado de acordo 

com o rebanho (Williamson, 2001). 

 Uma vacina viva atenuada utilizando a linhagem 1002 de Corynebacterium 

pseudotuberculosis em suspensão foi desenvolvida pela Empresa Baiana de 

Desenvolvimento Agrícola (EBDA). A linhagem 1002 apresenta baixa virulência e foi isolada 

pela EBDA em 1971 de um abscesso de linfonodo superficial pré-escapular de um caprino 
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infectado na Bahia. Em testes experimentais, esta vacina apresentou 83% de proteção em 

caprinos. É licenciada para o uso no Brasil desde 2002. Pode ser aplicada em animais 

jovens por via subcutânea, mas não é capaz de atingir os resultados satisfatórios com a 

aplicação de uma única dose e requer a aplicação de dose reforço. Por se tratar de uma 

vacina viva, requer armazenamento a baixas temperaturas e tem viabilidade por tempo 

limitado. No campo, esta vacina apresentou proteção menor que os 83% obtidos 

experimentalmente (Dorella et al., 2006; EBDA-Empresa Baiana de Desenvolvimento 

Agrícola S/A (BR/BA), 1999). Uma versão liofilizada desta vacina também foi estudada por 

Meyer e colaboradores (2002) em parceria com a EBDA. Os resultados foram satisfatórios 

necessitando, porém, de doses maiores para se obter resultados similares á formulação em 

suspensão.  

 Uma alternativa para a geração de linhagens vivas atenuadas é a atenuação 

utilizando engenharia genética. Estudo de Dorella et al., 2006, através de mutagênese 

aleatória por transposição baseado no TNFuZ, identificou 34 mutantes, dentre eles o 

mutante CP13 que conferiu proteção de 81% em modelo murino. No entanto, ainda são 

necessários estudos acerca deste mutante a fim de caracterizar o tipo de resposta imune e 

proteção observada. Estudos também devem ser realizados em caprinos e ovinos a fim de 

verificar se o nível de proteção será mantido nos animais alvo da doença. 

Diante dos fatores expostos acerca da problemática de controle da LC, não havendo 

diagnóstico subclínico, tratamento ou vacina que combine nível adequado de proteção e 

praticidade de utilização, evidencia-se a necessidade de estudos que busquem a 

identificação precoce dos animais infectados para seu isolamento através de testes 

diagnósticos mais sensíveis e precisos e o desenvolvimento drogas e vacinas mais eficazes 

a fim de impedir a introdução permanência da LC no rebanho.  

 

1.3 Fatores de virulência de C. pseudotuberculosis 

 

 Os fatores de virulência desempenham papel importante na adesão, invasão, 

colonização, disseminação no hospedeiro e evasão da resposta imune do hospedeiro frente 

ao patógeno (Dorella et al., 2006). Para o desenvolvimento de estratégias eficazes para o 

controle da LC, faz-se necessária a identificação e estudo de fatores envolvidos na 

virulência de C. pseudotuberculosis que ajudem a entender melhor a biologia deste 

microrganismo e os mecanismos de interação parasito-hospedeiro. Estes fatores podem 

servir como alvos vacinais, alvos de drogas, componentes de testes-diagnóstico ou alvos de 

mutações para o desenvolvimento de linhagens atenuadas. 

 Os lipídeos de superfície de C. pseudotuberculosis são fatores que contribuem para 

a patogênese de C. pseudotuberculosis. Um estudo de Muckle e Gyles (1982) demonstrou 
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haver uma relação de proporção direta entre a quantidade de lipídeos de superfície e a 

formação de abscessos crônicos. A toxicidade dos lipídeos extraídos de C. 

pseudotuberculosis foi demonstrada pela indução de necrose hemorrágica após injeção 

intradérmica em cobaias (Jolly, 1966). Os lipídeos de superfície também constituem uma 

barreira física contra a defesa do hospedeiro. Além disso, estão envolvidos na aderência do 

microrganismo e promovem citotoxicidade local (Hard, 1969; Alves et al., 1977).   

 Genes envolvidos na captação de ferro também foram apontados como importantes 

para a virulência de C. pseudotuberculosis. Foi identificado um cluster gênico constituído por 

quatro genes organizados em operon, (fag) A, B, C e D. Estes genes são importantes por 

possibilitarem a aquisição de ferro em ambientes hostis, como o ambiente intracelular, onde 

este nutriente é escasso. Mutante fag B(C), no qual há uma interrupção no gene fag (B) e 

bloqueio da expressão de fag(B) e fag(C), manteve sua capacidade de utilização de ferro in 

vitro, porém apresentou redução na sobrevivência e capacidade de formação de abscessos 

em animais infectados experimentalmente (Billington et al., 2002). 

A fosfolipase D (PLD) é considerada o principal fator de virulência de C. 

pseudotuberculosis. A PLD está envolvida com a persistência e disseminação da bactéria no 

hospedeiro, o que é conferido pela sua capacidade de hidrolisar ligações éster de 

esfingomielina na membrana das células do hospedeiro. Além disso, PLD apresenta 

atividade citotóxica, dermonecrótica e leucotóxica (Carne & Onon, 1978; Coyle & Lipsky, 

1982; Tashijan Campbell, 1983; McManara et al., 1994; McNamara et al., 1995; Songer, 

1997). A seguir, serão apresentadas informações relacionadas às fosfolipases, em especial, 

a PLD. 

 

1.3.1.1 Fosfolipases 

  

 As fosfolipases constituem uma superfamília de esterase com a função de hidrólise 

de fosfolipídios em ligações éster específicas (Kini, 1997). Essas enzimas são encontradas 

em organismos diversos como vírus, bactérias, fungos, plantas e animais (Exton, 1990; 

Jenkins & Frohman, 2005; Wang & Kolko, 2010; Richmond & Smith, 2011). Nesses 

diferentes organismos, as fosfolipases podem desempenhar importantes papéis de 

relevância fisiológica: enzimas digestivas, como fosfolipases presentes em veneno de 

serpentes; manutenção e remodelamento de membranas celulares; sinalização celular 

através da geração de lipídeos bioativos (Richmond & Smith, 2011). As fosfolipases são 

classificadas, de acordo com a ligação clivada em seu substrato, em cinco famílias: 

fosfolipases A1 (PLA1), fosfolipases A2 (PLA2), fosfolipases B (PLB), fosfolipases C (PLC) e 

fosfolipases D (PLD) (Figura 1) (Kini, 1997). 

 



 

21 
    

 

 

Figura 1: Estrutura de um glicerofosfolipídeo e o sítio de ação das fosfolipases. *Adaptado 

de Kini, 1997. 

 

 As PLA1 catalisam a clivagem de ácidos graxos na posição sn-1 de fosfolipídeos 

resultando na formação de 2-acilfosfolipídeos e ácido graxo livre. São encontradas em 

diversos tecidos de organismos além de apresentarem interesses industriais devido à 

aplicação comercial de 2-acilfosfolipídeos gerados. As isozimas de PLA1 são divididas em 

dois grupos de acordo com a sua localização celular, o grupo 1 compreende as isozimas 

intracelulares e o grupo 2 compreende as extracelulares (Song & Rhee, 2001; Richmond & 

Smith, 2011).  

As PLA2 catalisam a hidrólise na posição sn-2 de fosfolipídeos de membrana levando 

à formação de 1-acilfosfolipídeos e ácidos graxos livres. São enzimas bem conservadas e 

fazem parte de uma superfamília que se subdivide em 11 grupos. Quanto à localização 

celular, as PLA2 podem ser secretadas, citosólicas e lisossomal. Importantes compostos são 

gerados por intermédio das PLA2 como o ácido araquidônico, ácido lisofosfatídico e 

lisofosfatidilcolina (Six & Dennis, 2000; Kudo, 2004). Também podem estar envolvidas na 

apoptose e homeostasia de Ca2+ (Murakami, 2004).  

 Fosfolipases B (PLB) hidrolisam ligações nas posições sn-1 e sn-2 tendo ação 

fosfolipídica, lisosfosfolipídica e transacílica. São consideradas fatores de virulência em 

alguns organismos patogênicos, porém ainda não se sabe qual de suas atividades são 

importantes para a patogenicidade (Shen et al., 2004; Ganendren et al., 2006) 

 As PLCs são responsáveis pela clivagem de fosfatidilinositóis de membrana para 

produzir os intermediários intracelulares 1,2-diacilglicerol e inositol 1,4,5-trifosfato. Dessa 

forma, as PLCs estão envolvidas em diversos mecanismos de sinalização celular em 

mamíferos influenciando na ação de neurotransmissores, hormônios, fatores de 

crescimento, entre outros (Rebecchi & Pentyala, 2000). 
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 PLD hidrolisa ligações fosfodiéster de fosfolipídeos levando a formação de ácido 

fosfatídico e um aminoálcool. PLD também pode catalisar reações de transfosfatidilação 

pela substituição da cadeia hidroxilada na presença de um álcool aceptor apropriado 

formando um novo fosfatidil-álcool (Ulbrich-Hofmann et al., 2005;). PLDs são encontradas 

em vírus, bactérias, fungos, plantas e animais. Em mamíferos, estão envolvidas em 

regulação do citoesqueleto, sinalização celular e tráfego de vesículas (Jenkins & Frohman, 

2005).  

 

1.3.1.2 Fosfolipase D em C. pseudotuberculosis 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

 Em linhagens de C. pseudotuberculosis, a PLD é encontrada com massa molecular 

de 31,2 kDa. Está presente em sobrenadante de cultura de C. pseudotuberculosis, sendo 

uma proteína secretada, e é reconhecida por anticorpos de soro de animais naturalmente 

infectados (Linder & Bernheimer, 1978; Songer et al., 1990). Possui uma sequência 

correspondente ao peptídio sinal anterior à sequência da proteína madura (Hodgson et al., 

1990). É uma toxina que enfraquece a membrana celular de células do hospedeiro por 

quebrar a esfingomielina presente nas membranas celulares em colina livre e ceramida-

fosfato (Carne & Onon, 1978). Dessa forma, a PLD favorece a disseminação do 

microrganismo (McNamara, 1994). Conforme descrito por Baird e Fontaine (2007), a PLD 

atua sobre o endotélio vascular causando um aumento da permeabilidade o que resulta na 

disseminação do microrganismo até os linfonodos causando necrose dérmina e agregação 

plaquetária podendo levar à falência renal. A enzima induz ainda alteração na membrana de 

eritrócitos, formação de vesículas (Brodgen et al, 1990), redução de viabilidade e 

quimiotaxia de macrófagos no local da infecção (Yozwiak & Songer, 1993). 

 Os anticorpos contra a PLD podem ser detectados já nos 30 primeiros dias após a 

infecção por western blot tendo a intensidade de reação aumentada após o 6º mês de 

infecção (Vale et al., 2003). Por ser capaz de funcionar como imunógeno e por ser 

considerada o principal fator de virulência de C. pseudotuberculosis, a PLD é bastante 

estudada para o seu uso em vacinas.  

 A letalidade da PLD foi comprovada por um estudo de Hsu e colaboradores (1985), 

no qual a injeção parenteral em pequenos ruminantes de PLD purificada ou combinada 

levou à morte destes animais em 48 horas. Com o objetivo de produzir uma PLD 

enzimaticamente inativa, Haynes e colaboradores (1992) conduziram um estudo no qual foi 

induzida mutagênese no gene pld pela exposição ao ácido fórmico e então foi induzida a 

expressão em E. coli. Um dos clones gerados produziu PLD enzimaticamente inativa 

(toxóide), porém com a antigenicidade conservada. A análise da sequência desta proteína 
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revelou que a mutação foi uma troca de uma única base levando à substituição do códon de 

His20 por Tyr, sugerindo que o aminoácido His20 faz parte do sítio ativo da PLD.  

 Hodgson e colaboradores (1992), construíram um mutante a partir da deleção do 

gene pld em C. pseudotuberculosis (Toxminus). Este estudo foi realizado com o objetivo de 

gerar um mutante atenuado que pudesse ser utilizado como vacina. Esta linhagem 

avirulenta foi utilizada em experimentos de vacinação de ovelhas por via subcutânea e levou 

a uma diminuição do número e severidade dos abscessos, quando comparado ao grupo de 

animais não vacinados, sugerindo uma resposta protetora. Porém, apesar da linhagem 

Toxminus estimular resposta humoral e celular, o nível dessa resposta foi menor que o 

induzido pela linhagem selvagem não atingindo eficácia protetora. Estes resultados 

evidenciam que outros antígenos além da PLD estão envolvidos na proteção contra LC. O 

estudo evidenciou também o papel da PLD como fator de virulência, uma vez que a 

linhagem Toxminus não é capaz de levar ao desenvolvimento da LC. Os resultados obtidos 

com a linhagem Toxminus indicam seu potencial para ser utilizada como veículo de entrega 

de outros antígenos a fim de melhorar a proteção conferida (Hodgson et al., 1992).  

 Formas atóxicas da PLD totalmente ou parcialmente purificadas ofereceram proteção 

significativa contra LC em ovinos. Porém, estas formulações não são administradas em 

dose única (Burrel, 1983; Eggleton et al., 1991a; Eggleton et al., 1991b). No estudo de 

Hodgson e colaboradores (1994), a utilização da linhagem Toxminus como veículo 

expressando uma forma atóxica da proteína PLD foi vista como alternativa para o 

desenvolvimento de uma vacina que levasse a um nível de proteção adequado sendo 

administrada em uma dose única. Para isso, a linhagem Toxminus foi transformada com o 

plasmídeo pTB253 carregando o gene codificador da PLD atóxica desenvolvida por Haynes 

e colaboradores (1992), a qual apresenta uma substituição de His20 por Tyr, e utilizada para 

imunização de ovinos por via oral. Foi observada diminuição no nível de secreção da PLD 

mutante. Não houve resposta imune humoral satisfatória com a utilização do toxóide 

combinado à linhagem Toxminus. A linhagem Toxminus sozinha quando administrada por 

via oral também não alcançou eficácia protetora. 

 Mutações no sítio catalítico da PLD podem causar diminuição na capacidade de 

secreção da proteína (Tachedijan et al., 1995). Hodgson e colaboradores (1999) utilizaram 

uma estratégia de mutagênese dirigida para o desenvolvimento de uma forma atóxica da 

PLD na tentativa de melhorar a atividade e nível de secreção da proteína mutada. A PLD foi 

modificada pela substituição de His20 por Ser. O índice de proteção alcançado foi inferior ao 

alcançado com o toxóide clássico inativado por ácido fórmico.  

 A PLD foi utilizada também como vacina de DNA. De Rose e colaboradores (2002) 

inocularam um plasmídeo contendo uma forma inativada da PLD combinada a Ig de CTLA-4 

em ovinos por via intramuscular, injeção subcutânea e gene gun. O melhor resultado foi 
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obtido pela administração por via intramuscular atingindo a proteção em 45% dos animais 

desafiados. Houve uma elevação dos níveis séricos de IgG 2 nos animais imunizados, o que 

sugere uma resposta do tipo Th1 levando a uma imunidade protetora contra C. 

pseudotuberculosis. 

 A PLD é vista, então, como um potencial adjuvante em novas formulações vacinais. 

Além disso, sua estrutura, atividade enzimática e mecanismo de ação no hospedeiro 

precisam ainda ser melhor estudados. 

 

1.3.2 Proteínas potencialmente envolvidas na virulência de C. pseudotuberculosis 

 

Nosso grupo de pesquisa realizou o sequenciamento pioneiro do genoma da 

linhagem C. pseudotuberculosis FRC41, isolada de linfonodo inguinal de uma paciente 

francesa de 12 anos com linfadenite necrosante. A partir da análise do genoma, utilizando 

abordagens in silico juntamente com o conhecimento prévio a partir de dados experimentais, 

alguns genes possivelmente envolvidos na virulência de C. pseudotuberculosis foram 

identificados (Trost et al., 2010). Além do gene pld, foram sugeridos outros, como o gene 

spaC, que codifica a proteína SpaC, componente de uma adesina, sendo as adesinas 

bacterianas consideradas importante fator de virulência (Petri et al., 2010; Trost et al., 2010). 

Outro gene identificado foi sodC que codifica a superóxido-dismutase dependente de cobre 

e zinco (Trost et al., 2010). As superóxido-dismutases estão envolvidas nos mecanismos de 

proteção contra a geração de intermediários reativos de oxigênio e nitrogênio, que por sua 

vez apresentam atividade antimicrobiana. Essas enzimas atuam na conversão de ânions 

superóxido em oxigênio molecular e H2O2, o qual, por sua vez, é quebrado em H2O pela 

enzima catalase (Fridovich, 1995). O gene nanH (neuraminidase H) também foi ressaltado 

como codificador de um provável fator de virulência. NanH é uma neuraminidase 

extracelular que pode estar envolvida com o reconhecimento de ácido siálico na superfície 

de células do hospedeiro (Trost et al., 2010; Vimr et al., 2004). 

Corrêa (2014) realizou um estudo no qual foram comparados os níveis 

transcricionais dos genes pld, spaC, sodC e nanH em meio de cultura e em amostras 

extraída de abscessos caseosos através de qRT-PCR. Além disso, a expressão do gene 

pkng foi investigada em cultura de macrófagos de camundongos das linhagens Balb/c e 

C57BL/6. Os genes pld, sodC, spaC e nanH tiveram os níveis transcricionais aumentados 

de 6 a 8 vezes nos abscessos se comparados às culturas in vitro. O gene pknG apresentou 

maior magnitude de expressão em cultura de macrófagos na primeira hora após infecção.   

Além dos fatores de virulência levantados por estudos comparativos a partir da 

linhagem FRC41 (Trost et al., 2010), uma classe de moléculas que merece atenção são as 

quinases bacterianas. Essas moléculas fazem parte de importantes mecanismos de 
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sinalização celular e podem estar envolvidas, entre outras coisas, na modulação da 

expressão de fatores de virulência. Uma dessas quinases bacterianas é a PknG, uma 

serina-treonina proteína quinase, que é bastante conservada em actinomicetos, como 

Mycobacterium e Corynebacterium (Niebish, 2006; Corrêa, 2014). Em micobactérias, PknG 

parece estar envolvida com a maturação do fagolisossomo, além de influenciar o 

metabolismo de glutamina em C. glutamicum e Mycobacterium tuberculosis (O’Hare et al., 

2008; Cowley et al., 2004; Walburguer et al., 2004).  

 

1.3.2.1 Proteína Quinase G – PknG 

 

 A fosforilação reversível de proteínas é a modificação pós-traducional mais 

importante na transdução de sinais. Os sistemas de transdução de sinais, por sua vez, estão 

envolvidos nos mecanismos celulares de monitoramento, resposta, adaptação e 

sobrevivência em diferentes ambientes (Raggiaschi et al., 2005). Estes mecanismos 

mediados por fosforilação protéica estão presentes tanto em eucariotos como em 

procariotos. Os eventos de fosforilação são mediados por proteínas denominadas quinases. 

As proteínas quinases catalisam a fosforilação através da transferência de um grupo 

fosforila de ATP ou GTP (menos frequentemente), para treonina ou serina (Ser/Thr-

quinases) ou resíduos de tirosina (Tyr-quinases) (Burnside & Rajagopal, 2011). 

 As quinases são chamadas de “interruptores” moleculares que existem no estado 

“on”- ativado ou “off” – inativado (Doran et al., 2003). A transição de um estado a outro é 

controlada por diversos mecanismos que incluem a ligação de fatores alostéricos e 

localização celular (Burnside & Rajagopal, 2011). A fosforilação de proteínas também está 

associada à virulência de diversos microrganismos patogênicos, uma vez que essas 

proteínas fosforiláveis encontram diferentes substratos na célula do hospedeiro (Cozzone, 

2005; Whitmore & Lamont, 2012; Canova & Molle, 2014; Fujita et al., 2014). 

Inúmeras serina-treonina quinases (Serine-Threonine Protein Kinase - STPKs) e 

suas respectivas fosfatases (Serine-Threonine Phosphatase - STPs) foram identificadas em 

procariotos, entre eles: Myxococcus xanthus, Streptomyces spp, Anabaena, 

Cyanobacterium, Bacillus spp, Streptococcus spp, Mycobacterium spp, Yersinia spp, Listeria 

monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e Sthaphylococcus 

aureus (Burnside & Rajagopal, 2011). 

A compreensão das consequências da fosforilação de serina/treonina em patógenos 

Gram-positivos é importante para o desenvolvimento de drogas, bem como avaliação de seu 

potencial como alvo vacinal. Imunização com STPK de Streptococcus pneumonniae, por 

exemplo, conferiu proteção em modelo murino contra sepse e pneumonia (Burnside & 

Rajagopal, 2011; Giefing et al., 2008; Giefing et al.,2010) 
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 As STPKs e STPs procarióticas apresentam em torno de 35% de identidade 

aminoacídica com relação às suas equivalentes eucarióticas. Procariotos contem, em geral, 

uma única cópia de STPK e STP no genoma e esses genes estão localizados em operon 

sendo, dessa forma, cotranscritos. A maioria das STPKs eucarióticas são associadas à 

membrana e as STPs correspondentes são citoplasmáticas. O domínio catalítico de STPKs 

está na região N-terminal, é intracelular e possui 11 subdomínios conservados (domínios de 

Hanks) que formam a estrutura catalítica conservada. A porção extracelular, por sua vez, 

apresenta alto grau de diversidade de sequência aminoacídica (Hanks et al., 1988; Shi et al., 

1998; Burnside & Rajagopal, 2011).  

 Diferentes STPKs já foram estudadas em microrganismos pertencentes ao grupo 

CMNR, como M. tuberculosis e C. glutamicum. 

No genoma de M. tuberculsosis H37Rv foram identificados onze genes codificadores 

de STPKs e quatro codificadores de fosfatases (Av-Gay & Everett, 2000;  Koul et al., 2001; 

Prisic et al., 2010). Uma dessas onze STPKs é a Proteína Quinase G (PknG), uma proteína 

de 82kDa solúvel que é secretada durante a infecção por M. tuberculosis no citosol de 

macrófagos infectados. Esta proteína contribui para a sobrevivência intracelular do 

microrganismo através do bloqueio da fusão fagossomo-lisossomo. Acredita-se que a 

secreção de PknG intra-macrófago se dê por vias alternativas, uma vez que esta proteína 

não apresenta sinal de exportação. Esta modulação da fusão fagossomo-lisossomo por 

PknG pode se dar via fosforilação de proteínas do hospedeiro após secreção de PknG no 

interior dos macrófagos (Walburger et al., 2004). Dessa forma, PknG desempenha 

importante papel na virulência de M. tuberculosis sendo um alvo atrativo para o 

desenvolvimento de drogas (Scherr et al., 2009). São necessários estudos a fim de entender 

os mecanismos pelos quais a PknG está envolvida na inibição da maturação do 

fagolisossomo e consequente inibição da eliminação do microrganismo pelo hospedeiro. 

 PknG de M. tuberculosis apresenta três domínios, sendo eles rubredoxina 

aminoterminal (RD), quinase (KD) e tetratricopeptídico (TPR) C-terminal (Figura 2). O 

domínio rubredoxina é essencial para a atividade de PknG, está envolvido no transporte de 

elétrons e controla a atividade quinase (Chao et al., 2010). O domínio TPR está envolvido 

com interação proteína-proteína e montagem de complexos protéicos (Blatch & Lässle, 

1999). No seu sítio de ligação a ATP, PknG possui um aminoácido lisina, característica 

típica de STPKs (Av-Gay & Everett, 2000). 
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Figura 2. Estrutura tridimensional da PknG de Mycobacterium  tuberculosis. 

RD – Domínio Rubredoxina; KD – Domínio Quinase; TPRD – Domínio Tetratricopeptídico. 

*Adaptado de Scherr et al., 2007.  

 

  

Estudos de Scherr e colaboradores (2009) demonstraram que a autofosforilação de 

resíduos de treonina N-terminais é essencial para impedir a fusão fagossomo-lisossomo 

para eliminação de M. tuberculosis. PknG é também a única quinase solúvel mantida no 

genoma de M. smegmatis, que acredita-se ter mantido o conjunto mínimo de genes para 

sua virulência (Cole et al., 2001).  

O gene codificador de PknG em micobactérias é o gene terminal de um operon que 

codifica glnh, supostamente envolvido com a captação de glutamina, o que indicaria que 

PknG também poderia estar envolvida no metabolismo deste aminoácido (Av-Gay & Everett, 

2000). Cowley e colaboradores (2004), utilizando linhagem mutante M. tuberculosis 

deficiente para o gene pknG, demonstrou que a falta deste gene implica em redução da 

viabilidade celular in vitro e após infecção em camundongos Balb/C. O mutante também 

acumulou glutamato e glutamina e houve redução de 50% na síntese “de novo” de 

glutamina. Dessa forma, PknG foi implicada com a transferência de sinal durante o estresse 

nutricional em M. tuberculosis e adaptação metabólica.  

O trabalho de Cowley e colaboradores (2004) indica que PknG não tem ação restrita 

ao modo de vida intracelular. Genes homólogos de PknG estão presentes em todos os 

demais membros da subordem Corynebacterineae com genomas sequenciados que incluem 

espécies do gênero Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus e 

Streptomyces (Niebisch et al., 2006). 
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 Em C. glutamicum, o gene pknG está situado em operon que inclui também os genes 

glnX e glnH codificadores de uma integrina hipotética de membrana e lipoproteína 

periplasmática ligadora de glutamina, respectivamente (Kalinowski et al., 2003).    

 Niebisch e colaboradores (2006) estudaram a função de PknG em C. glutamicum, 

um microrganismo não patogênico de interesse biotecnológico que tem sido utilizada para o 

entendimento de genes homólogos de M. tuberculosis. Neste estudo, demonstrou-se que 

PknG foi indispensável para utilização de glutamina em C. glutamicum uma vez que o 

mutante deficiente para o gene pknG (ΔpknG) apresentou redução drástica de crescimento 

em meio mínimo contendo glutamina como única fonte de carbono e nitrogênio. Também 

foram estudados mutantes deficientes em glnx e glnh. Em meio líquido mínimo contendo 

glutamina, o mutante Δglnx apresentou fenótipo semelhante ao mutante Δpkng não havendo 

crescimento nas primeiras 50h de incubação. Já o mutante Δglnh foi capaz de replicar em 

meio líquido mínimo contendo glutamina. Medidas da concentração intracelular de glutamato 

e glutamina indicaram que a deficiência de utilização de glutamina por Δpkng não é devido a 

dificuldade na captação de glutamina, mas sim devido a deficiência no catabolismo do 

glutamato. Neste mesmo estudo, análises proteômicas demostraram que odhI, gene 

essencial para utilização de glutamina, é o substrato de PknG in vivo. OdhI inibe o complexo 

2-oxoglutarato-desidrogenase (ODH) do ciclo do ácido cítrico (TCA). ODH catalisa a 

conversão NAD+- dependente de α-cetoglutarato em succinil-CoA. Na ausência de PknG, 

OdhI é ativa e inibe ODH. A fosforilação por PknG inativa OdhI que passa a não inativar 

ODH (Chao et al., 2010). OdhI é homóloga a GarA de M, smegmatis (Belanger & Hatfull, 

1999). O mutante deficiente em odhI foi capaz de replicar em glutamina e uma deleção 

adicional de odhI sobre o mutante ΔpknG restaurou a capacidade de crescimento em 

glutamina (Niebisch et al., 2006). 

 O gene pknG foi identificado em C. pseudotuberculosis (Trost et al., 2010), porém 

ainda não existem dados experimentais acerca da função deste gene em C. 

pseudotuberculosis. Considerando que PknG é uma proteína conservada em micobactérias 

e corinebactérias, é possível que esta proteína também esteja envolvida na capacidade de 

sobrevivência de C. pseudotuberculosis no macrófago do hospedeiro e/ou no metabolismo 

de glutamato. Estudos são necessários no sentido de entender a função deste gene em C. 

pseudotuberculosis, elucidar a estrutura da proteína a avaliar seu potencial como alvo 

vacinal ou no desenvolvimento de drogas contra a LC. 
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1.3.2.2 Adesina - SpaC 

 

 Adesão e invasão de tecidos específicos do hospedeiro são os primeiros estágios de 

uma infecção bacteriana (Foster & Hook, 1998). Estes processos acontecem por intermédio 

de filamentos proteicos presentes nas superfícies dos microrganismos, chamados de pili ou 

fímbrias, que possuem funções adesivas durante a colonização. Estes pili também 

desempenham papel na evasão do sistema imune e formação de biofilme (Mandlik et al., 

2008). A presença de pili já foi observada na superfície de várias espécies de 

corinebactérias (Kuamazawa & Yanagawa, 1972; Yanagawa & Honda, 1976).  

Os pili de bactérias Gram-positivas são constituídos de polímeros de ligação cruzada 

ligados covalentemente a peptidioglicanos de parede celular (Ton-That & Schneewind, 2004; 

Mandlik et al., 2008). O mecanismo de montagem destes pili requer a ação da sortase (Ton-

That & Schneewind, 2004). A sortase é uma transpeptidase cisteína conservada em 

bactérias Gram-positivas (Mazmanian et al., 1999; Ilangovan et al., 2001; Comfort and 

Clubb, 2004; Dramsi et al., 2005; Marraffini et al.,2006). Esta transpeptidase cliva o 

precursor de pilina reconhecendo o motivo LPXTG presente no cell wall sorting signal 

(CWSS) de uma proteína precursora e clivando o polipeptídeo entre o aminoácido treonina e 

glicina. Então, a sortase liga a treonina N-terminal do polipeptídeo clivado ao 

peptideoglicano da parede celular (Mazmanian et al., 2001; Ton-That & Schneewind, 2004). 

Esta reação leva à formação das fibras do pilus na superfície bacteriana (Ton-That & 

Schneewind, 2004). 

Em Corynebacterium diphteriae NCTC13129, o pili é composto por três subunidades 

de pilina (SpaA, SpaB e SpaC). Além das pilinas, são codificadas seis sortases (SrtA-F), das 

quais cinco estão envolvidas com a polimerização do pilus. Foram identificados três clusters 

gênicos cromossômicos em C. diphteriae codificando nove proteínas de superfície 

carregando peptídeo sinal N-terminal e sorting signal C-terminal além de cinco genes de 

sortase (srtA-E). O gene srt-F está localizado em outra região do cromossomo. Entre estes 

cluster está o codificador do pilus tipo Spa-A (spaA-srtA-spaB-spaC). Os três tipos de pilus 

codificados por cada um dos três clusters apresentam estrutura semelhante composta por 

uma pilina principal e duas pilinas menores. O pilus tipo Spa-A, por exemplo, é formado por 

ligações covalentes cruzadas entre a pilina SpaA, formando a haste do pilus, juntamente 

com a pilina menor SpaC  localizada na extremidade, e outra pilina menor, SpaB. SpaA é 

produzida em maior quantidade formando longos pili contendo SpaC na extremidade e SpaB 

interespaçada. As pilinas menores também são expostas na superfície celular. As pilinas 

SpaC são as que carregam o CWSS C-terminal. A polimerização de SpaA é catalisada pela 

sortase SrtA (Ton-That & Schneewind, 2003). As pilinas menores, SpaC e SpaB podem ser 
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chamadas de adesinas devido ao seu envolvimento com a aderência a células do 

hospedeiro. 

Mandlik e colaboradores (2008) propõem um modelo de adesão e patogênese 

mediado por pilus baseado em C. diphteriae que é demonstrado na Figura 3. Neste modelo, 

a expressão de adesinas contribui para o contato inicial do microrganismo com a célula do 

hospedeiro e, então, interações adicionais com as células do hospedeiro através de pilinas 

menores ancoradas a parede celular da bactérias formam uma zona de adesão entre as 

células. Esta adesão contribuiria para que houvesse uma maior proximidade entre essas 

células facilitando interações ligante-receptor envolvendo pili não adesivos. A zona de 

adesão favoreceria também a entrega de fatores de virulência. Além disso, a adesão 

possibilitaria a invasão de células do hospedeiro por microrganismos Gram-positivos 

(Mandlik et al., 2008). 

 

 

 

 

Figura 3. Modelo de mediação por pili de adesão e patogênese. 

Adesinas fazem o contato inicial com os receptores das células do hospedeiro e pilinas 
ligadas a parede celular medeiam a formação da zona de adesão, o que possibilita 
interações adicionais ligante-receptor, entrega de fatores de virulência e invasão 
intracelular de patógenos. 
*Adaptado de Mandlik et al., 2008. 
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O sequenciamento de C.pseudotuberulosis FRC41 e a procura por proteínas que 

possuissem o motivo LPXTG, revelou seis proteínas que haviam sido anotadas como 

hipotéticas sendo que seis delas apresentaram similaridade a subunidades de pili adesivos 

de C. diphteriae NCTC 13129. Essas regiões codificadores estão organizadas em dois 

clusters gênicos como mostrado na Figura 4. Os pili adesivos de C. pseudotuberculosis 

consistem de duas subunidades de pilina principais (SpaA e SpaD), duas subunidades de 

pilinas menores (SpaB e SpaE) e duas proteínas de extremidade (SpaC e SpaF). São 

codificadas também duas proteínas hipotéticas, SpaX e SpaY, de função desconhecida 

(Trost et al., 2010). 

 

 

 

Figura 4. Clusters gênicos codificadores de pili adesivos de C. pseudotuberculosis FRC41.  

Os clusters gênicos codificam sortases, necessárias para a montagem do pilus (azul), pilinas 
principais (vermelho), pilinas menores (amarelo), pilinas de extremidade (verde) e proteínas 
de função desconhecida (cinza). 
*Adaptado de Trost et al., 2010. 

 
 
 
 É possível que as adesinas de C. pseudotuberculosis desempenhem papel 

semelhante às adesinas de C. diphteriae. Sendo a SpaC uma proteína de extremidade de 

pili envolvida no contato inicial do microrganismo com a célula do hospedeiro, ela despertou 

interesse no sentido de ser melhor compreendido e estudado o seu papel em C. 

pseudotuberculosis. São necessários estudos com relação á sua ação, estrutura e também 

imunogenicidade. 

 

1.3.2.3 Superóxido-dismutase C - SodC ou Cu/Zn-SOD 

 

 Superóxido-dismutases (SOD’s) são metaloenzimas que detoxificam radicais de 

oxigênio pela reação de superóxido (O2
-) com íons hidrogênio (H+) gerando oxigênio 

molecular (O2) e peróxido de hidrogênio H2O2, o qual é reduzido a água e oxigênio pela 

enzima catalase ou peroxidase (Fridovich, 1995). As espécies reativas de oxigênio (ROS) 
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como O2
-, OH- e H2O2 causam danos aos ácidos nucléicos, proteínas e lipídeos das células 

(Imlay & Linn, 1988; Storz et al., 1990). 

As SODs estão presentes em procariotos e eucariotos e protegem as células dos 

ânions superóxido gerados durante a aerobiose. Além de proteger dos superóxidos gerados 

endogenamente, as SODs estão envolvidas nos mecanismos de patogenicidade de agentes 

etiológicos que acometem plantas e animais (Dhar et al., 2013). Patógenos bacterianos 

enfrentam estresse oxidativo após o surto respiratório seguinte à fagocitose, e as SODs 

podem estar envolvidas também na detoxificação de ROS gerados dessa forma (Smith et 

al., 1996; Lynch & Kuramitsu, 2000; Leclere et al., 2001; Lefebre & Valvano, 2001; Santos et 

al., 2001; Dhar et al., 2013). As SODs são classificadas em quatro tipos de acordo com o 

seu cofator metálico: cofator manganês (Mn-SOD ou SodA), cofator ferro (Fe-SOD ou 

SodB), cofator cobre e zinco (Cu/Zn-SOD ou SodC) e níquel cofator (Ni-SOD ou SodN) 

(Fridovich, 1995; Youn et al., 1996). SodA e SodB procarióticas são encontradas no 

citoplasma da célula enquanto que SodC é periplasmática em Gram-negativas ou 

extracelularmente expostas em Gram-positivas (Fridovich, 1995). Em Streptomyces SodN é 

encontrada no citoplasma da célula (Youn et al., 1996). Células que não produzem SODs 

apresentam, em geral, aumento do dano causado por estresse oxidativo (Dhar et al., 2013).  

A enzima SodC apresenta atividade de proteção associada à virulência em diversos 

patógenos. Em Mycobacterium tuberculosis, contribui para a resistência do microrganismo 

contra o estresse oxidativo gerado por macrófagos ativados (Dussurget et al., 2001; 

Piddington et al., 2001). SodC foi investigada em Salmonella cloleraesius, na qual foi 

associada com a sensibilidade a íons superóxido e óxido nítrico in vitro, capacidade de 

sobrevivência em macrófagos murinos e persistência em modelo murino de infecção 

(Sansone et al., 2002). Em Neisseria meningitidis, SodC influencia no processo de 

fagocitose protegendo as células opsonizadas (Dunn et al., 2003). Keith & Valvano (2007), 

demostraram a participação da enzima na virulência de Burkholderia cenocepacia e 

confirmaram a localização periplasmática da enzima neste microrganismo. Em 2009, Ibarra 

& Steele-Mortimer relacionaram  SodC à virulência de Salmonella enterica sorovar 

Thyphimurium. A enzima também foi apontada como fator de virulência em Salmonnella 

enterica sorovar Typhi e Paratyphi (Sanjay et al., 2010), Bacillus anthracis (Tonello & 

Zornetta, 2012), e Staphylococcus aureus (Gaupp et al., 2012). 

O sequenciamento do genoma de C. pseudotuberculosis FRC41 identificou dois tipos 

de SOD nesta linhagem a Mn-SOD (SodA) citoplasmática e a Cu/Zn-SOD (SodC) secretada 

que pode estar ancorada a membrana celular. Esta localização extracelular de SodC sugere 

que ela pode proteger a superfície das células de C. pseudotuberculosis contra ânions 

superóxido gerados pelas células do hospedeiro (Trost et al., 2010). São necessários 
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estudos a fim de avaliar o papel protetor de SodC em C. pseudotuberculosis, sua ação in 

vitro bem como elucidação da sua estrutura e avaliação de imunogenicidade. 

 

1.3.2.4 Neuraminidase H (NanH) 

  

Neuraminidases, também chamadas de sialidases, são glicosil-hidrolases que 

hidrolisam ligações α de ácidos siálicos terminais a partir de vários sialoglicoconjugados em 

diferentes organismos, como vírus, microrganismos e animais vertebrados (Taylor, 1996). 

Ácidos siálicos, ou ácidos neuramínicos, são uma família de mais de 40 monossacarídeos 

de nove carbonos encontrados na porção terminal de glicoproteínas, glicolipídeos e 

polissacarídeos. Existem quatro tipos de ácido siálico: ácido N-acetilneuramínico (Neu5Ac), 

ácido N-glicosilneuramínico (Neu5Gc) e ácido 5-hidroxineuramínico (KDN) e ácido 

neuramínico (Neu). Estes ácidos siálicos podem sofrer diversas modificações por 

substituição no grupo hidroxil de O-acetil, O-metil, O-sulfate e grupos fosfato (Varki, 1999). 

São essas diferenças estruturais que contribuem para a função biológica de 

sialoglicoconjugados de superfície celular (Kim et al., 2011).  Eucariotos e procariotos 

sintetizam ácido siálico através de vias bioquímicas complexas, sendo a principal delas 

envolvendo a síntese “de novo” de Neu5Ac na célula e sua ativação pela adição de citidina 

monofosfato (CMP) formando CMP-Neu5Ac que, por sua vez, é utilizado como doador de 

ácido siálico para síntese de sialogliconjugados por sialiltransferases (Kim et al., 2011). 

 Em espécies animais, as neuraminidases possuem substratos autógenos, porém, 

em procariotos, agem sobre moléculas do hospedeiro (Arden et al., 1972). Nos eucariotos, 

essas enzimas estão envolvidas na modificação de sialogliconjugados de parede celular 

influenciando a regulação de interações célula-célula e célula-molécula e, dessa forma, 

medeiam processos de reconhecimento e adesão celular (Buschiazzo & Alzari, 2008). As 

neuraminidases estão presentes também em mais de 70 microrganismos das ordens 

Pseudomonadales e Eubacteriales, sendo que a maioria dos microrganismos que produzem 

neuraminidases são patogênicos ou comensais quando em contato com células do 

hospedeiro (Roggentin et al., 1993; (Kim et al., 2011). Dessa forma, as neuraminidases são 

apontadas como fator de virulência em diversos microrganismos. As neuraminidases 

bacterianas estão envolvidas no sequestro de ácidos siálicos de glicoproteínas e 

glicolipídeos sialidados ou outros gliconjugados para nutrição. Estes ácidos siálicos 

sequestrados via sialidases ou trans-sialidases podem ser transferidos para a superfície 

celular do microrganismo contribuindo para evasão do sistema imune e interação com 

células do hospedeiro (Vimr & Lichtensteiger, 2002; Vimr et al., 2004).  

As neuraminidases são divididas em dois grupos com base em seu tamanho. As 

neuraminidases com peso molecular em torno de 40kDa formam o grupo das 
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neuraminidases de pequeno tamanho como as que são encontradas em Salmonella spp e 

Clostridium perfringens. As com peso molecular acima de 80kDa são as neuraminidases de 

grande tamanho como as de Clostridium tertium e Vibrio cholerae (Mizan et al., 2000).  

A maioria das neuraminidases bacterianas são secretadas. Porém, algumas 

encontram-se ligadas a superfície como a Neuraminidase A (NanA) de Streptococus 

pneumoniae (Dalia et al., 2010), NanH de C. diphteriae (Kim et al., 2009) e TEDE0471 de 

Treponema denticola (Kurniyati et al., 2013). A homologia de sequência aminoacídica entra 

as neuraminidases bacterianas é de menos de 30%. Porém, a topologia do domínio 

sialidase é bem conservada tendo motivos e resíduos característicos (Kim et al., 2011).  

Em C. diphteriae NCTC1312 foram identificados dois genes codificadores de 

sialidases putativas, NanH (DIP0543) e NanI (DIP0330) (Cerdeño-Tárraga et al., 2003).  Na 

linhagem C. diphteriae KCTC3075 foi identificada e caracterizada a Neuraminidase H 

(NanH) com atividade neuramidase e trans-sialidase (Kim et al., 2009). Análises 

bioinformáticas de NanH de C. diphteriae KCTC3075 predisseram a presença de um 

peptídeo sinal N-terminal de 32 aminoácidos e uma estrutura de alfa-hélice transmembrana 

C-terminal levando a supor que trata-se de uma proteína ligada a membrana com potencial 

função de fator de virulência. O peso molecular de NanH nesta linhagem é de 70 kDa, o que 

sugere a presença de um domínio adicional, como o domínio de ligação a carboidrato lectin-

like (Kim et al., 2009). As neuraminidases de superfície celular são objetos de estudo como 

alvo vacinal em várias doenças patogênicas (Taylor, 1996; Mattos-Guaraldi et al., 1998; Tai, 

2006). 

A partir de estudos de dados do genoma da linhagem FRC41 de C. 

pseudotuberculosis, o gene nanH foi identificado e sugerido como provável fator de 

virulência de C.pseudotuberculosis sendo predito como codificador de uma neuraminidase 

extracelular (Trost et al., 2010). 

 São necessários estudos para a caracterização da atividade de NanH em C. 

pseudotuberculosis, elucidação de sua estrutura e avaliação de seu potencial imunogênico. 

 
 
1.4 Expressão heteróloga de proteínas em Escherichia coli 

 

A expressão heteróloga é uma importante ferramenta para o estudo, caracterização 

e elucidação estrutural de proteínas. Com o surgimento da tecnologia do DNA 

recombinante, surgiu a “segunda geração” de vacinas baseando-se no uso de proteínas 

recombinantes. A partir do sequenciamento de novos genomas bacterianos e a utilização de 

tecnologias como a bioinformática, tem sido possível ampliar o conhecimento acerca da 

patogênese destes microrganismos. Com isso, novos alvos tem sido identificados para 
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utilização como vacina recombinante de subunidade ou ainda para o desenvolvimento de 

vacinas vivas atenuadas (Scarselli et al., 2005).  

Vários antígenos vacinais já foram expressos em E.coli e testados quanto à sua 

eficácia protetora contra o desafio exibindo resultados variados. As vacinas recombinantes 

de subunidade apresentam inúmeras vantagens como a exclusão do patógeno no processo 

de desenvolvimento da vacina, otimização das formas de apresentação dos antígenos, 

estabilidade e facilidade de administração (Liljeqvist & Stahl, 1999). 

A expressão heteróloga fornece subsídios também para a produção de proteínas em 

larga escala para a realização de estudos estruturais. Esta é uma abordagem bastante 

atrativa para o desenvolvimento de fármacos, uma vez que grande parte deles tem 

proteínas como alvo (Marshall et al., 2003). 

A expressão de proteínas recombinantes pode utilizar diversos sistemas de 

expressão podendo ser realizada em bactérias, leveduras, células de insetos, plantas ou 

mamíferos. A escolha do sistema de expressão deve ser feita levando-se em consideração 

a estrutura, funcionalidade e complexidade da proteína a ser produzida bem como a 

produtividade esperada  (Demain & Vaishnav, 2009). 

Um dos primeiros e mais amplamente utilizado hospedeiro para produção de 

proteínas heterólogas é a Escherichia coli (Terpe, 2006). E. coli apresenta como vantagens 

alta taxa de crescimento, rápida expressão, facilidade de cultivo, boa taxa de produção, 

amplo conhecimento de suas características genéticas e disponibilidade de ferramentas 

para sua manipulação genética (Swartz, 1996; Demain & Vaishnav, 2009). Este sistema é 

bastante útil para a expressão de proteínas que não passem por modificações pós-

traducionais em seu organismo de origem (Demain & Vaishnav, 2009). 

Para uma eficiente expressão ao se adotar E. coli como sistema de expressão, 

alguns fatores devem ser levados em consideração. O cultivo em altas densidades celulares 

pode levar a toxicidade pela formação de acetato. Neste caso, pode-se optar pelo controle 

de oxigênio e alimentação exponencial de glicose (Demain & Vaishnav, 2009). Outro fato é 

que a superprodução de proteínas heterólogas pode levar a formação de agregados 

insolúveis, os corpúsculos de inclusão (Baneyx, 1999; Schumann E Ferreira, 2004; Terpe, 

2006). Estes corpúsculos de inclusão são formados provavelmente porque as chaperonas 

tem sua capacidade extrapolada durante a alta produção de proteínas heterólogas (Kurland 

E Gallant, 1996; Mergulhão et al., 2005). A formação de corpúsculos de inclusão pode ser 

um problema, uma vez que a proteína precisará passar por processo de reenovelamento e 

solubilização para que seja obtida em sua forma solúvel e ativa (Baneyx, 1999; Swarts, 

2001). Porém, os corpúsculos de inclusão podem apresentar algumas vantagens como a 

proteção do produto de degradação proteolítica e a obtenção de altos níveis de produção 

(Rudolph, 1996).  
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A escolha do plasmídeo também é muito importante para obter uma produção 

adequada da proteína heteróloga. Deve-se levar em consideração na escolha do vetor, o 

promotor e sua regulação, região de terminação e iniciação, origem de replicação e número 

de cópias, marcador de seleção, códons, estabilidade do mRNA, estabilidade da proteína e 

a linhagem hospedeira a ser utilizada (Makrides, 1996; Sorensen & Mortensen, 2005; Jana 

& Deb, 2005). É desejável que o promotor seja forte, finamente regulado com indução 

simples e independente dos outros constituintes do meio (Terpe, 2006).  

Para maximização da produção da proteína de interesse, deve-se aumentar a 

densidade celular no cultivo manipulando variáveis como temperatura, composição do meio 

e aeração (Hanning & Makrides, 1998; Baneyx, 1999; Jana & Deb, 2005; Sorensen & 

Mortensen, 2005; Peti & Page, 2007).  

Como exposto, o sistema de expressão em E. coli representa uma ferramenta 

interessante e versátil para a produção de proteínas heterólogas. Desta forma, este sistema 

foi utilizado neste trabalho para a obtenção das proteínas PLD, PknG, SodC, SpaC e NanH. 

Estas proteínas, por sua vez, se caracterizam como importantes alvos de estudo com 

relação à sua estrutura, função e antigenicidade em C. pseudotuberculosis. 
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2. JUSTIFICATIVA 

A LC encontra-se distribuída principalmente em países onde há extensas criações de 

ovinos e caprinos. No Brasil, em estudo realizado por Ribeiro e colaboradores (2001) a 

estimativa era que 30% dos rebanhos estivessem acometidos pela LC (Ribeiro et al., 2001). 

Em Minas Gerais, estudos indicaram que os índices podem chegar a aproximadamente 80% 

de animais infectados (Seyffert et al., 2010; Guimarães et al., 2009). A LC é responsável por 

significativas perdas econômicas principalmente na caprinovinocultura (Baird & Fontaine, 

2007). O conhecimento acerca dos fatores de virulência envolvidos na LC abre caminho 

para novas pesquisas que visem tanto o melhor entendimento da patogenicidade de 

Corynebacterium pseudotuberculosis quanto o desenvolvimento de novas abordagens para 

o seu controle. Neste sentido, várias pesquisas foram conduzidas baseadas no fator de 

virulência mais conhecido e estudado de C. pseudotuberculosis, a PLD, para o estudo de 

diferentes formulações e combinações vacinais (Haynes et al., 1992;  Hodgson et al., 1992; 

Walker et al., 1994; Hodgson et al., 1994; Hodgson et al., 1999; De Rose et al., 2002; 

Fontaine et al., 2006)   

Além disso, outras proteínas com características relacionadas à virulência do 

microrganismo também são importantes alvos de estudo.  Entre estas proteínas, encontram-

se as extracelulares que, por sua vez, são candidatas vacinais em potencial por fazerem 

parte da interface parasito-hospedeiro sendo possivelmente antigênicas (Hansson et al., 

2000). As proteínas SpaC (Adesina), SodC (Superóxido-dismutase C) e NanH 

(Neuraminidase H) fazem parte deste grupo de proteínas sendo prováveis fatores de 

virulência e expostas extracelularmente. Proteínas moduladoras da expressão de virulência 

(Burnside & Rajagopal, 2011) também constituem alvos interessantes para o 

desenvolvimento de vacinas. Como demonstrado pela proteína StkP de S. pneumoniae que 

foi capaz de conferir proteção após desafio em modelos murinos de sepse e pneumonia 

(Giefing et al., 2008; Giefing et al., 2010). StkP pertence ao grupo das STPKs, assim como a 

proteína PknG, que por sua vez pode estar envolvida no metabolismo de glutamato, bem 

como na modulação da fusão de fagossomo e lisossomo (Walburger et al., 2004; Av-Gay & 

Everett, 2000). 

A obtenção de proteínas em escala suficiente para serem estudadas quanto aos 

seus diversos aspectos é um passo importante para o desenvolvimento de uma nova 

alternativa no controle da LC. Sugerimos como alvos de estudo as proteínas PLD, PknG, 

SpaC, SodC e NanH, uma vez que são possíveis fatores envolvidos na virulência de C. 

pseudotuberculosis. Neste sentido, a expressão heteróloga destas proteínas apresenta-se 

como uma importante ferramenta de estudo. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivos Gerais 

Caracterização in silico e obtenção das proteínas Pld, PknG, SpaC, SodC e NanH de 

Corynebacterium pseudotuberculosis via sistema de expressão heteróloga em E.coli e, 

assim, possibilitar a caracterização estrutural e determinação do potencial imunogênico 

destas proteínas. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 Caracterização in silico das proteínas Pld, PknG, SpaC, SodC e NanH, através de 

predição dos parâmetros físico-químicos, peptídeo sinal, localização subcelular, 

presença de domínios conservados, conservação da sequência, epítopos. 

 

 Síntese das ORFs (Open Reading Frame) codificadoras das proteínas Pld, PknG, 

SpaC, SodC e NanH modificadas com códons preferenciais de E. coli (© 2013 DNA2.0, 

Inc.). 

 

 Avaliação da expressão de cada uma das proteínas por cinco diferentes linhagens de 

Escherichia coli. 

 

 Avaliação da cinética de expressão de cada uma das proteínas na linhagem de E.coli 

escolhida. 

 

 Expressão em maior escala e purificação de rPknG. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Caracterização in silico das ORF’s e proteínas 

 

 O genoma da linhagem Corynebacterium pseudotuberculosis FRC41 (CP002097.1) 

foi utilizada como organismo modelo neste trabalho. As proteínas alvo do estudo (PLD, 

PknG, SpaC, SodC e NanH) foram escolhidas com base em busca na literatura e em 

análises de genômica comparativa. As sequências nucleotídicas de cada uma das Open 

Reading Frames (ORF’s) e suas respectivas sequência protéicas foram obtidas através de 

consulta ao banco de dados do NCBI – National Center for Biotechnology Information - 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). No caso da proteína PLD, trabalhamos com a versão atóxica 

caracterizada pela substituição do aminoácido His20 por Ser (Hodgson et al., 1999).  Na 

Tabela 1 estão listados os identificadores das sequências. 

 

Tabela 1. Nomenclatura e identificadores dos genes e proteínas de C. pseudotuberculosis 
FRC41 empregados no estudo. 
 

Gene Locus tag Produto gênico Número de acesso 

pld cpfrc_00029 Fosfolipase D 
(PLD) 

YP_003782429.1 

pknG 
 

cpfrc_01829 
 

Serina/treonina proteína quinase 
(PknG) 

 
YP_003784229.1 

 

spaC cpfrc_01870 
Proteína ancorada à superfície 

(SpaC) 

 
YP_003784270.1 

 

sodC cpfrc_00610 Cu/Zn superóxido dismutase (SodC) 

 
YP_003783011.1 

 

nanH cpfrc_00386 
Neuraminidase (sialidase) 

(NanH) 

 
YP_003782786.1 

 

 

  

4.1.1 Predição de parâmetros físico-químicos 

 

Para a predição dos parâmetros físico-químicos das proteínas, foi utilizado o Web-

software ProtParam, o qual permite computar vários parâmetros físicos e químicos que 

podem ser deduzidos a partir de uma sequência protéica –  

(http://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger et al., 2005). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/300857446
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/300859246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/300859287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/300858028
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/300857803
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4.1.2 Predição de peptídeo sinal 

 

 Para a predição de presença de peptídeo sinal nas sequências e seu sítio de 

clivagem, foi utilizada o Web-software SignalP 4.1 –  

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). O SignalP 4.1 utiliza uma combinação de redes 

neurais artificiais treinadas com sequências contendo segmentos transmembrânicos e não 

contendo estes segmentos. O resultado é apresentado a partir de três diferentes scores: C, 

S e Y. O C-score distingue o sítio de clivagem de peptídeo sinal. Já o S-score distingue 

posições que estão contidas no peptídeo sinal das que estão na porção madura da proteína. 

Enquanto que o Y-score é uma média geométrica dos dois scores anteriores. Além destes 

três scores, é gerado o D-score, uma média ponderada entre o S-score e Y-score que é 

utilizada para discriminar peptídeos sinal e peptídeos não sinal  (Petersen et al., 2011). 

 

4.1.3 Predição de localização subcelular 

 

O Web-software PSORTb 3.0.2 – (http://www.psort.org/psortb/index.html) foi utilizado 

para predição de localização subcelular das proteínas. PSORTb consiste em múltiplos 

módulos analíticos que analizam características biológicas que influenciam ou caracterizam 

determinada localização subcelular. Estes módulos atuam como um preditor binário. Em um 

organismo Gram-negativo, as localizações subcelulares possíveis para as proteínas são: 

citoplasmática, membrana citoplasmática, membrana externa e espaço extracelular. Já os 

organismos Gram-positivos apresentam as seguintes localizações subcelulares: 

citoplasmática, membrana citoplasmática, parede celular e espaço extracelular. Os 

resultados de cada módulo de predição são combinados e validados estatisticamente. O 

resultado da predição é disponibilizado como uma lista com os possíveis sítios de 

localização e o valor de probabilidade associado a eles (Yu et al., 2010). 

 

4.1.4 Busca por domínios conservados 

 

 Uma busca por domínios conservados nas sequências protéicas foi conduzida 

através do Web-software InterProScan5 – (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan5/), uma 

ferramenta que combina diferentes métodos de reconhecimento de padrões de proteínas e 

permite a identificação de domínios protéicos conservados (Quevillon et al., 2005). 
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4.1.5 Alinhamento de sequências e busca por similaridade 

 

Cada uma das sequências protéicas foi submetida a uma busca por similaridade 

utilizando o algoritmo de alinhamento local de sequências BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool) contra a base de dados do Web service Uniprot – (http://www.uniprot.org/) 

(The UniProt Consortium, 2014).  

Primeiramente, a busca foi realizada sobre o banco de dados geral da plataforma, o 

UniprotKB, adotando-se um threshold de 0.01 e o limite de alinhamento de 500 hits. A partir 

das sequências que apresentaram identidade com as proteínas alvo, foram selecionadas 

para um alinhamento múltiplo de sequências aquelas pertencentes a microrganismos 

representantes do grupo CMNR (gêneros Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia e 

Rhodococcus) com o objetivo de avaliar a conservação das proteínas PLD, PknG, SpaC, 

SodC e NanH neste grupo de microrganismos. As linhagens selecionadas como 

representantes do grupo CMNR foram as seguintes: C. pseudotuberculosis 1002 (biovar 

ovis – isolada de caprino); C. pseudotuberculosis 258 (biovar equi); C. pseudotuberculosis 

C231 (biovar ovis – isolada de ovino); Corynebacterium diphteriae HC02; C. glutamicum 

ATCC 14067; Mycobacterium tuberculosis SUMu007; Nocardia farcinica (strain IFM 10152); 

Rhodococcus pyridinivorans SB3094; Rhodococcus sp. (strain RHA1). Para cada 

alinhamento múltiplo de sequência é gerado um valor de E-value, o qual mensura a 

probabilidade de um alinhamento de sequências ter ocorrido ao acaso. Quanto menor o E-

value, mais significativa a medida. As sequências pertencentes a estes microrganismos e 

que apresentaram identidade com as sequências de PLD, PknG, SpaC, SodC e NanH de C. 

pseudotuberculosis FRC41 passaram pelo alinhamento múltiplo de sequências através do 

software ClustalW2 – (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) (Thompson et al., 1994). 

Os alinhamentos foram visualizados através do software Jalview –  (http://www.jalview.org/) 

(Waterhouse et al., 2009), o qual possibilita visualização, edição e análise de alinhamentos 

múltiplos de sequências. 

Com o objetivo de avaliar a conservação das proteínas (PLD, PknG, SpaC, SodC e 

NanH de C. pseudotuberculosis FRC41) em organismos eucarióticos,  foi realizada uma 

busca através do BLAST por sequências com maior porcentagem de identidade com as 

proteínas citadas. Para isso, foi utilizado o banco de dados de sequências eucarióticas do 

Uniprot (UniprotKB – Eukaryota). Também foi adotado um threshold de 0,01 e o limite de 

alinhamento de 500 hits. A partir do resultado gerado pelo BLAST, buscamos pelas 

sequências de espécies do gênero Ovis, Bos e Equs além das espécies Mus musculus e 

Homo sapiens. As sequências selecionadas também foram alinhadas através de ClustalW e 

o visualizou-se o alinhamento através do software Jalview. Nos casos em que as proteínas 

de C. pseudotuberculosis apresentaram maior conservação em organismos eucariotos, 
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buscou-se identificar quais seriam as regiões de maior conservação dessas sequências. 

Estas observações são importantes para abordagens futuras de desenvolvimento de 

vacinas e/ou drogas. 

 

4.1.6 Predição de epítopos 

  

 O Web-software MED (Mature Epitope Density) – (http://med.mmci.uni-saarland.de/) 

(Santos et al., 2013) foi utilizado com o objetivo de predizer a densidade de epítopos de 

MHC de classe I nas proteínas alvo deste estudo. O MED faz a predição de epítopos 

integrando as ferramentas SurfG+ (Barinov et al., 2009), TMHMM (Krogh et al., 2001) e 

NetMHC. A sequência correspondente ao peptídeo sinal foi removida quando presente, 

restando apenas a sequência predita madura. Essa sequência é submetida ao NetMHC 3.0 

para predição dos alelos de MHC depositados no software e são filtrados os peptídeos 

preditos como peptídeos de ligação forte. Então é calculado o MED score para cada 

sequência protéica por uma equação que divide o número de epítopos lineares preditos para 

cada sequência pelo número de peptídeos de 9-mer possíveis refletindo a densidade de 

epítopos na sequência. Para assegurar uma diferenciação qualitativa, é realizada uma 

normalização baseada na afinidade de ligação ao MHC. Então é gerado o MED score em 

nanomolar por mer (nM/mer) (Lundegaard et al., 2008).  

Para a predição de percentual de epítopos de MHC de classe II com alta afinidade de 

ligação, adotou-se o Web-software NetMHCII 2.2 – 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII/) que prediz a ligação de peptídeos a alelos de 

HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP e alelos de MHC de classe II de camundongo. Todos os 

possíveis peptídeos de 15-mer dentro de uma sequência de aminoácidos recebem uma 

classificação baseada na afinidade de ligação do peptídeo. O cálculo é baseado no core de 

9 aminoácidos dentro do peptídeo de 15-mer. Os peptídeos podem ser classificados em  

peptídeos de forte ligação, baixa ligação ou não receberem classificação por não terem 

atingido o score de ligação (Nielsen & Lund, 2009).  

A fim de identificar porções antigênicas das proteínas com base na busca por 

epítopos de células B, utilizou-se o Web-software Bcepred - 

(http://www.imtech.res.in/raghava/bcepred/index.html). A predição foi realizada levando-se 

em conta a acessibilidade dos aminoácidos. (Saha & Raghava, 2004). 
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4.2 Clonagem molecular e expressão das proteínas recombinantes 

 

4.2.1 Vetor de expressão pD444-NH e construção das ORF’s sintéticas das proteínas 

selecionadas  

 

Para a expressão das proteínas recombinantes, foi utilizado um vetor de expressão 

comercial da linha “pD444-NH Bacterial Expression Vectors” comercializado pela empresa 

DNA2.0 Inc. EUA (https://www.dna20.com/). O plasmídeo pD444-NH apresenta algumas 

características relevantes, dentre as quais destacam-se o promotor T5 induzível por IPTG - 

análogo de lactose não metabolizável por E.coli, marcador de resistência ao antibiótico 

ampicilina, adição de cauda de histidina (6xHis) à porção N-terminal do inserto e alto 

número de cópias (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Representação esquemática do vetor pD444-NH contendo o inserto pld (pD444-
NH:pld). 

 

 As ORF’s de cada uma das proteínas (pld, pkng, spac, sodc, nanh) foram 

sintetizadas e clonadas individualmente ao vetor pD444-NH pela empresa DNA2.0. 

Primeiramente, as sequências nucleotídicas codificadoras de cada uma das proteínas foi 

obtida via consulta ao banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), através do 

seu número de acesso (Tabela 1). Após predição de peptídeo sinal através do programa 
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SignalP 4.0 (Item 4.1), aquelas proteínas que apresentaram predição positiva de peptídeo 

sinal, tiveram a sequência codificadora do mesmo removida. As sequências codificadores 

foram enviadas à empresa DNA 2.0 para síntese e convertidas a uma sequência modificada 

pela substituição dos códons originais por códons preferenciais de E.coli, espécie 

hospedeira escolhida para a expressão das proteínas recombinantes neste estudo. As 

sequências das ORF’s otimizadas com códons preferenciais de E. coli podem ser 

consultadas no Anexo 1. 

As construções geradas pela clonagem de cada uma das ORF’s em plasmídeo 

pD444-NH foram denominadas: pD444-NH:pld; pD444-NH:pkng; pD444-NH:spac; pD444-

NH:sodc; pD444-NH:nanh (Tabela 2).   

 

 

Tabela 2. Plasmídeos gerados a partir da clonagem das ORF’s em vetor de expressão 

pD444-NH. 

Identificação do Plasmídeo Inserto (ORF) 
Proteína 

Recombinante 

pD444-NH:pld pld rPLD 

pD444-NH:pkng pknG rPknG 

pD444-NH:spac spaC rSpaC 

pD444-NH:sodc sodC rSodC 

pD444-NH:nanh nanH rNanH 

 

 

4.2.2 Preparação do DNA plasmidiano 

  

 Os plasmídeos foram recebidos da empresa DNA2.0 em papéis filtro circulares. Para 

a eluição do material, cada papel filtro foi colocado em um microtubo de 0,6mL contendo um 

orifício em sua porção inferior e o papel filtro permaneceu em contato com a parede do 

microtubo. Sobre cada papel contendo DNA, adicionou-se, com o auxílio de uma pipeta, 

100μL de Tris-HCl 100mM, pH 7,5. O sistema permaneceu em repouso por cerca de 30 min 

a temperatura ambiente. Em seguida, cada microtubo de 0.6mL contendo o papel filtro com 

DNA foi colocado em um microtubo de polipropileno coletor de 2mL e centrifugou-se por 2 

min. A fração recolhida foi armazenada e utilizada para transformação em E.coli. 
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4.2.3 Transformação bacteriana 

 

4.2.3.1 Preparo de células eletrocompetentes 

 

 Neste estudo foram adotadas para clonagem molecular e expressão das proteínas 

recombinantes as seguintes linhagens: OverExpressTM C41(DE3), OverExpressTM C41(DE3) 

pLysS, OverExpressTM C43(DE3), OverExpressTM C43(DE3) pLysS e BL21 StarTM (DE3). Os 

genótipos dessas linhagens são listados na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Linhagens bacterianas utilizadas para clonagem molecular e expressão das 

proteínas recombinantes. 
 

Linhagem Genótipo 

OverExpress
TM

 C41(DE3) F
–
 ompT gal dcm hsdSB(rB

-
 mB

-
)(DE3) 

OverExpress
TM

 C41(DE3) pLysS F
–
 ompT gal dcm hsdSB(rB

-
 mB

-
)(DE3)pLysS (Cm

r
) 

OverExpress
TM

 C43(DE3) F
–
 ompT gal dcm hsdSB(rB

-
 mB

-
)(DE3) 

OverExpress
TM

 C43(DE3) pLysS F
–
 ompT gal dcm hsdSB(rB

-
 mB

-
)(DE3)pLysS (Cm

r
) 

BL21 Star
TM

 (DE3) F– ompT hsdSB(rB–, mB–) gal dcm rne131 (DE3) 

 

 

Para a preparação das células eletrocompetentes, inoculou-se 100μL de cada 

linhagem de interesse separadamente em 5mL de meio LB Difco e incubou-se a 37ºC por 

18h sob agitação a 150rpm. Então, 5mL da cultura foram adicionados a 500mL de meio LB 

e incubou-se a 37ºC sob agitação a 150rpm até que fosse atingida a densidade ótica lida a 

um comprimento de onda de 600nm (DO600nm) de 0,5-0,6, correspondente à fase 

exponencial de crescimento. Tendo alcançado a DO600 desejada, a cultura permaneceu em 

repouso por 30 min em gelo. Decorrido este tempo, a cultura foi dividida em 6 tubos tubos 

tipo falcon de 50mL e centrifugou-se a 4000rpm por 15min a 4ºC, sendo o sobrenadante 

descartado. O precipitado foi ressuspendido em 40mL de glicerol 10% estéril, centrifugou-se 

novamente  e o sobrenadante foi descartado. Os precipitado dos tubos 5 e 6 foram 

ressuspendidos em 20 mL de glicerol 10% estéril e o seu conteúdo dividido nos outros 4 

tubos restantes que tiveram os precipitados ressuspendidos e aos quais foi adicionado 

glicerol 10% até completar-se o volume de 40mL. Procedeu-se nova centrifugação e o 

sobrenadante foi descartado. Os precipitados dos tubos 3 e 4 foram ressuspendidos com 

10mL de glicerol 10% e o seu conteúdo dividido nos outros dois tubos restantes que tiveram 

os precipitados ressuspendidos e aos quais foi adicionado glicerol 10% até completar-se o 

volume de 40mL. Então, centrifugou-se novamente e o sobrenadante foi descartado. O 

precipitado do tubo 2 foi ressuspendido em 10mL de glicerol 10% e o conteúdo transferido 
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para o tubo 1 que teve o precipitado ressuspendido e ao qual foi adicionado glicerol 10% até 

completar-se o volume de 20mL. O tubo foi centrifugado, o sobrenadante foi descartado e o 

precipitado ressuspendido em 1 mL de glicerol 10%. Esse conteúdo foi dividido em alíquotas 

de 100μL que foram armazenadas a -80ºC. 

 

4.2.3.2 Transformação de linhagens de E. coli com os plasmídeos pD444-NH:pld, 

pD444-NH:pkng, pD444-NH:spac, pD444-NH:sodc e pD444-NH:nanh 

Cada um dos plasmídeos (pD444-NH:pld, pD444-NH:pkng, pD444-NH:spac, pD444-

NH:sodc e pD444-NH:nanh) foram transformadas via eletrotransformação em cada uma das 

linhagens de E. coli escolhidas para este trabalho (OverExpressTM C41(DE3), 

OverExpressTM C41(DE3) pLysS, OverExpressTM C43(DE3), OverExpressTM C41(DE3), 

pLysS e BL21 StarTM (DE3)). 

Para tanto, cerca de 100ng a partir da alíquota original do plasmídeo foram 

adicionados à alíquota de 100μL de bactéria eletrocompetente permanecendo em repouso 

no gelo por 5min. Decorrido este tempo, a mistura foi transferida a uma cubeta de 

eletroporação de 2mm BioRad® e as eletrotransformações foram realizadas utilizando o 

eletroporador Gene Pulser XcellTM Total System (BioRad®) com um pulso de 2,4KV de 

voltagem, 25μF de capacitância e resistência de 200Ω. Após este procedimento, foi 

adicionado 1mL de meio LB sem antibiótico às células transformadas. As bactérias foram 

incubadas em banho a 37ºC por 2h. Em seguida, 100μL da cultura foram plaqueados em 

meio LB-ágar suplementado com ampicilina (100μg/mL) e incubados a 37ºC por 18h. 

Foram selecionados clones a partir das placas resultantes da transformação para 

estoque e extração de DNA plasmidiano. 

 

 

4.2.4 Extração em pequena escala de DNA plasmidiano 

 

As colônias selecionadas para extração de DNA plasmidiano foram isoladamente 

transferidas para tubos tipo falcon de 50mL contendo 5mL de meio LB suplementado com 

ampicilina 100μg/mL. As culturas foram incubadas a 37ºC sob agitação a 150rpm por 18h. 

Então, para cultura estoque, adicionou-se 1mL de glicerol 80% à 1mL da cultura e 

armazenou-se à -80ºC. À partir da cultura incubada por 18h, foi retirada também uma 

alíquota de 1,5mL que foi transferida à microtubo polipropileno de 2mL e centrifugada a 

14000rpm. O sobrenadante foi descartado e as células coletadas. A extração de DNA 

plasmidiano foi realizada através do método de lise alcalina descrito em Sambrook & Russel 

(2000) com algumas modificações. 
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 As células coletadas após a centrifugação foram ressuspendidas com 200μL de 

Solução I (Glicose 50mM; Tris-HCl 25mM pH 8,0; EDTA 10mM pH 8,0) e adicionou-se 1,5μL 

de RNase Invitrogen. A mistura foi incubada por 5min a temperatura ambiente. Em seguida, 

foram adicionados 200μL de Solução II (SDS 1%; NaOH 0,2N) e homogeneizou-se 

invertendo o tubo por 10 a 15 vezes. Então, foram adicionados 200μL de Solução III (KAc 

5M, ácido acético glacial 11,5%), homogeneizou-se por inversão do tubo e a mistura foi 

centrifugada a 14000rpm por 7min. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para novo 

microtubo de 2mL e adicionou-se 420μL de isopropanol. A mistura foi homogeneizada por 

inversão do tubo, mantida em repouso por 30min a -20ºC e, em seguida, centrifugada por  

mais 15 minutos. Descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi lavado com 500μL de 

etanol 70% invertendo o tubo de 3 a 4 vezes e centrifugou-se a 14000rpm por 5min. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado seco em estufa e ressuspendido em 30μL de 

água ultrapura estéril. 

 A integridade e qualidade do DNA plasmidiano extraído foram avaliadas por 

eletroforese utilizando “1 Kb Plus DNA Ladder” (Invitrogen) como padrão. Para isso, 1μL da 

amostra, acrescida de tampão de amostra 1:10 (azul de bromofenol 0,5%, glicerol 25%) foi 

resolvido em gel de agarose 1% preparado em tampão TBE 0,5X (Tris-base 89mM pH 7,2; 

ácido bórico 89mM, EDTA 2mM pH 8,3). A resolução foi realizada a 100V por 

aproximadamente 1h. O gel foi corado com brometo de etídio (0,5μg/mL), visualizado e 

fotodocumentado sobre transiluminador de luz ultravioleta através do sistema de 

documentação fotográfica “MultDoc-it/UVP”. As fotos foram processadas através do 

programa PhotoRead.  

 

 

4.2.5 Indução da expressão das proteínas recombinantes em E. coli 

4.2.5.1 Indução da expressão das proteínas recombinantes em diferentes linhagens de 

expressão 

 As proteínas recombinantes receberam as seguintes denominações: rPLD, rPknG, 

rSpaC, rSodC e rNanH. 

 Foi avaliada a expressão em pequena escala de cada uma das proteínas pelas cinco 

linhagens de E. coli adotadas no estudo: OverExpressTM C41(DE3), OverExpressTM 

C41(DE3) pLysS, OverExpressTM C43(DE3), OverExpressTM C43(DE3) pLysS, BL21 StarTM 

(DE3) a fim de selecionar a linhagem que oferecesse o melhor nível de expressão de cada 

proteína. Para isso, 5μL da cultura estoque de cada uma das linhagens de E. coli 

transformadas com cada um dos plasmídeos (Item 4.2.3.2) foram inoculados em 5mL de 

meio LB suplementado com ampicilina (100μg/mL) e incubados a 37ºC sob agitação a 
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150rpm por 18h. Então, 1mL de cada cultura crescida por 18h foi inoculado em 10mL de 

meio LB acrescido de ampicilina (100μg/mL) e incubou-se novamente a 37ºC sob agitação a 

150rpm até que fosse  atingida a DO600nm de 0,5-0,7. Atingida a densidade ótica desejada, 

1mL da cultura foi coletado e transferido para um microtubo de 1,5mL que foi centrifugado a 

14.000rpm por 2min, sendo o sobrenadante descartado. Esta fração foi denominada tempo 

zero (T0) não induzido. Em seguida, as culturas foram induzidas pela adição de Isopropiltio-

β-D-galactopiranosídeo (IPTG) a uma concentração final de 1mM. A cultura permaneceu 

incubada a 37ºC sob agitação a 150rpm por um tempo de 5h. Ao final das 5h de indução, 

foram coletadas alíquotas de 1mL que foram transferidas para microtubos de 1,5mL e 

centrifugadas a 14.000rpm por 2min. Estas frações foram denominadas tempo cinco de 

indução (T5) induzido. As alíquotas T0 e T5 foram utilizadas para comparar o nível de 

expressão das proteínas recombinantes oferecido por cada uma das linhagens de E.coli. As 

frações coletadas foram resolvidas por eletroforese em gel de poliacrilamida sob condições 

desnaturantes (SDS-PAGE). A partir disso, foi selecionada a linhagem com melhor nível de 

expressão de cada proteína. 

 

4.2.5.2 Resolução eletroforética de proteínas em gel de poliacrilamida sob condições 

desnaturantes – SDS-PAGE 

 As amostras foram centrifugadas a 14.000rpm por 2 minutos e os precipitados foram 

ressuspendidos em 20μL de Tampão de Amostra (0,00625M Tris-HCl pH 6,8; SDS 2%, 

glicerol 10%, azul de bromofenol 0,0005%, β-mercaptoetanol 2,5%) e aquecidas a 100ºC 

por 10 min. A resolução eletroforética foi realizada em tampão Tris-glicina (25mM Tris-base, 

pH8,3; glicina 250mM e SDS 0,1%) a 75V até que fosse atingido o gel de resolução e 

posteriormente a 150V utilizando sistema de eletroforese vertical da Biorad. As 

concentrações do gel de resolução para cada uma das proteínas estão listadas na Tabela 4. 

O gel foi incubado em solução corante (Metanol 50%, ácido acético 10%, Coomassie 

Brilliant Blue R-250 0,25%) por 3h sob agitação a temperatura ambiente. Em seguida, o gel 

foi descorado por uma solução descorante (Metanol 10%, ácido acético 10%) por tempo 

suficiente para que o padrão de bandas pudesse ser visualizado. A fotodocumentação dos 

géis foi realizada utilizando ImageScanner Amersham Biosciences e visualização pelo 

LabScann 5.00.  
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Tabela 4. Peso molecular e concentração do gel de resolução (SDS-PAGE) das proteínas 

recombinantes. 

Proteína Peso molecular Concentração do gel de resolução 

rPLD 31kDa 12% 

rPknG 83kDa 10% 

rSpaC 86kDa 10% 

rSodC 18kDa 15% 

rNanH 71,5kDa 10% 

 

4.2.5.3 Avaliação da cinética de expressão das proteínas recombinantes 

 Após a escolha de uma linhagem de E.coli para cada proteína recombinante, 

procedeu-se à indução da expressão das proteínas recombinantes em um litro de cultura. O 

procedimento descrito a seguir foi empregado para a expressão de cada proteína 

recombinante na linhagem de E. coli escolhida, separadamente. 

Para isso, 20μL do clone congelado foram adicicionados a 10mL de meio LB 

suplementado com ampicilina (100μg/mL) e incubados a 37ºC sob agitação a 150rpm por 

18h. Então, 10mL desta cultura foram inoculados em 1L de meio LB acrescido de ampicilina 

(100μg/mL). O volume foi dividido em quatro frascos erlenmeyer de 500mL e a culura foi 

incubada a 37ºC sob agitação a 150rpm até ser atigida a DO600nm de 0,5-0,8. Então, 1mL da 

cultura foi coletado, transferido a um microtubo de 1,5mL, centrifugado a 14000rpm por 2min 

e o sobrenadante foi descartado. Esta fração foi denominada tempo zero (T0) não induzido. 

Então, a cultura foi induzida pela adição de IPTG a uma concentração final de 1mM. A 

cultura permaneceu incubada a 37ºC sob agitação a 180rpm por 5h sendo coletadas 

alíquotas de 1mL a cada hora, denominadas T1, T2, T3, T4 e T5. Essas alíquotas foram 

centrifugadas a 14000rpm por 2min sendo o sobrenadante descartado. As alíquotas T0-T5 

foram resolvidas por eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes 

(SDS-PAGE) (Item 4.2.5.2) para avaliação da cinética de expressão de cada proteína 

recombinante na linhagem de E.coli escolhida. 

 

4.2.5.4 Teste de solubilidade das proteínas recombinantes 

 O teste de solubilidade foi realizado a partir da linhagem de E. coli que apresentou 

melhor desempenho na expressão proteíca de cada alvo. O teste teve como finalidade 

verificar se a proteína encontra-se na fração solúvel ou insolúvel após a lise celular por 

sonicação para liberação das proteínas. 
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Para isso, alíquotas do tempo 5 de indução (T5) foram centrifugadas a 14.000rpm 

por 2min e tiveram o sobrenadante descartado (Item 4.2.5.2). Então, as células foram 

lisadas em tampão PBS 1X (Na2HPO4 100 mM, KH2PO4 17 mM, NaCl 1,4 mM, KCl 27 mM) 

por sonicação em 3 ciclos de 30s à 30KHz com intervalos de 10s entre os ciclos. Em 

seguida, as amostras foram centrifugadas a 14.000rpm por 2min e o sobrenadante foi 

transferido para outro microtubo. Foram adicionados 40μL de tampão de amostra no 

precipitado e 20μL do Tampão e Amostra em 20μL do sobrenadante. As amostras foram 

aquecidas a 100ºC por 10min e resolvidas em gel de poliacrilamida sob condições 

desnaturantes (SDS-PAGE) (Item 4.2.5.2). 

 

4.2.6 Purificação da proteína recombinante 

Inicialmente 5 mL do pré–inóculo foram transferidos para um novo tubo contendo 1L 

de meio líquido seletivo (LB + Antibiótico específico). O tubo foi mantido sob agitação e 

aeração até atingir a densidade ótica ideal para indução da expressão com IPTG, OD600 

entre 0,5 e 0,7. A leitura da amostra  foi realizada em espectrofotômetro - Spectronic 

Genesys 2. A indução da expressão foi realizada pela adição de IPTG 0,2 mM 

a  temperatura de 25°C a fim de obter proteínas na fração solúvel após a sonicação. Após 

10 h de indução, foram coletadas amostras  que foram analisadas através de eletroforese 

em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE). 

 A purificação foi conduzida em coluna de afinidade utilizando resina de níquel 

(ProBond) conforme instruções do fabricante (Invitrogen). 

O meio foi centrifugado por 30 min a 9000rpm e 4°C e o 

precipitado foi ressuspendido e estocado por 1h  em 20 mL de tampão de lise (50 mM 

tampão fosfato, 200 mM NaCl, 1 mM PMSF - fluoreto de fenilmetilsulfonil, pH 8) contendo 

0,5 mg/mL de lisozima. Em seguida, a solução foi submetida a pulsos de 15 s a 300 W em 

sonicador para lise celular. Esta amostra foi centrifugada por 30 min a 17000rpm a 10 °C. A 

fase aquosa foi coletada e utilizada para a purificação da proteína de interesse. 

Primeiramente, a resina (Ni-NTA) foi equilibrada com o mesmo tampão utilizado para 

lisar as células. Logo em seguida, o sobrenadante do lisado celular  foi passado através 

da  coluna de purificação (coluna de gravidade, Bio-Rad) para que a proteína (His-tag) fosse 

adsorvida. Após a adsorção, a resina foi lavada utilizando tampão de lavagem (20mM 

NaH2PO4, 500mM NaCl, 60 mM imidazol, 2% glicerol e 1mM PMSF, pH 7,4) para remover 

contaminantes adsorvidos inespecificamente na resína de níquel. Por fim, as proteínas 

foram eluídas utilizando tampão de eluição (20 mM tris, 300 mM NaCl, 300 mM imidazol , pH 

7.4). 
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Utilizando coluna mono-Q, a proteína passou por uma nova purificação por troca 

iônica e, em seguida, utilizando sistema AKTA purifier foi realizada uma gel filtração, onde a 

proteína foi separada de acordo com sua massa molecular. A proteína foi concentrada 

utilizando concentradores Millipore e analisada em SDS-PAGE 12%. 
 

4.2.7 Western Blot 

A fração protéica purificada e resolvida por eletroforese SDS-PAGE foi transferida 

para membrana de PVDF (Amesham) em equipamento Owl utilizando-se diferença de 

potencial elétrico (ddp) de 5V por 1h e 30min. A membrana foi incubada em  10mL de 

solução de bloqueio do Western Breeze® Chromogenic Western Blot Immunodetection Kit 

(Invitrogen) por 30min sob agitação e em seguida, lavada com 20mL de água destilada por 

5min. Então, a membrana foi incubada com anticorpo monoclonal anti-histidina (Sigma) na 

diluição 1:5000 por 1h. Posteriormente, foi adicionado sobre a membrana o anticorpo anti-

IgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina permanecendo a membrana 

incubada com este anticorpo por 30min. A membrana foi lavada três vezes após cada 

incubação com anticorpo. A revelação foi realizada com a solução cromógena de BCIP/NBT 

do Western Breeze Kit. 
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5. RESULTADOS  

  

5.1. Caracterização in silico das ORFs e proteínas 

5.1.1 Predição de parâmetros físico-químicos 

 

 Através da ferramenta ProtParam foram preditos os seguintes parâmetros para as 

proteínas PLD, PknG, Spac, SodC e NanH de C. pseudotuberculosis FRC41: número de 

aminoácidos, peso molecular, ponto isoelétrico (pI) teórico, fórmula molecular e número de 

átomos (Gasteiger et al., 2005). Na Tabela 5, estão apresentados os parâmetros obtidos 

para as proteínas. Além disso, PLD, PknG, Spac, SodC e NanH foram classificadas como 

proteínas estáveis através desta ferramenta. 

 As sequências submetidas a essa análise correspondem à proteína madura. 

Portanto, a porção correspondente ao peptídeo sinal, naquelas proteínas que o 

apresentaram, foi removida para a análise. 

 

  

Tabela 5. Parâmetros físico-químicos preditos através do ProtParam. 

Proteína 
Nº de 

aminoácidos 

Peso 
molecular 

(kDa) 
pI teórico Fórmula molecular 

Número de 
átomos 

PLD 283 31,264 8.77 C1396H2143N401O412S4 4356 

PknG 749 83,3494 5.13 C3704H5833N1025O1124S20 11706 

SpaC 796 85,9649 5.13 C3777H5971N1033O1231S13 12025 

SodC 171 17,6914 5.70 C766H1184N224O252S4 2430 

NanH 663 71,4775 4.94 C3123H4906N884O1008S16 9937 

 

 
5.1.2 Predição de peptídeo sinal 
 

 Para predição de presença de peptídio sinal e seu sítio de clivagem foi adotada o 

Web-software Signal 4.0 (Petersen et al., 2011).  

 De acordo com esta ferramenta, as proteínas PLD, SodC e NanH possuem peptídeo 

sinal em sua sequência. O gráfico de predição de peptídeo sinal da PLD pode ser 

visualizado na Figura 6.A, enquanto que os gráficos referentes às proteínas SodC e NanH 

podem ser consultados no Anexo 2. Nas figuras, a indicação da posição do sítio de clivagem 

predito do peptídeo sinal está destacada em vermelho. Já as proteínas PknG e SpaC não 
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tiveram peptídeo sinal predito em suas sequências, conforme pode ser visualizado na Figura 

6.B para a PknG e no Anexo 2 para a SpaC. 

 

 

Figura 6. A) Predição de peptídeo sinal da proteína PLD através do SignalP 4.0. B) 

Predição de peptídeo sinal da proteína PknG através do SignalP 4.0. 

 
 
5.1.3 Predição de localização subcelular 
 

 Através da ferramenta PSORTb foi realizada a predição de localização subcelular de 

cada proteína (Yu et al., 2010). Os resultados estão apresentados na Tabela 6. As proteínas 

recebem um score que pode variar de 0 a 10 para cada um das localizações subcelulares 

(citoplasmática, membrana citoplasmática, parede celular, extracelular) sendo que 7,5 é o 

ponto de corte. Ou seja, a proteína é predita como tendo a localização subcelular para a 

qual recebeu score acima de 7,5.  

 

Tabela 6. Predição de localização subcelular pela ferramenta PSORTb. 

Proteína 
Número de 

acesso 

Score 
Predição final 

Cit.*
1 

Membr. Cit.
*2 

Par. Cel.*
3 

Extracel.*
4 

PLD YP_003782429.1 0.00 3.33 3.33 3.33 Desconhecida 

PknG YP_003784229.1 9.89 0.09 0.01 0.02 Citoplasmática 

SpaC YP_003784270.1 0.01 0.01 9.97 0.01 Parede celular 

SodC YP_003783011.1 0.24 0.05 0.80 8.91 Extracelular 

NanH YP_003782786.1 0.00 0.14 0.16 9.70 Extracelular 

*1
Cit = Citoplasmática;  

*
2
Membr. Cit = Membrana Citoplasmática;  

*
3
Par. Cel.= Parede Celular;  

*
4
Extracel. = Extracelular. 

A B 
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5.1.4 Predição de domínios conservados 
 

 Uma busca por domínios conservados nas sequências protéicas foi realizada através 

da ferramenta InterProScan 5 (Quevillon et al., 2005). 

 Na sequência protéica de PLD de C. pseudotuberculosis FRC41 foi identificado o 

domínio “fosfodiesterase PLC-like, TIM-Barril”, que se estende do aminoácido 35 ao 307. 

Este é um domínio estrutural que consiste na estrutura “TIM beta/alfa-Barril” formada por 

uma fita beta seguida de uma alfa hélice repetidas oito vezes e encontrado nas 

fosfodiesterases PLD-like.  A proteína foi também classificada como pertencente à família 

“Fosfolipase D, actinobacteria/fungi” (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Representação esquemática de domínio conservado da proteína PLD de C. 
pseudotuberculosis FRC41. Identifica-se o domínio “PLC-like fosfodiesterase, TIM beta/alfa-
barril” (em cinza). Análise realizada através do IntreProScan5. 

  

Na sequência protéica de PknG de C. pseudotuberculosis FRC41, foi identificado 

o domínio “proteína quinase” na região compreendida entre os aminoácidos 111 e 347. 

Identificou-se ainda uma sequência característica de sítio ativo de “serina/treonina 

proteína quinase” entre os aminoácidos 235 a 247, além do domínio “tetratricopeptídeo-

like helicoidal” (aminoácidos 586 a 647) (Figura 8). 
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Figura 8. Representação esquemática de domínio conservado da proteína PknG de C. 
pseudotuberculosis FRC41. Identifica-se o domínio “proteína quinase” (marrom), domínio 
“Tetratricopeptídeo-like helicoidal” (amarelo) e região sítio ativo “Serina/Treonina proteína 
quinase (preto). Análise realizada através do IntreProScan5. 
 
  

Na proteína Spac de C. pseudotuberculsois FRC41 foram identificados dois 
domínios. Um domínio de função desconhecida (DUF11) (aminoácidos 369 a 400) e o 
“domínio de ancoragem a parece celular – LPXTG” (aminoácidos 760 a 790) (Figura 9). 
 

 

Figura 9. Representação esquemática de domínio conservado da proteína SpaC de C. 
pseudotuberculosis FRC41. Identifica-se o domínio de função desconhecida DUF11 (cinza) 
e o domínio LPXTG (lilás). Análise realizada através do InterProScan5. 
 
 

 A busca por domínios conservados em SodC de C. pseudotuberculosis FRC41 

revelou a presença de um “domínio de ligação Cu/Zn de superóxido dismutase” 

(aminoácidos 53-203). Foi identificado também o “sítio de ligação a Cu/Zn de superóxido 

dismutase” (aminoácidos 192-203) (Figura 10). 
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Figura 10. Representação esquemática de domínio conservado da proteína SodC de C. 
pseudotuberculosis FRC41. Identifica-se o domínio de ligação a Cu/Zn de superóxido 
dismutase (lilás) e também o sítio de ligação a Cu/Zn (preto). Análise realizada através do 
IntreProScan5 
 
. 

Em NanH de C. pseudotuberculosis FRC41, foi identificado o domínio das 
“sialidases” (Aminoácidos 90-500) e a proteína é classificada como pertencente à família 
“sialidase”. (Figura 11). 
 

 

Figura 11. Representação esquemática de domínio conservado da proteína NanH de C. 
pseudotuberculosis FRC41. Identifica-se o domínio “sialidases” (azul). Análise realizada 
através da ferramenta IntreProScan5.  
 
 

5.1.5  Alinhamento de sequências e busca por similaridade  

 As sequências de PLD, PknG, SpaC, SodC e NanH foram submetidas a uma busca 

por similaridade através do BLAST no Uniprot a partir do banco de dados “UniprotKB” e 

“UniprotKB Eukaryota” conforme descrito no Item 4.1.5 (Metodologia). Foram escolhidos 

microrganismos representantes do grupo CMNR e organismos eucariotos pertencentes aos 

gêneros Ovis, Bos e Equs e as espécies Mus musculus e Homo sapiens. 
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 Os alinhamentos tiveram como objetivo avaliar a conservação das sequências nos 

organismos selecionados. A seguir, são apresentados os resultados obtidos para cada uma 

das proteínas. Os alinhamentos completos obtidos encontram-se no Anexo 3.   

 

5.1.5.1 PLD 

 

 Na busca por sequências de proteínas de microrganismos representantes do grupo 

CMNR que apresentassem identidade com a proteína PLD de C. pseudotuberculosis 

FRC41, através de BLAST com os parâmetros acima mencionados (threshold 0.01 e 500 

hits), alcançou-se um limite de 40% de identidade. As sequências obtidas a partir desta 

busca estão listadas na Tabela 7, bem como a porcentagem de identidade apresentada por 

elas. Observa-se alta identidade entre as sequências identificadas e PknG de C. 

pseudotuberculosis FRC41. O valor de E-value é fornecido tanto para o alinhamento a partir 

de PLD como para os alinhamentos referentes às demais proteínas que serão apresentados 

nos tópicos subsequente.  

 

Tabela 7. Proteínas de microrganismos do grupo CMNR que apresentaram identidade com 
a proteína PLD de C. pseudotuberculosis FRC41. 

Organismo Proteína 
Número de 

acesso 

Identidade com 
PLD de C. 

pseudotuberculosis 
FRC41 

E-value 

C. pseudotuberculosis 1002 Fosfolipase D YP_005680306.1 100% 0.0 

C. pseudotuberculosis 258 Fosfolipase D YP_006351625.1 98% 0.0 

C. pseudotuberculosis C231 Fosfolipase D YP_005682396.1 100% 0.0 

 

 As sequências de fosfolipase D de C. pseudotuberlulosis linhagens 1002, 258 e 

C231 foram alinhadas através do ClustalW e o alinhamento foi visualizado através da 

ferramenta Jalview (Figura 12). Observa-se que a sequência de PLD é bastante conservada 

nestas três linhagens. A conservação é representada pelas barras no gráfico de 

conservação abaixo da representação do alinhamento, onde marrom indica menor 

conservação e amarelo representa maior conservação. Além disso, os aminoácidos são 

coloridos de acordo com a sua similaridade. Estas observações são válidas para os demais 

gráficos de alinhamento gerados pelo ClustalW e visualizados pelo Jalview. 

As sequências de PLD das linhagens FRC41, 1002, 258 e C231 de C. 

pseudotuberculosis possuem um tamanho de 307 aminoácidos, considerando toda a 

proteína, inclusive a região do peptídeo sinal. Destes 307 aminoácidos, apenas 12 não 

foram alinhados nessas quatro sequências. 
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Figura 12. Alinhamento de sequências de protéinas de microrganismos do grupo CMNR que apresentaram identidade com a proteína PLD 

de C. pseudotuberculosis FRC41 realizado através do ClustaW e visualizado pelo Jalview. A conservação é representada pelas barras no 

gráfico de conservação abaixo da representação do alinhamento, onde marrom indica menor conservação e amarelo representa maior 

conservação. Além disso, os aminoácidos são coloridos de acordo com a sua similaridade. 
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A busca por sequências que apresentassem identidade com a PLD de C. 

pseudotuberculosis FRC41, quando a busca através do BLAST foi restrita ao banco de 

dados de organismos eucariotos, não revelou nenhuma sequência homóloga. 

5.1.5.2 PknG 

  A busca através do BLAST por proteínas de microrganismos representantes do 

grupo CMNR que apresentassem maior identidade com a proteína PknG de C. 

pseudotuberculosis FRC41 levou à identificação das sequências listadas na Tabela 8. A 

partir dos parâmetros adotados, alcançou-se um limite de 41% de identidade. Observa-se 

alta porcentagem de identidade (99 a 100%) entre as sequências de PknG das linhagens 

1002, 258 e C231 de C. pseudotuberculosis. Além das linhagens de C. pseudotuberculosis, 

foi observada identidade com serina/treonina proteínas quinases de outras espécies do 

gênero: linhagem HC02 de C. diphteriae (74%) e linhagem ATCC14067 de C. glutamicum 

(61%). Serina/treonina proteína quinase de M. tuberculosis SuMu007 e R. pyridinivorans 

SB3094 apresentaram 46% de identidade com PknG de C. pseudotuberculosis FRC41. Já 

N. farcinica IFM10152 apresentou uma serina-treonina proteína quinase com 41% de 

identidade com PknG de C. pseudotuberculosis FRC41. 

Tabela 8. Proteínas de microrganismos do grupo CMNR que apresentaram identidade com 
a proteína PknG de C. pseudotuberculosis FRC41. 

Organismo Proteína 
Número de 

acesso 

Identidade com 
PknG de C. 

pseudotuberculosis 
FRC41 

E-value 

C. pseudotuberculosis 

1002 
PknG YP_005682090.1 100% 0.0 

C. pseudotuberculosis 

258 
PknG YP_006353407.1 99% 0.0 

C. pseudotuberculosis 

C231 
PknG YP_005684181.1 100% 0.0 

C. diphteriae HC02 PknG YP_005165735.1 74% 0.0 

C. glutamicum 

ATCC14067 

Serina/treonina 
proteína 
quinase 

KEI24302.1 61% 0.0 

M. tuberculosis SUMu007 PknG EFP36082.1 46% 1x10
-169

 

N. farcinica IFM10152 

Putative 
serina/treonina 

proteína 
quinase 

YP_121560.1 41% 
4.0×10

-

173 

R. pyridinivorans SB3094 
Serina/treonina 

proteína 
quinase 

YP_008987279.1 46% 
1.0×10

-

179 
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A partir do alinhamento múltiplo das sequências pelo ClustalW, observa-se que a 

porção N-terminal dessas proteínas apresenta uma baixa conservação compreendendo a 

região que se estende aproximadamente até o aminoácido 93 de PknG de C. 

pseudotuberculosis FRC41 (Figura 13). Já as regiões centrais e C-terminais das proteínas 

são bem conservadas. Na figura 14 é possível visualizar o alinhamento das regiões 

localizadas próximo às porções C-terminais das proteínas. Na região posterior ao 

aminoácido de posição 568 de PknG da linhagem C. pseudotuberculosis FRC41 observa-se 

também uma menor conservação da sequência com formação de espaço no alinhamento.  

 



 

61 
    

 

Figura 13. Alinhamento de porção N-terminal de sequências de serina/treonina proteínas quinases de microrganismos representantes do 

grupo CMNR que apresentaram identidade com a proteína PknG de C.pseudotuberculsosis FRC41. Alinhamento múltiplo de sequências 

realizado através do ClustaW e visualizado pelo Jalview. A conservação é representada pelas barras no gráfico de conservação abaixo 

da representação do alinhamento, onde marrom indica menor conservação e amarelo representa maior conservação. Além disso, os 

aminoácidos são coloridos de acordo com a sua similaridade. Observa-se uma baixa conservação e formação de espaço no alinhamento. 
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Figura 14. Alinhamento de porção central de sequências de serina/treonina proteínas quinases de microrganismos representantes do grupo 

CMNR que apresentaram identidade com a proteína PknG de C. pseudotuberculosis FRC41. Alinhamento múltiplo de sequências realizado 

através ClustaW e visualizado pelo Jalview. A conservação é representada pelas barras no gráfico de conservação abaixo da representação 

do alinhamento, onde marrom indica menor conservação e amarelo representa maior conservação. Além disso, os aminoácidos são 

coloridos de acordo com a sua similaridade. Observa-se regiões de alta conservação. 

Observa-se que a região é de alta conservação, porém há formação de um espaço posterior ao aminoácido 568 de PknG da linhagem C. 
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Buscando pelas sequências de proteínas dos organismos eucariotos listados no item 

5.1.5, os organismos eucariotos que apresentaram sequências de proteínas com identidade 

com PknG de C. pseudotuberculosis FRC41 foram: Ovis aries, Bos taurus, Equs caballus, 

Mus musculus e Homo sapiens e atingiu-se um limite de 29% de identidade. As proteínas 

eucarióticas em questão apresentaram por volta de 30% de identidade com PknG de C. 

pseudotuberculosis FRC41 (Tabela 9).  

  

Tabela 9. Proteínas de organismos eucariotos que apresentaram identidade com a proteína 
PknG de C. pseudotuberculosis FRC41. 

Organismo Proteína Número de acesso 

Identidade com PknG 
de    C. 

pseudotuberculosis 
FRC41 

E-value 

Ovis aries Unch. Prot.*
1
  

PRKX*
2 

XP_004022575 30% 4x10
-12 

Ovis aries Unch. Prot.*
1
  

CAMK1*
3 

XP_004018333 29% 4x10
-12 

Bos Taurus Unch. Prot.*
1
  

PRKX*
2 

XP_002700469 30% 3x10
-12 

Bos Taurus CAMK1*
3
 NP_001070336 29% 1x10

-12 

Equs caballus Unch. Prot.*
1
  

CAMK1*3 
XP_005600446.1 31% 9x10

-13 

Mus musculus CAMK1*
3
 NP_598687 29% 3x10

-13 

Mus musculus Smok2b*
4 

NP_001161385 31% 1x10
-13 

Homo sapiens CAMK1*
3
 NP_003647 29% 2x10

-12 

*
1 
Unch. Prot.- Uncharterized protein – Proteína não caracterizada  

*
2 
PRKX- Serina/treonina proteína quinase X 

*3
CAMK1- Proteína quinase I Cálcio/calmodulina dependente 

 
 

A partir do alinhamento múltiplo de sequências, observa-se uma baixa conservação 

entre as sequências. Além disso, a proteína PknG possui uma sequência composta por 784 

aminoácidos, enquanto as sequências das proteínas eucarióticas alinhadas possuem 

tamanhos que variam de 303 a 484 aminoácidos. A porção N-terminal de PknG de C. 

pseudotubersulosis se alinha com as demais sequências, porém, apresenta baixa 

conservação (Figura 15). A menor conservação é observada na região C-terminal, a partir 

do aminoácido de posição 370 (Anexo 3). 

 

 



 

64 
    

 

Figura 15. Alinhamento de porção N-terminal de sequências proteicas de organismos eucariotos que apresentaram identidade com a 

proteína PknG de C. pseudotuberculosis FRC41. Alinhamento múltiplo de sequências realizado através do ClustaW e visualizado pelo 

Jalview. A conservação é representada pelas barras no gráfico de conservação abaixo da representação do alinhamento, onde marrom 

indica menor conservação e amarelo representa maior conservação. Além disso, os aminoácidos são coloridos de acordo com a sua 

similaridade. Observa-se uma baixa conservação das sequências. 
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5.1.5.3 SpaC 

 

 A busca através do BLAST por proteínas de microrganismos representantes do 

grupo CMNR que apresentassem identidade com SpaC de C. pseudotuberculosis FRC41 

alcançou um limite de 26% de identidade. Foram identificadas a partir desta busca, 

sequências protéicas pertencentes aos seguintes microrganismos: C. pseudotuberculosis 

1002, C. pseudotuberculosis C231 e C. diphteriae HC02. Observou-se alta identidade entre 

PknG de C. pseudotuberculosis FRC41 e as proteínas de C. pseudotuberculosis linhagens 

1002 e C231. Já a proteína de C. diphteriae identificada, apresentou identidade de 27% com 

SpaC de C. pseudotuberculosis FRC41 (Tabela 10). 

 

Tabela 10. Proteínas de microrganismos do grupo CMNR que apresentaram identidade com 
a proteína SpaC de C. pseudotuberculosis FRC41. 

 

Organismo Proteína 
Número de 

acesso 

Identidade com 
SpaC de C. 

pseudotuberculosis 
FRC41 

E-value 

C. pseudotuberculosis 
1002 

Uncharacterized 

protein 

YP_005682125 
 

99% 0.0 

C. pseudotuberculosis 
C231 

Uncharacterized 

protein 

YP_005684218 
 

100% 0.0 

C. diphteriae HC02 
Subunidade fimbrial 

ancorada a 
superfície 

 

YP_005165747 
 

27% 5x10
-15 

 
  

A partir do alinhamento múltiplo das sequências listadas na Tabela 10, revelou-se 

que essas proteínas são bem conservadas nestes microrganismos, principalmente quando 

se compara as espécies de C. pseudotuberculosis, que possuem também tamanho 

semelhante (Figura 16). Já a proteína C. diphteriae possui 1080 aminoácidos e apresenta 

menor identidade com SpaC de C. pseudotuberculosis FRC41.  

 Identidade entre SpaC de C. pseudotuberculosis FRC41 e eucariotos não foi 

identificada.  
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Figura 16. Alinhamento de porção N-terminal de sequências proteicas de microrganismos representantes do grupo CMNR que 

apresentaram identidade com a proteína SpaC de C. pseudotuberculosis FRC41. Alinhamento múltiplo de sequências realizado 

através do ClustaW e visualizado pelo Jalview. A conservação é representada pelas barras no gráfico de conservação abaixo da 

representação do alinhamento, onde marrom indica menor conservação e amarelo representa maior conservação. Além disso, os 

aminoácidos são coloridos de acordo com a sua similaridade. Observa-se alta conservação entre as sequências. 
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5.1.5.4 SodC 

 

 A busca por proteínas de microrganismos do grupo CMNR, que apresentassem 

identidade com SodC de C. pseudotuberculosis FRC41, levou à identificação de sequências 

pertencentes aos seguintes organismos: C. pseudotuberculosis 1002; C. pseudotuberculosis 

258; C. pseudotuberculosis C231; C. diphteriae HC02; M. tuberculosis SUMuu007; N. 

farcinica IFM10152; Rhodococcus sp. RHA1 (Tabela 11). Observou-se alta identidade de 

SodC de C. pseudotuberculosis FRC41 com as linhagens 1002, 258 e C231 de C. 

pseudotuberculosis, enquanto que os demais membros apresentaram menor identidade.  

Foi atingido um limite de 40% de identidade. 

 

Tabela 11. Proteínas de microrganismos do grupo CMNR que apresentaram identidade com 
a proteína SodC de C. pseudotuberculosis FRC41. 

Organismo Proteína 
Número de 

acesso 

Identidade com 
SodC de C. 

pseudotuberculosis 
FRC41 

E-value 

C. pseudotuberculosis 1002 SodC ADL20500 100% 3×10
-122

 

C. pseudotuberculosis 258 SodC YP_006352192 100% 3×10
-122

 

C. pseudotuberculosis C231 SodC YP_005682971 100% 3×10
-122

 

C. diphteriae HC02 SodC YP_005165965 68% 2x10
-75

 

N. farcinica IFM 10152 SodC YP_121514 44% 4x10
-35

 

Rhodococcus sp. RHA1 SodC YP_702138 49% 2x10
-42

 

 

 

Através do alinhamento das sequências listadas na Tabela 11 com a proteína SodC 

de C. pseudotuberculosis FRC41, foi possível observar que essas sequências são bem 

conservadas (Figura 17). 
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Figura 17. Alinhamento de porção N-terminal de sequências proteicas de microrganismos representantes do grupo CMNR que 

apresentaram identidade com a proteína SodC de C. pseudotuberculosis FRC41. Alinhamento múltiplo de sequências realizado através 

do ClustaW e visualizado pelo Jalview. A conservação é representada pelas barras no gráfico de conservação abaixo da representação 

do alinhamento, onde marrom indica menor conservação e amarelo representa maior conservação. Além disso, os aminoácidos são 

coloridos de acordo com a sua similaridade. Observa-se alta conservação entre as sequências. 
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Na busca por sequências proteicas de organismos eucariotos que também 

apresentassem similaridade com SodC de C. pseudotuberculosis FRC41 foram identificadas 

sequências pertencentes aos seguintes organismos: Ovis aries, Bos taurus, Equs caballus, 

Mus musculus  e Homo sapiens. Foi atingido um limite de 34% de identidade.  

Essas sequências estão listadas na Tabela 12. 

 

Tabela 12. Proteínas de organismos eucariotos que apresentaram identidade com a 
proteína SodC de C. pseudotuberculosis FRC41. 

Organismo Proteína 
Número de 

acesso 
Identidade com SodC de        
C. pseudotuberculosis 

FRC41 

E-value 

Ovis aries Sod AER27859.1 36% 3x10
-15 

Bos taurus Sod1 P00442.2 34% 2x10
-15 

Equs caballus Sod1 P00443.2    32%       8x10
-15 

Mus musculus Sod1  P08228.2 34% 2x10
-16 

Homo sapiens Sod1 NP_000445.1 34% 3x10
-16 

  

 

 A partir do alinhamento dessas sequências foi possível observar conservação entre 

elas (Figura 18). Porém, a proteína SodC de C. pseudotuberculosis FRC41 é maior que as 

outras proteínas que são pertencentes a eucariotos, possuindo 206 aminoácios em sua 

sequência enquanto que as outras proteínas possuem um tamanho variando entre 133 e 

154 aminoácidos. A região N-terminal de SodC de C. pseudotuberculosis FRC41, até o 

aminoácido de posição 70, é uma região pouco conservada. 
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Figura 18. Alinhamento de sequências proteicas de organismos eucariotos que apresentaram identidade com a proteína SodC de C. 

pseudotuberculosis FRC41. Alinhamento múltiplo de sequências realizado através do ClustaW e visualizado pelo Jalview. A conservação 

é representada pelas barras no gráfico de conservação abaixo da representação do alinhamento, onde marrom indica menor conservação 

e amarelo representa maior conservação. Além disso, os aminoácidos são coloridos de acordo com a sua similaridade. Observa-se alta 

conservação entre as sequências. 
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5.1.5.5 NanH 

 

Ao buscar por sequências protéicas dos microrganismos representantes do grupo 

CMNR que apresentassem identidade com NanH de C. pseudotuberculosis FRC41, 

encontrou-se sequências pertencentes aos sequintes microrganismos: C. 

pseudotuberculosis 1002, C. pseudotuberculosis C231, C. diphteriae HC02, C. glutamicum 

ATCC 14067 (Tabela 13). A identidade entre as sequências de NanH das linhagens 1002, 

258 e C231 de C. pseudotuberculosis e a da linhagem FRC41 é de 100%. A identidade de 

NanH de C. diphteriae HC02 com NanH de C. pseudotuberculosis FRC41 é de 50%. C. 

glutamicum apresentou uma sequência de uma proteína não caracterizada com 50% de 

indentidade com NanH de C. pseudotuberculosis FRC41.  Alcançou-se um limite de 26% de 

identidade. 

 

Tabela 13. Proteínas de microrganismos do grupo CMNR que apresentaram identidade com 
a proteína NanH de C. pseudotuberculosis FRC41. 

Organismo Proteína Número de 
acesso 

Identidade com 
NanH de     C. 

pseudotuberculosis 
FRC41 

E-value 

C. pseudotuberculosis 

1002 
NanH YP_005680659.1 100% 0.0 

C. pseudotuberculosis 

C231 
NanH YP_005682747.1 100% 0.0 

C. diphteriae HC02 NanH YP_005164275.1 50% 0.0 

C. glutamicum ATCC 

14067 
Uncharacterized 

protein 
KEI23275.1 36% 1x10

-55 

 

 

A partir do alinhamento múltiplo de sequências através do ClustalW, observa-se que 

as sequências são bem conservadas entre estes organismos. Porém, a proteína de C. 

glutamicum possui 384 aminoácidos, enquanto que as outras quatro sequências possuem 

por volta de 700 aminoácidos (Figura 19). 
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Figura 19. Alinhamento de porções das proteínas de microrganismos representantes do grupo CMNR que apresentaram identidade com a 

proteína NanH de C. pseudotuberculosis FRC41. Alinhamento múltiplo de sequências realizado através do ClustaW e visualizado pelo 

Jalview. A conservação é representada pelas barras no gráfico de conservação abaixo da representação do alinhamento, onde marrom 

indica menor conservação e amarelo representa maior conservação. Além disso, os aminoácidos são coloridos de acordo com a sua 

similaridade. Observa-se região de alta conservação entre as sequências e região onde não há alinhamento da proteína de C. glutamicum  

com as outras sequências. 

 



 

73 
    

Ao buscar proteínas de organismos eucariotos que apresentassem identidade com 

NanH de C. pseudotuberculosis FRC41, identificou-se sequências pertencentes aos 

sequintes organismos: Bos taurus, Mus musculus e Homo sapiens. As proteínas 

identificadas apresentaram identidade de cerca de 30% e o limite de identidade alcançado 

foi de 25% (Tabela 14). 

 

Tabela 14. Proteínas de organismos eucariotos que apresentaram identidade com a 
proteína NanH de C. pseudotuberculosis FRC41. 

Organismo Proteína Número de 
acesso 

Identidade com NanH de 
C. pseudotuberculosis 

FRC41 
E-value 

Bos taurus Uncharacterized 
protein PLectina 

 30% 1x10
-8 

Mus 

musculus 
Plectina NP_001157675.1 30% 2x10

-8 

Homo 

sapiens 
Plectina NP_958782.1 30% 2x10

-9 

Homo 

sapiens 
NEU1* CAG32998.1 27% 2x10

-7 

 *Sialidase lisossomal 

  

 A partir do alinhamento das sequências de proteínas eucarióticas que apresentaram 

identidade com NanH de C. pseudotuberculosis FRC41, observa-se que as mesmas são 

pouco conservadas. Além disso, existe uma grande diferença de número de aminoácidos 

entre as sequências. As sequências de Plectina de Bos taurus, Mus musculus e Homo 

sapiens apresentam sequências com mais de 4300 aminoácidos, enquanto que a NanH de 

C. pseudotuberculosis FRC41 possui 694 aminoácidos e NEU1 de Homo sapiens possui 

414 aminoácidos. A porção de NanH que exibe menor conservação é a que vai do 

aminoácido 432 a 519, aproximadamente (Figura 20). 
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Figura 20. Alinhamento de sequências proteicas de organismos eucariotos que apresentaram identidade com a proteína NanH de    C. 

pseudotuberculosis FRC41. Alinhamento múltiplo de sequências realizado através do ClustaW e visualizado pelo Jalview. A conservação é 

representada pelas barras no gráfico de conservação abaixo da representação do alinhamento, onde marrom indica menor conservação e 

amarelo representa maior conservação. Além disso, os aminoácidos são coloridos de acordo com a sua similaridade. Observa-se região 

onde há baixa conservação e menor alinhamento da sequência de NanH de C. pseudotuberculosis FRC41 e as outras sequênias. 
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5.1.6 Predição de epítopos 

 

 A ferramenta Mature Epitope Density (MED)1.0 foi utilizada para predizer a 

densidade de epítopos lineares de 9-mer do Complexo de Histocompatibilidade Principal 

(MHC) de Classe I nas estruturas maduras das proteínas alvos deste estudo. Os resultados 

obtidos através desta ferramenta para as porções maduras completas das proteínas PknG, 

Pld, SpaC, SodC e NanH de C. pseudotuberculosis FRC41 estão dispostos na Tabela 15. A 

proteína PknG foi a que apresentou maior densidade de epítopos (12,67), enquanto as 

outras proteínas apresentaram densidades medianas. 

 

Tabela 15. Predição de densidade de epítopos de MHCI nas proteínas PLD, PknG, SpaC, 
SodC e NanH de C. pseudotuberculosis FRC41 através da ferramenta MED. 

 

Proteína MED- score 

PLD 6,78 

PknG 12,67 

SpaC 7,14 

SodC 6,38 

NanH 7,84 

 

  

Nos casos onde a proteína apresentou identidade com proteínas de organismos 

eucariotos (Item 5.1.2), foi avaliada também a porção de menor conservação quanto a 

densidade de epítopos, situação observada nas proteínas PknG, SodC e NanH. Estas 

observações são importantes para uma futura abordagem de desenvolvimento de vacina,  

 Para a proteína PknG, selecionamos a porção correspondente ao aminoácido 370 a 

749. Em SodC, foram selecionados os aminoácidos 1 a 70 e na proteína NanH, selecionou-

se a porção que vai do aminoácido 432 a 519. As proções selecionadas correspondem às 

regiões de menor conservação das proteínas. A porção de SodC compreende o peptídeo 

sinal, que por sua vez foi removido durante a execução do MED. As porções selecionadas 

de PknG e de SodC apresentaram uma densidade de epítopos superior à apresentada pela 

proteína completa. Já a porção selecionada de NanH manteve o MED-score muito próximo 

ao calculado para a proteína completa (Tabela 16). 
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Tabela 16. Predição de densidade de epítopos de MHCI nas regiões de menor conservação 

das proteínas PknG, SodC e NanH através da ferramenta MED. 
 

Proteína (região) MED- score 

PknG (370-749) 15,05 

SodC (1-70) 10,05 

NanH (432-519) 7,72 

 

  

Para a predição de epítopos de MHC de classe II foi adotada a ferramenta NetMHCII 

2.2 (Nielsen & Lund, 2009). Realizou-se uma avaliação quantitativa de epítopos de ligação a 

MHC de classe II na qual foi somado o número de peptídeos classificados como peptídeos 

de forte ligação através da ferramenta NetMHCII. Na Tabela 17, são apresentados: o 

número ligações possíveis de peptídeos de 15-mer aos diferentes alelos de MHCII 

(possibilidades de ligação - p), o número de peptídeos que foram classificados como 

peptídeos de forte ligação (n) e o percentual de peptídeos de forte ligação. 

 
 
Tabela 17. Predição quantitativa de epítopos de MHCII nas proteínas PLD, PknG, SpaC, 
SodC e NanH de C. pseudotuberculosis FRC41 através da ferramenta NetMHCII. 
 

Proteína 
Possibilidades de 

ligação (p) 
Peptídeos de forte 

ligação (n) 

Percentual de 
peptídeos de forte 

ligação 

PLD 7532 227 3% 

PknG 20580 1032 5% 

SpaC 21896 557 2% 

SodC 4396 73 2% 

NanH 18172 485 3% 

 

 

Também foi realizada a predição de epítopos de MHCII para as porções das 

proteínas PknG, SodC e NanH de menor conservação nos eucariotos investigados (Tabela 

18). 
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Tabela 18. Predição quantitativa de epítopos de MHCII nas regiões de menor conservação 

das proteínas PknG, SodC e NanH através da ferramenta NetMHCII. 
 

Proteína (região) 
Possibilidades de 

ligação (p) 
Peptídeos de 

forte ligação (n) 

Percentual de 
peptídeos de forte 

ligação 

PknG (370-740) 10220 458 4% 

SodC (1-70) 588 14 2% 

NanH (432-519) 2072 98 4% 

 

 

 Nota-se que o percentual de peptídeos de forte ligação manteve a mesma ordem de 

grandeza para as sequências completas das proteínas e para as porções de menor 

conservação em eucariotos. 

 Para a predição de epítopos lineares de células B, foi utilizada a ferramenta BcePred 

(Saha & Raghava, 2006). Os epítopos preditos foram mapeados nas sequências das 

proteínas PLD, PknG, SpaC, SodC e NanH bem como nas porções de menor conservação 

de PknG, SodC e NanH. Os resultados podem ser visualizados no Quadro 1. As sequências 

destacadas em negrito correspondem ao epítopo predito. 
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Quadro 1. Predição de epítopos lineares de células B através da ferramenta BcePred. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A)1APVVHNPASTANRPVYAIASRVLTTQGVDDAVAIGANALEIDFTAWGRGWWADHDGIPTSAGATAEEIFKHIADKRKQGANITFTWLDIKNP

DYCRDARSVCSINALRDLARKYLEPAGVRVLYGFYKTVGGPAWKTITADLRDGEAVALSGPAQDVLNDFARSENKILTKQKIADYGYYNINQG

FGNCYGTWNRTCDQLRKSSEARDQGKLGKTFGWTIATGQDARVNDLLGKANVDGLIFGFKITHFYRHADTENSFKAIKRWVDKHSATHHLA

TVADNPW283 

B)1MNDPLSRGTEAIPFDPFADDEEDDLSGLLNDLSSIQKDTDTDARSREKSISTFRSRRGTNRDDRTVANGMVTLPFIPVSTAEEMLKDDAYIE

QKGLEKPLLHPGDILANQYEVRGVIAHGGMGWIYVASDRNVSGRVVVLKGMRDKANANPHDYGAAVAEREFLADITHPGIVKSYNFIDDHRV

EGGFIVMEYVPGPSLADRRKEQPGGFFSIDIAIAYILEILPALDYLHSRGVVYNDLKPDNIIVAEDQVKLIDLGAVSGIGAFGYIYSTKGFQAPEVA

TDGPSIASDIYTIGRTLAALTVDLPSADGVYLPGIPSPDEEKLFAQNLSFYRLLRRCMSSDPAKRFASIRELETQLFGILREYLALAEHRQFPAQ

HSLYSPQRSTFGTKHMVFRTDQLIDGIERNVRITSEEVNAALPVPLLDRTDPGAILISGASYAEPSQTLQTLRDAMAQEEFANSKEIPLGVVRTL

LDLGFIDEARSWLDTLDATLSDDWRHQWYSGVTSLFLDDYVMAQRHFNEVYNILPGEAAPKLARAAVCEMLLQGMGMDSTPLLSPDTAVSAA

ELKGNTIGMWSELTKDPETLRFKALYLYAL 

VWRTNPTTVSSAFGLARQLVAENQVDLAVSTLDQVPQNSTHRRMAELTAILHLISGDLSESRIRRAARRLESIPTNEPRFLQIKIAIMNAALTWL

RQSRLEAAAADNDLFDYRFTQVGLRTGLYDSLRLLARSAPNVHHRYTLVDMANQVRPMTWF749 

C)1MEVPEKTKVEIRFQTGSKISTPSTPSVYVNGCVEEFENTEPIAPIPPVGPSVDPTVCSPNAEAKVWIGMSQHTNRGETFNDRNSTDLYVQS

FNRNTGLDEFKPVGARTPWVYNAMAYNPKEGYIYAISQGRLKTLQSSKLRIYDEDPNYPAGHLLQISPVNAGVKDLGAIIGLNGSRLTAWPNDL

WGGMTSGIIDGNGRYLVSNSSQSGTHNLYTLDLDTRLATVVASNTAFSNDYTSTGKTDSNYVWGIKNSSNPAVLERIDVRDGSRKEFSLDGV

KDPLGQNVEKGIYGTAWTYGNGSLGFGNNATGSVYQIDIGNESGTTIDDLHLKIVAKRKGPTSQNNDATSNGILSPVITDLKVTKKLEKIEGNQ

VSWTITVENVGPCPSSGFTLQDVVPEGYAEVKGDPQSNGWYQDISVNGNVINASHGPIAVNEKATYKVTANQSISNNEKCLQNTASIYANEKD

LIEDNNVASDGACIPAITKTVVDQNGDEKIDGQDGSVAAGNGLRKVTYKIEVKNPKGFPETKYSLTDTPQFADSVKLERLKVISDYGKKNQEV

QAADISVNGLVLAEDGTPIEGNASKDTVHTYMVEAFYSGPESSAHDSTDECKDSTPKFGLFNSAKLKVGVSEKTSEGCAPIVRNVPIKIQLKKV

DAENKETELQATFELYRVSDGGKVATLQPRPNQQEQTEVEPGKYRLIETQSPVGYQLLPRPVEFEVTRTADGKADVTIDAASFPLSKSADQG

KDPNLVILTVADVRVGTLPKTGGHGVAIYLVMGVLLVLVGVSWSLYRNQLISS796 

D)1DKAMTSAASTASNSHAFATAELKNQSGEGVGMVEFSKTAAGTKITVDAKGLTPGFHGFHVHDKGVCEGNFKSAGGHLHGKNQPHGDGY

HPHAGDLPSLLANADGTAHLEVVTDAVDEDLLFGADGTSLIVHEGRDNYANIPQRYAPNGPDEETLKTGDAGARFACGVITKK171 
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Predição de epítopos lineares de células B para as porções completas das proteínas PLD (A), PknG (B), SpaC (C), SodC (D), NanH (E) e para 

a porção de baixa conservação de PknG (F), SodC (G) e NanH (H). Os epítopos preditos são destacados em vermelho.

E)1TLAEEGSTIVPAPIDNNGLFDAAPPAPVARGAVGEGKLPDPVTSEFFDSKVIRDVDPAGQRCFRIPAIATAVDGTLLVAFDNRYGPDAQSR

TWCRDAPYENTKRNSREKQTDIEIYRSHDSGKSFEEGDFIAKGTEDPRDLSYTDPSIVVDHETGKIFAVFVRGYDYRFFDATAGVNRGSVED

PIQKRSVQDTVIIESNDNGQTWGNMKLLSELTEKIKVRHKPGQELAGRGRFATSGNGIQLKYGENAGRLLFPMSVHYSPNGAGAVANVALY

SDDHGATWNVGQGVGGEGETNGDENKLVELSDGRIMMNSKSTGSNPSNPRGAERWRSYSEDQGETWSKPEPVIVAPPQHPLQRNTGIN

VSLIKAYPSAPEGSAAARVLLYSAPIDTRIKGEYGQDGRSNGWVMASCDDGRSWTHGRQIEAGRFQYSVMTPMADGNIGMVYESGDKERG

MTLKFAKFNMAWLGADCLSNKALGITDLPDPALAKAIEDAKAATAKAEEATANVLKLTKELEEAELENEELAQALAEAKSAAQDAIAAAEEA

NARVKAAEGATIEAEEAAMKAENEAKALAEQLAKVEAELANSQDQAKALAEAKEAAEIARKAAEEALKLEKEKSGKAGGTDNTENKGFW

QELLRIFPGFAPIFSFLASIWGGMQKLLAF663  

F)1RQFPAQHSLYSPQRSTFGTKHMVFRTDQLIDGIERNVRITSEEVNAALPVPLLDRTDPGAILISGASYAEPSQTLQTLRDAMAQEEFANS

KEIPLGVVRTLLDLGFIDEARSWLDTLDATLSDDWRHQWYSGVTSLFLDDYVMAQRHFNEVYNILPGEAAPKLARAAVCEMLLQGMGMDST

PLLSPDTAVSAAELKGNTIGMWSELTKDPETLRFKALYLYALVWRTNPTTVSSAFGLARQLVAENQVDLAVSTLDQVPQNSTHRRMAELTAI

LHLISGDLSESRIRRAARRLESIPTNEPRFLQIKIAIMNAALTWLRQSRLEAAAADNDLFDYRFTQVGLRTGLYDSLRLLARSAPNVHHRYTLV

DMANQVRPMTWF 379 

G)1DKAMTSAASTASNSHAFATAELKNQSGEGVGMVEF35 

H)1RSNGWVMASCDDGRSWTHGRQIEAGRFQYSVMTPMADGNIGMVYESGDKERGMTLKFAKFNMAWLGADCLSNKALGITDLPDPALAK

A88 
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5.2 Expressão heteróloga em E. coli  das proteínas recombinantes rPLD, rPkng, 

rSpaC, rSodC e rNanH de C. pseudotuberculosis FRC41 

 

5.2.1 Construção dos vetores de expressão contendo as ORF’s sintéticas 

As sequências das ORF’s de PLD, PknG, SpaC, SodC e NanH de C. 

pseudotuberculosis FRC41 foram enviadas à empresa DNA2.0  e sintetizadas com 

substituição dos códons por códons preferenciais de E. coli, a linhagem hospedeira 

escolhida para os experimentos de expressão neste trabalho. As sequências foram clonadas 

no vetor de expressão pD444-NH gerando as construções que foram apresentadas na 

Tabela 2. O material plasmidiano foi recebido em papel filtro e eluído em Tris-HCl 100mM 

pH7,5. 

 Os mapas dos plasmídeos pD444-NH:pld pode ser visualizado na Figura 5 e os 

mapas de  pD444-NH:pkng, pD444-NH:spac, pD444-NH:sodc e  pD444-NH:nanh podem ser 

visualizados na Anexo 4. Nestes esquemas, o inserto encontra-se destacado em vermelho. 

Em verde, estão marcados o marcador de resistência à ampicilina (AmpR) e repressor Lac 

(lacI). A origem de replicação pUC (high_copy_origin), promotor T5 e operador lac (lacO) 

estão marcados em azul.  

 

5.2.2 Avaliação da produção das proteínas rPLD, rPknG, rSpaC, rSodC e rNanH em 

diferentes linhagens de expressão 

 A partir das linhagens E. coli OverExpress™ C41(DE3), OverExpress™ 

C41(DE3)pLysS, OverExpress™ C43(DE3), OverExpress™ C41(DE3) pLysS e BL21 

Star™(DE3) transformadas com os plasmídeos contendo as ORF’s de cada uma das 

proteínas recombinantes, foram selecionadas colônias para indução da expressão gênica. A 

indução da expressão foi realizada pela adição de IPTG 1mM à cultura bacteriana e foram 

coletadas alíquotas no tempo de 0h (não induzido) e 5h (induzido). As amostras foram 

analisadas via eletroforese em gel de poliacrilamida sob condições desnaturantes. Dessa 

forma, foi avaliada a expressão de cada uma das proteínas pelas 5 linhagens de expressão 

de E. coli citadas acima. As linhagens que apresentaram o maior nível de expressão de 

cada proteína foram selecionadas para os próximos ensaios. 

 Nos géis onde foram analisadas as amostras retiradas das culturas nas quais foi 

induzida a expressão da proteína rPLD, de 31kDa, pode ser visualizada banda com o peso 

molecular esperado. O nível de expressão foi ligeiramente maior na linhagem E. coli BL21 

Star™(DE3), sendo esta linhagem selecionada para os próximos ensaios (Figura 21). 
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 Na análise da expressão da proteína rPknG, de 83kDa, são visualizadas no gel 

bandas com o peso molecular esperado nas amostras das culturas induzidas de E.coli 

OverExpress™ C41(DE3), OverExpress™ C41(DE3)pLysS e E. coli BL21 Star™(DE3). O 

maior nível de expressão foi identificado na linhagem E. coli BL21 Star™(DE3), a qual foi 

selecionada para os próximos ensaios (Figura 22).  

 A partir da indução da expressão da proteína rSpaC (86kDa) nas cinco linhagens de 

E. coli, observa-se o aparecimento de bandas nas culturas induzidas das linhagens E.coli 

OverExpress™ C41(DE3), OverExpress™ C41(DE3)pLysS, E.coli OverExpress™ C43(DE3) 

e  OverExpress™ C43(DE3)pLysS que são ausentes nas amostras não induzidas. Porém, 

essas bandas não apresentam o peso molecular esperado, sendo que, de acordo com a 

comparação com o marcador de peso molecular, essas proteínas aparecem na altura do 

marcador de 100kDa. A linhagem C41(DE3) apresentou nível de expressão ligeiramente 

maior que as demais linhagens e foi selecionada para os próximos ensaios de expressão de 

rSpaC (Figura 23). 

 Analisando as culturas nas quais foi induzida a expressão da proteína rSodC 

(18kDa), apenas a linhagem  E.coli OverExpress™ C41(DE3) não apresentou banda com o 

peso molecular esperado na visualização em gel de poliacrilamida. As outras quatro 

linhagens apresentaram bandas com intensidades semelhantes e com o peso molecular 

esperado. A linhagem escolhida para os próximos passos foi a E. coli OverExpress™ 

C41(DE3)pLysS (Figura 24). 

 A partir da análise das culturas nas quais foi induzida a expressão da proteína NanH 

(71,5kDa), observa-se banda com o peso molecular próximo ao esperado nas amostras  das 

culturas das linhagens a E.coli OverExpress™ C41(DE3), C43(DE3) e BL21 Star™(DE3). A 

linhagem E.coli OverExpress™ C41(DE3) apresentou nível de expressão maior que as 

outras linhagens, sendo selecionada para as próximas etapas. (Figura 25). 
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35kDa 

Figura 21. Avaliação da expressão da proteína recombinante rPLD (31kDa). Eletroforese em gel de 

poliacrilamida 12%. Coloração por Coomassie Blue. NI – Não induzido, tempo de 0h. I – Induzido, 

tempo de 5h. Canaletas 1: PageRuler Prestained Protein Ladder  (Thermo  Scientific). A) Canaletas 2 

(NI) e 3 (I) - Linhagem C41(DE3). Canaletas 4 (NI) e 5 (I) - Linhagem C41(DE3)pLysS. B) Canaletas 2 

(NI) e 3 (I) - Linhagem C43(DE3). Canaletas 4 (NI) e 5 (I) - Linhagem C43(DE3)pLysS. C) Canaletas 2 

(NI) e 3 (I) - Linhagem BL21 Star (DE3). As setas indicam banda correspondente à expressão da 

proteína recombinante. 

 

35kDa 35kDa 

      1      2      3       4       5             1      2      3           

B C 
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    1       2       3       4        5         

Figura 22. Avaliação da expressão da proteína recombinante rPknG (83kDa). Eletroforese em gel de 

poliacrilamida 10%. Coloração por Coomassie Blue.  NI – Não induzido, tempo de 0h. I – Induzido, 

tempo de 5h. Canaletas 1: PageRuler Prestained Protein Ladder  (Thermo  Scientific). A) Canaletas 2 

(NI) e 3 (I) - Linhagem C41(DE3). Canaletas 4 (NI) e 5 (I) - Linhagem C41(DE3)pLysS. B) Canaletas 2 

(NI) e 3 (I) - Linhagem C43(DE3). Canaletas 4 (NI) e 5 (I) - Linhagem C43(DE3)pLysS. C) Canaletas 2 

(NI) e 3 (I) - Linhagem BL21 Star (DE3). As setas indicam banda correspondente à expressão da 

proteína recombinante. 
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Figura 24: Avaliação da expressão da proteína recombinante rSodC (18kDa). Eletroforese em gel de 

poliacrilamida 15%. Coloração por Coomassie Blue. NI – Não induzido, tempo de 0h. I – Induzido, 

tempo de 5h. Canaletas 1: PageRuler Prestained Protein Ladder  (Thermo  Scientific). A) Canaletas 2 

(NI) e 3 (I) - Linhagem C41(DE3). Canaletas 4 (NI) e 5 (I) - Linhagem C41(DE3)pLysS. B) Canaletas 2 

(NI) e 3 (I) - Linhagem C43(DE3). Canaletas 4 (NI) e 5 (I) - Linhagem C43(DE3)pLysS. C) Canaletas 2 

(NI) e 3 (I) - Linhagem BL21 Star (DE3). As setas indicam banda correspondente à expressão da 

proteína recombinante. 
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Figura 23: Avaliação da expressão da proteína recombinante rSpaC (86kDa). Eletroforese em gel de 

poliacrilamida 10%. Coloração por Coomassie Blue. NI – Não induzido, tempo de 0h. I – Induzido, 

tempo de 5h. Canaletas 1: PageRuler Prestained Protein Ladder  (Thermo  Scientific). A) Canaletas 2 

(NI) e 3 (I) - Linhagem C41(DE3). Canaletas 4 (NI) e 5 (I) - Linhagem C41(DE3)pLysS. B) Canaletas 2 

(NI) e 3 (I) - Linhagem C43(DE3). Canaletas 4 (NI) e 5 (I) - Linhagem C43(DE3)pLysS. C) Canaletas 2 

(NI) e 3 (I) - Linhagem BL21 Star (DE3). As setas indicam banda correspondente à expressão da 

proteína recombinante. 
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5.2.3 Avaliação da cinética de expressão das proteínas rPLD, rPknG, rSpaC, rSodC e 

rNanH 

 

 A partir da avaliação da expressão das proteínas recombinantes pelas cinco 

linhagens de E.coli, foi selecionada uma linhagem para cada proteína, conforme descrito no 

tópico anterior e exposto na Tabela 19. Então, foi conduzida a avaliação da cinética de 

expressão das proteínas em cinco horas de indução de expressão, sendo coletadas 

amostras a cada hora. A expressão foi induzida pela adição de IPTG 1mM. 

 As amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida e todas as induções 

apresentaram bandas com intensidade crescente ao longo do tempo. Não houve grande 

diferença no nível de expressão entre os tempos de 4h e 5h (Figuras 26 a 30). As bandas 

visualizadas apresentaram o tamanho molecular esperado, com exceção das amostras 

referente à proteína rSpaC, nas quais as bandas ficaram acima da altura esperada.  
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    1       2       3      4       5         

70kDa 

Figura 25: Avaliação da expressão da proteína recombinante rNanH (71,5kDa). Eletroforese em gel 

de poliacrilamida 10%. Coloração por Coomassie Blue. NI – Não induzido, tempo de 0h. I – Induzido, 

tempo de 5h. Canaletas 1: PageRuler Prestained Protein Ladder  (Thermo  Scientific). A) Canaletas 

2 (NI) e 3 (I) - Linhagem C41(DE3). Canaletas 4 (NI) e 5 (I) - Linhagem C41(DE3)pLysS. B) 

Canaletas 2 (NI) e 3 (I) - Linhagem C43(DE3). Canaletas 4 (NI) e 5 (I) - Linhagem C43(DE3)pLysS. 

C) Canaletas 2 (NI) e 3 (I) - Linhagem BL21 Star (DE3). As setas indicam banda correspondente à 

expressão da proteína recombinante. 
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Tabela 19. Linhagens de E.coli selecionadas para a expressão das proteínas 

recombinantes. 

 

Linhagem de E.coli para 
expressão 

Proteína Peso molecular 

BL21 Star™(DE3) rPLD 31kDa 

BL21 Star™(DE3) rPknG 83kDa 

OverExpress™ C41(DE3) rSpaC 86kDa 

OverExpress™ C43(DE3) pLysS rSodC 18kDa 

OverExpress™ C41(DE3) rNanH 71,5kDa 
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35kDa

 

Figura 26. Avaliação da cinética de expressão da proteína recombinante rPLD (31kDa) 

na linhagem BL21 Star™(DE3). Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. Coloração por 

Coomasie Blue. Coluna 1: PageRuler Prestained Protein Ladder  (Thermo  Scientific). 

Colunas 2 a 7 correspondem aos tempos 0h a 5h de expressão, respectivamente. 
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Figura 28. Avaliação da cinética de expressão da proteína recombinante rSpaC (86kDa) 

na linhagem OverExpress™ C41(DE3). Eletroforese em gel de poliacrilamida 10%. 

Coloração por Coomasie Blue. Coluna 1: PageRuler Prestained Protein Ladder  (Thermo  

Scientific). Colunas 2 a 7 correspondem aos tempos 0h a 5h de expressão, 

respectivamente. 
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Figura 27. Avaliação da cinética de expressão da proteína recombinante rPknG (83kDa) 

na linhagem BL21 Star™(DE3). Eletroforese em gel de poliacrilamida 10%. Coloração 

por Coomasie Blue. Coluna 1: PageRuler Prestained Protein Ladder  (Thermo  Scientific). 

Colunas 2 a 7 correspondem aos tempos 0h a 5h de expressão, respectivamente. 
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Figura 30. Avaliação da cinética de expressão da proteína recombinante rNanH 

(71,5kDa) na linhagem OverExpress™ C43(DE3)pLysS. Eletroforese em gel de 

poliacrilamida 10%. Coloração por Coomasie Blue. Coluna 1: PageRuler Prestained 

Protein Ladder  (Thermo  Scientific). Colunas 2 a 7 correspondem aos tempos 0h a 5h de 

expressão, respectivamente. 
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Figura 29. Avaliação da cinética de expressão da proteína recombinante rSodC (18kDa) 

na linhagem OverExpress™ C43(DE3)pLysS. Eletroforese em gel de poliacrilamida 15%. 

Coloração por Coomasie Blue. Coluna 1: PageRuler Prestained Protein Ladder  (Thermo  

Scientific). Colunas 2 a 7 correspondem aos tempos 0h a 5h de expressão, 

25KDa
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5.2.4 Teste de solubilidade das proteínas recombinantes 

 

 

 Após a avaliação da expressão das proteínas recombinantes em E. coli, as células 

foram lisadas por sonicação e centrifugadas obtendo-se o precipitado e o sobrenadante. 

Foram utilizadas as mesmas linhagens nas quais foi avaliada a cinética de expressão 

(Tabela 19). 

 As bandas referentes a cada uma das proteínas puderam ser visualizadas em gel de 

poliacrilamida na amostra correspondente ao precipitado, indicando a insolubilidade das 

proteínas. As bandas apresentaram o peso molecular esperado, com exceção da amostra 

onde foi induzida a expressão de rSpaC, a qual foi visualizada na altura próxima ao 

marcador de 100kDa (Figura 32).   
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Figura 31. Teste de solubilidade das proteínas recombinantes. Eletroforese em gel de 

poliacrilamida 12%. Coloração por Coomassie Blue. Canaletas 1: PageRuler Prestained 

Protein Ladder  (Thermo  Scientific). Canaletas 2: Fração insolúvel. Canaletas 3: Fração 

solúvel. A) rPLD. B) rPknG. C) rSpaC. D) rSodC. E) rNanH. 
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5.2.5 Purificação da proteína PknG 

 

Para purificação foi escolhida primeiramente a proteína rPknG, que obteve melhor 

predição de epítopos além de alto nível de expressão. Temos como perspectiva a 

purificação das outras quatro proteínas recombinantes. Os experimentos para purificação da 

proteína rPknG foram desenvolvidos em colaboração com o professor Raghuvir 

Krishnaswamy Arni da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho – Unesp – 

São José do Rio Preto. 

A proteína PknG passou por três passos de purificação após a expressão em um litro 

de cultura. Primeiramente, a proteína passou por coluna de afinidade utilizando resina de 

níquel. A fração recolhida passou por gel filtração em sistema AKTA purifier e em seguida, 

purificação por troca iônica utilizando coluna mono-Q. A purificação foi satisfatória, o que 

pode ser visualizado na Figura 43 onde observa-se banda única na altura esperada. Atingiu-

se um rendimento de 10mg/L. 

5.2.6 Confirmação da expressão da proteína rPknG por Western blot 

 

 A proteína rPknG purificada foi transferida para membrana de PVDF e foi realizado o 

Western blot utilizando anticorpo Anti-His. 

 Observa-se na Figura 43 que houve revelação da banda correspondente à proteína 

rPknG com o peso molecular esperado confirmando a presença da proteína recombinante 

pela cauda 6xHis.  
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Figura 32. Purificação da proteína rPknG a partir da expressão na linhagem BL21 

Star™(DE3) e confirmação por Western blot.  A) Purificação da proteína rPknG a partir da 

expressão na linhagem BL21 Star™(DE3). Eletroforese em gel de poliacrilamida 10%. 

Coluna 1: PageRuler Prestained Protein Ladder  (Thermo  Scientific). Coluna 2: Proteína 

rPknG purificada. B) Western blot com a proteína rPknG a partir da proteína rPknG 

purificada. Coluna 1: PageRuler Prestained Protein Ladder  (Thermo  Scientific). Coluna 2: 

Proteína rPknG purificada. 
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6. DISCUSSÃO 

 O conhecimento e entendimento dos fatores de virulência associados à LC são de 

grande importância para a compreensão dos mecanismos de patogenicidade de C. 

pseudotuberculosis bem como para o desenvolvimento de novas abordagens de controle da 

doença. A vacinação é indicada como medida de controle mais adequada à LC. Porém, 

alguns aspectos ainda precisam ser melhorados em relação às vacinas disponíveis, como a 

melhoria da eficácia protetora e também da praticidade de utilização, uma vez que a 

imunização pode ter sua eficácia reduzida devido ao uso incorreto por parte dos criadores 

(Dorella, 2009). Além disso, até o momento, nem todas as vacinas licenciadas apresentam a 

mesma eficácia para caprinos e ovinos (Williamson, 2001). Neste sentido, várias estratégias 

vacinais vem sendo testadas contra a LC. 

 Novas estratégias tem sido possibilitadas pelo sequenciamento de genomas de C. 

pseudotuberculosis por permitir a identificação de novos potenciais fatores de virulência os 

quais, por sua vez, podem ser importantes alvos para o desenvolvimento de drogas e 

vacinas. Entre estes novos potenciais fatores de virulência, encontram-se as proteínas alvo 

deste estudo que foram apontadas como potenciais fatores de virulência a partir da análise 

do genoma da linhagem C. pseudotuberculosis FRC41. Selecionamos, baseados em dados 

da literatura e em análises de genômica comparativa, as proteínas PknG, SpaC, SodC e 

NanH. Tivemos como alvo também a proteína PLD, apontada como principal fator de 

virulência de C. pseudotuberculosis e responsável pelo desencadeamento de resposta 

imunológica contra a LC em estudos onde foi avaliada uma forma atóxica desta proteína. 

Não se obteve sucesso na utilização da PLD sozinha como vacina em dose única (Burrel, 

1983; Eggleton et al., 1991a; Eggleton et al., 1991b). Porém, acreditamos que possa ser 

alcançado um bom resultado pela combinação da PLD a outras proteínas com potencial 

vacinal. Além disso, existe a necessidade de sua caracterização estrutural que, por sua vez, 

possibilitaria o estudo de drogas contra a LC. 

 Buscando a caracterização in silico das proteínas alvo deste estudo, foram 

realizadas primeiramente as predições de peptídeo sinal na sequência, localização 

subcelular e domínios conservados.  

A proteína PknG, uma serina-treonina proteína quinase que pode estar envolvida 

com o metabolismo de glutamina e inibição da fusão fagossomo-lisossomo, foi predita como 

citoplasmática e não apresentou peptídeo sinal, o que é condizente com os dados na 

literatura relacionados a proteínas homólogas à PknG de C. pseudotuberculosis (Tabela 6 e 

Figura 6B) (Niebisch et al., 2006; Scherr & colaboradores 2009; Burnside & Rajagopal, 

2011).  
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Em micobactéria, acredita-se que PknG seja secretada intra-macrófago contribuindo 

para a inibição da fusão fagossomo-lisossomo, por vias alternativas, uma vez que não 

possui sinal de exportação (Walburger et al., 2004). Possivelmente, este mecanismo ocorra 

também em C. pseudotuberculosis por apresentar um processo infeccioso similar a 

micobactéria. PknG apresentou em sua sequência predição do domínio “proteína quinase”, 

sítio ativo “serina/treonina proteína quinase” e domínio “tetratricopeptídeo-like helicoidal” 

(Figura 8), como era esperado. O domínio proteína quinase contém a função catalítica de 

proteínas quinases e está presente nas três classes: serina/treonina proteína quinase, 

tirosina proteína quinase, proteína quinase de especificidade dual (Hanks et al., 1988; Hanks 

& Quinn, 1991). A fosforilação de um ou mais resíduos de aminoácidos é responsável por 

mudanças funcionais de uma ampla gama de proteínas através de mudanças 

conformacionais (Hanks et al., 1988). As subunidades catalíticas de proteínas quinases são 

estruturas altamente conservadas (Stout et al., 2004). O sítio ativo “serina/treonina proteína 

quinase” é caracterizado pela presença de um resíduo de ácido aspártico conservado na 

porção central do domínio catalítico (Knighton et al., 1991). O domínio “tetratricopeptídeo-

like helicoidal” (TPR) é caracterizado pelo motivo de repetições de tetratricopeptídeo e está 

presente em diferentes proteínas sendo conservado em diversos organismos (Lamb et al., 

1995; Das et al., 1998; Goebl & Yanagida, 1991). Este motivo consiste de 3 a 16 repetições 

em tandem de uma sequência degenerada de 34 resíduos de aminoácidos formando um 

suporte que proporciona a interação proteína-proteína e a montagem de complexos 

protéicos. O TPR está envolvido em diversos processos biológicos como o funcionamento 

de chaperonas, ciclo celular, transcrição e complexos de transporte de proteínas (Blatch & 

Lässle, 1999). De acordo com suas características, PknG integra vias de sinalização celular 

e a compreensão de suas funções e estrutura pode contribuir para o desenvolvimento de 

drogas. Além disso, esta proteína pode ter potencial vacinal como já apresentado por outras 

serina-treonina porteínas quinases como, por exemplo, a STPK de Streptococcus 

pneumoniae (Burnside & Rajagopal, 2011; Giefing et al., 2008; Giefing et al.,2010). 

Diferente da proteína PknG, as proteínas PLD, SodC e NanH apresentaram peptídeo 

sinal na predição através da ferramenta SignalP (Figuras 5 a Anexo 2), resultado que é 

condizente com a predição de localização subcelular dessas proteínas. PLD foi classificada 

pelo programa PSORTb como tendo localização desconhecida (Tabela 6) e, de acordo com 

as instruções disponíveis no PSORTb, proteínas que são classificadas como tendo 

localização desconhecida, podem ter na verdade múltiplos sítios de localização. Segundo 

dados da literatura, sabe-se que PLD é uma proteína secretada (Songer et al., 1990).  

Além disso, a proteína PLD apresentou o domínio “fosfodiesterase PLC-like, TIM 

beta/alfa-Barril” (Figura 7), que representa um domínio estrutural formado por uma folha 

beta e uma alfa hélice, repetidas oito vezes formando uma estrutura cilíndrica estável (barril 
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(α/β)8 (TIM)). O dobramento (barril (α/β)8 (TIM) é amplamente distribuído em proteínas de 

diferentes classes e funções, porém, exibe baixa similaridade de sequência (Gromiha et al., 

2004). PLD foi classificada como pertencendo à família “Fosfolipases D” e representa o fator 

de virulência mais estudado de C. pseudotuberculosis. 

Já as proteínas SodC e NanH foram preditas como proteínas extracelulares pelo 

PSORTb (Tabela 6), condizente com os dados na literatura para proteínas homólogas a elas 

(Trost et al., 2010; Dussurget et al., 2001; Kim et al., 2009). A proteína SodC apresentou, 

como esperado, o “domínio de ligação a Cu/Zn de superóxido dismutase” e o “sítio de 

ligação Cu/Zn de superóxido dismutase” (Figura 10), o qual é caracterizado por dois 

padrões: dois resíduos de histidina que ligam o átomo de cobre (cofator metálico) e um 

resíduo de cisteína localizado na porção C-terminal envolvido em uma ligação dissulfeto. 

SodC contribui para a resistência de microrganismos contra o estresse oxidativo gerado, por 

exemplo no ambiente intra-macrofágico, como observado em M. tuberculosis e S. 

cloleraesius (Dussurget et al., 2001; Piddington et al., 2001; Sansone et al., 2002), entre 

outros microrganismos. 

NanH, por sua vez, foi classificada como pertencente à família das “sialidases” que 

inclui diversas classes de sialidases e apresentou o domínio “sialidase” (Figura 11). As 

sialidases eucarióticas bacterianas e virais compartilham regiões conservadas de motivos de 

folhas beta e são responsáveis pela hidrólise de ligação terminal de ácido siálico em vários 

substratos naturais, como glicoproteínas, glicolipídeos, gangliosídeos e polissacarídeos 

(Monti et al., 2002). As sialidases bacterianas agem sobre moléculas do hospedeiro e são 

apontadas como fator de virulência. Elas sequestram ácidos siálicos de glicoproteínas ou 

outros gliconjugados e podem transferir esses resíduos para a superfície celular do 

microrganismo contribuindo, dessa forma, para evasão do sistema imune e interação com 

células do hospedeiro (Vimr & Lichtensteiger, 2002; Vimr et al., 2004). Além disso, essas 

enzimas são estudadas como alvo vacinal em diversas doenças patogênicas (Taylor, 1996; 

Mattos-Guaraldi et al., 1998; Tai, 2006). 

A proteína SpaC, por sua vez, foi predita como uma proteína de parede celular 

(Tabela 6), porém, não apresentou peptídeo sinal (Anexo 1). Foi identificado em sua 

sequência, o domínio LPXTG de ancoramento a parede celular (Figura 9). O domínio 

LPXTG encontra-se no sinal de endereçamento celular C-terminal de proteínas de superfície 

de microrganimos Gram-positivos (CWSS – do inglês cel wall sorting signal) (Schneewind et 

al., 1993). Os precursores de proteínas de superfície são direcionados à via secretória de 

microrganismos Gram-positivos através do peptídeo sinal N-terminal (Bae & Schneewind, 

2003). Então, o CWSS contendo o motivo LPXTG, ou outra sequência de reconhecimento, é 

reconhecido por sortase que catalisa a clivagem entre os resíduos de Thr e Gly levando ao 

ancoramento do novo resíduo Thr C-terminal à parede celular (Ton-That & Schneewind, 
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2004). Regiões hidrofóbicas e resíduos positivamente carregados de CWSS retem a 

proteína translocada na membrana plasmática até que o substrato seja reconhecido por 

sortase (Schneewind et al., 1992). A presença do domínio LPXTG bem como a localização 

na parede celular é condizente com os dados na literatura quanto às proteínas homólogas à 

SpaC, uma adesina presente na extremidade de pili e envolvida com a aderência à células 

do hospedeiro (Mandlik et al., 2008). De acordo com o exposto, seria esperada a presença 

do peptídeo sinal N-terminal, o que não ocorreu de acordo com a predição realizada pelo 

SignalP. Uma possibilidade é que a sequência depositada no GenBank apresente um start 

codon upstream ao sugerido e que este start codon upstream seja precedido de peptídeo 

sinal.  

Na busca por alvos vacinais, as proteínas secretadas ou proteínas de membrana são 

interessantes uma vez que fazem parte da interface parasito-hospedeiro. Estas proteínas 

podem interagir com o hospedeiro através da adesão às células do hospedeiro, invasão, 

multiplicação, evasão da resposta imune, danos ao hospedeiro e resistência aos estresses 

gerados pela célula do hospedeiro e (Bhavisar et al., 2007; Stavrinides et al., 2008; Sibbal et 

al., 2009; Simeone et al., 2009; Wooldridge et al., 2009). Porém, as proteínas intracelulares 

também podem ser expostas ao sistema imune do hospedeiro após a lise do microrganismo. 

Além disso, foi demonstrado por Lee e colaboradores (2009) que bactérias gram-positivas 

possuem um sistema de secreção por vesículas de membrana que medeia a comunicação 

intracelular e que pode ser capaz de expor proteínas intracelulares.  

As proteínas alvo deste estudo foram avaliadas também quanto à sua conservação 

em organismos representantes do grupo CMNR - C. pseudotuberculosis linhagens 1002 

(biovar ovis – isolada de caprino); 258 (biovar equi) e C231 (biovar ovis – isolada de ovino); 

Corynebacterium diphteriae HC02; C. glutamicum ATCC 14067; Mycobacterium tuberculosis 

SUMu007; Nocardia farcinica (strain IFM 10152); Rhodococcus pyridinivorans SB3094; 

Rhodococcus sp. (strain RHA1). Foi avaliada também a conservação das sequências em 

organismos eucariotos - gênero Ovis, Bos e Equs, que representam hospedeiros de C. 

pseudotuberculosis; Mus musculus, o principal modelo animal para estudo in vivo; e Homo 

sapiens.  

  Observou-se que as sequências são conservadas em alguns organismos do grupo 

CMNR avaliados e constatou-se alta identidade ao comparar-se as proteínas (PLD, PknG, 

SpaC, SOdC e NanH) da linhagem C. pseudotuberculosis FRC41 com as sequências das 

linhagens 1002, C231 e 258 de Corynebacterium pseudotberculosis (Tabelas 7, 8, 10, 11, 

13; Figuras 12, 13, 14, 16, 17, 19). Além dos representantes de C. pseudotuberculosis aqui 

mostrados, essas proteínas também são conservadas nos outros genomas de C. 

pseudotuberculosis (dados não mostrados). Esta característica é interessante no que diz 

respeito ao desenvolvimento de vacinas ou drogas que visem a inibição da função protéica, 
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uma vez que estas proteínas podem representar potenciais alvos em diferentes hospedeiros 

e até mesmo entre biovares diferentes de C. pseudotuberculosis. 

 Já a avaliação da conservação das sequências em organismos eucariotos torna-se 

importante devido à possibilidade de reação cruzada com antígenos do hospedeiro devido à 

similaridade do antígeno vacinal com antígenos codificados pelo genoma do hospedeiro 

(Sette & Rappuoli, 2010). Observou-se que as proteínas PknG, SodC e NanH apresentaram 

conservação em sequências dos organismos eucariotos investigados com identidade de 

sequência por volta de 30% (Tabelas 9, 12, 14; Figuras 15, 18, 20) . Avaliando as regiões de 

maior conservação, percebe-se que, em alguns casos, os domínios conservados 

encontram-se nessa região. É o caso do domínio “proteína quinase” de PknG que se 

estende do aminoácido 111 a 347, estando inserido na região de maior conservação da 

proteínas (posição 1 a 369). Já no caso da proteína SodC, o “domínio de ligação Cu/Zn de 

superóxido dismutase” estende-se sobre a porções conservadas e não conservadas da 

proteína. A região de menor conservação de SodC é a porção N-terminal até o aminoácido 

de posição 70 (considerando a porção de peptídeo sinal). Em relação à proteína NanH, o 

domínio sialidase estende-se da posição 90 a 500, sendo esta, em sua maior parte, uma 

região de maior conservação da sequência. Em NanH, a região de menor conservação 

compreende os aminoácidos 432 a 519.  

 Uma possível abordagem futura seria a avaliação das porções não conservadas das 

proteínas PknG, SodC e NanH como alvo vacinal comparadas às proteínas inteiras, uma 

vez que até mesmo pequenos peptídeos podem ter potencial vacinal. Além disso, a resposta 

imunológica pode ser aumentada pela combinação de diversos peptídeos, adjuvantes ou 

outros imunógenos ou ainda pela fusão de diferentes epítopos (Hansson et al., 2000; Rogan 

& Babiuk, 2005). 

 Para o desenvolvimento de vacinas de subunidades, é importante que os alvos 

escolhidos apresentem epítopos envolvidos no desenvolvimento da resposta imune, o que é 

essencial para o desenvolvimento de uma vacina capaz de inibir infecção e doença. 

Avanços na bioinformática tem permitido a identificação de possíveis epítopos protetores 

(Rogan & Babiuk, 2005). 

 Linfócitos B e linfócitos T desempenham papel principal no desenvolvimento de 

resposta imune. As células B reconhecem epítopos de antígenos através da identificação 

por paratopos do anticorpo. Os epítopos de células B são classificados em epítopos lineares 

e conformacionais (Saha & Raghava, 2006). O mapeamento de epítopos lineares de células 

B pode ser feito por diferentes técnicas e tem sido o foco das pesquisas que buscam 

determinar epítopos de células B (Flower, 2007). Já as células T estão envolvidas na 

imunidade adquirida mediada por célula. O receptor de célula T (TCR) reconhece antígenos 

peptídicos que formam complexos com proteínas do MHC (do inglês Major 
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Histocompatibility Complex), que por sua vez, são expressas na superfície de várias células 

e no homem é chamado HLA (do inglês Human Leucocyte Antigen) (Klein & Sato, 2000; 

Ladner, 2007). O complexo HLA está localizado no cromossomo 6 e codifica mais de 40 

antígenos leucocitários (Klein, 1986; Klein & Horejsi, 1998; Forbes & Trowsdale, 1999). Os 

genes MHC são divididos em duas classes, I e II. Genes de classe I são expressos pela 

maioria das células, enquanto que genes de classe II são expressos por células B, células T 

ativadas, macrófagos, células dendríticas e células epiteliais do timo (Klein, 1986). Os 

peptídeos antigênicos podem ser conjugados ao MHC por duas vias, citosólica ou 

endocítica. A via citosólica geralmente ocorre em decorrência de vírus e bactérias 

intracelulares que tem suas proteínas degradadas no citoplasma e posteriormente 

conjugadas a moléculas MHCI. Esses peptídeos levam a ativação de linfócitos T-CD8. Já a 

via endocítica, ocorre em células apresentadoras ou células estimuladas por IFN-γ. Após 

fagocitose ou endocitose, os antígenos são degradados e conjugados a MHCII. A resposta é 

desenvolvida a partir de interação com células T-CD4 (Klein & Sato, 2000). As moléculas de 

MHCI, geralmente se ligam a pequenos peptídeos de até 9 aminoácidos. Já as moléculas de 

MHCII se ligam a peptídeos de tamanhos variados, de 11 a 30 aminoácidos, sendo que os 

peptídeos mais curtos e mais longos não são comuns (Rammensee et al., 1995). Apesar de 

as moléculas de MHCII permitirem a ligação de peptídeos de comprimento variados, uma 

região de 9 aminoácidos (core) no peptídeo é essencial para a ligação às moléculas de  

MHCII (Madden, 1995; Rammensee et al., 1995). A predição de epítopos de MHCII tem sido 

baseada nesse core de ligação de 9 aminoácidos. A predição de epítopos de MHCII é mais 

complicada devido à variabilidade de comprimento dos peptídeos (Klein & Sato, 2000). 

Neste trabalho, buscamos a avaliação quantitativa de epítopos de MHC de classe I, 

MHC de classe II e epítopos de células B, através dos softwares Mature Epitope Density - 

MED 1.0 Server, NetMHCII 2.2 e Bcepred, respectivamente. Esta avaliação foi realizada 

tanto sobre as sequências completas das proteínas, quanto sobre as porções de menor 

conservação em eucariotos das proteínas PknG, SodC e NanH. É importante ressaltar que 

os dados obtidos a partir das ferramentas disponíveis para predição de epítopos são 

referentes a alelos de HLA humanos e de camundongos, conforme descrito na metodologia. 

Dessa forma, elas devem ser interpretadas apenas com um indicativo do potencial 

imunogênico das moléculas investigadas. 

 Na avaliação de epítopos de MHCI, a proteína PknG foi a que obteve melhor 

resultado através da predição pelo MED. PknG obteve um MED score de 12,67. As 

proteínas PLD, SpaC, SodC e NanH tiveram um MED score entre 6 e 7 (Tabela 15). Em 

estudo onde foi avaliada a densidade de epítopos a partir do genoma de C. 

pseudotuberculosis 1002, o MED score variou até 16.26, sendo que os melhores candidatos 

vacinais apresentaram densidade de epítopos a partir de 9 (Comunicação pessoal). Dessa 
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forma, PknG teve um resultado acima da média, enquanto que as outras proteínas tiveram 

um resultado mediano na predição de epítopos de MHCI. 

 Para os epítopos de MHCII, foi calculada a porcentagem de epítopos de alta 

afinidade na sequência das proteínas. As cinco proteínas apresentaram porcentagens 

aproximadas de epítopos de MHCII de alta afinidade, inclusive a PLD que é a proteína mais 

estudada como fator de virulência de C. pseudotuberculosis (Tabela 17). 

 Quando investigada a distribuição de epítopos lineares de células B, observou-se 

uma distribuição homogênea destes epítopos ao longo das sequências das cinco proteínas 

(Quadros 1-5).  

 Ao serem avaliadas as porções de menor conservação das proteínas PknG, SodC e 

NanH, observa-se que houve um aumento na densidade de epítopos de MHCI (Tabela 16). 

Já a porcentagem de epítopos de MHCII manteve-se próxima a encontrada para as 

proteínas inteiras (Tabela 18). A distribuição de epítopos de células B manteve-se 

homogênea (Quadros 6-8). Estes resultados indicam que as porções de menor conservação 

das proteínas também podem ser consideradas candidatas vacinais. 

 Estes dados indicam que poderíamos classificar as proteínas alvo deste estudo 

como potenciais alvos vacinais, em especial a PknG, de acordo com as metodologias 

comumente adotadas para predição de alvos vacinais. Nos casos onde foi observada 

conservação em eucariotos, devem ser avaliadas as respostas geradas tanto pela porção 

completa da proteína quanto pela região de menor conservação. 

 Devido à importância dos processos nos quais as proteínas PLD, PknG, SpaC, SodC 

e NanH de C. pseudotuberculosis estão envolvidas e por serem potenciais alvos vacinais, a 

obtenção destas proteínas em larga escala representa um passo importante no 

entendimento das características e potencias destas moléculas. 

 Neste trabalho, buscamos obter estas proteínas a partir da expressão heteróloga em 

E. coli, que é um dos sistemas de expressão de proteínas recombinantes mais utilizados 

mesmo em escala comercial (Baneyx, 1999; Terpe 2006). Para a expressão das proteínas 

recombinantes em E. coli, primeiramente as ORF’s sintéticas de cada uma das proteínas 

foram construídas e clonadas no vetor pD444-NH (DNA2.0 Inc). O vetor pD444-NH foi 

selecionado por apresentar algumas características que levam à otimização da expressão 

da proteína recombinante. Este vetor apresenta o promotor forte T5 (Bujard et al., 1987), 

que é reconhecido pela RNA polimerase de E. coli, regulado pelo operador lac (lacO), 

induzível por IPTG, análogo de lactose não metabolizável por E.coli. IPTG se associa ao 

repressor lac (lacI), libera o operador lac (lacO) e permite a transcrição do gene de 

interesse. O controle da expressão por indução com IPTG é importante para evitar a 

expressão basal da proteína de interesse. Além disso, o vetor escolhido permite seleção por 

ampicilina e adiciona uma cauda de histidina (6xHis) N-terminal que possibilita a purificação 
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por afinidade da proteína em coluna de níquel.  Além disso, visando a otimização da 

expressão, as sequências das ORF’s tiveram os códons substituídos por códons 

preferenciais de E. coli (Anexo 1).  A frequência de utilização de códons por diversos 

organismos variam significativamente (Gouy & Gautier, 1982) e está relacionada com a 

concentração da população de tRNA correspondente na célula (Ikemura, 1981). Códons 

raros estão associados a baixos níveis de expressão devido a interrupção da tradução 

(Hayes et al., 2002), além de mudança de fase de leitura e incorporação de aminoácidos 

incorretos (Kane et al., 1992; McNulty et al., 2003). 

Foram avaliadas neste trabalho, cinco diferentes linhagens de E.coli para a 

expressão das proteínas (PLD, PknG, SpaC, SodC e NanH): OverExpressTM C41(DE3), 

OverExpressTM C41(DE3) pLysS, OverExpressTM C43(DE3), OverExpressTM C43(DE3) 

pLysS e BL21 StarTM (DE3).  Essas linhagens são derivadas da linhagem E. coli BL21, que é 

a linhagem hospedeira para expressão heteróloga mais comumente utilizada. Esta linhagem 

é capaz de replicar em alta taxa em meio mínimo e não é patogênica (Chart et al., 2000). 

BL21 é deficiente nas proteases ompT e lon, que poderiam degradar a proteína 

recombinante (Sorensen & Mortensen, 2005). As linhagens (DE3), derivadas de BL21, 

carregam o gene da T7 RNA polimerase do bacteriófago T7 localizado em seu cromossomo 

sob controle do promotor Lac (Grossman et al. 1998; Pan & Malcolm 2000). Isso permite 

que sejam utilizados sistemas de expressão baseados no promotor T7. O plasmídeo PlysS 

presente nas linhagens C41(DE3) pLysS e C43(DE3) pLysS, por sua vez, confere 

resistência ao antibiótico cloranfenicol e codifica a lisozima do fago T7, inibidor da T7 RNA 

polimerase, que reduz a expressão basal a partir do promotor T7 de plasmídeos não 

induzidos (Studier, 1991). O vetor utilizado neste trabalho (pD444-NH) é baseado no 

promotor derivado do fago T5, como exposto anteriormente, que é reconhecido pela RNA 

polimerase de E. coli., e não exigiria as funcionalidades relacionadas à utilização do 

promotor T7. Porém, as linhagens que permitem a expressão controlada pelo promotor T7, 

também permitem a utilização do promotor T5. Por isso, foi possível utilizar o banco de 

linhagens de expressão disponível em nosso laboratório para a expressão das proteínas 

recombinantes a partir do vetor pD444-NH. 

As linhagens C41 (DE3) e C43 (DE3) são mutantes desenvolvidos a partir da 

linhagem BL21 (DE3) selecionados fenotipicamente por conferirem tolerância às proteínas 

tóxicas. A linhagem C41 (DE3) tem pelo menos uma mutação não caracterizada que previne 

a morte celular decorrente da expressão de várias proteínas recombinantes tóxicas. Já a 

linhagem C43 (DE3), foi derivada da C41 (DE3) por ser capaz de expressar proteínas 

tóxicas que a linhagem C41 (DE3) não havia sido capaz de expressar (Miroux & Walker, 

1996). As linhagens C41 (DE3) e C43 (DE3) podem aumentar o nível de expressão de 
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proteínas de membrana e proteínas globulares (Miroux & Walker, 1996; Arechaga et al., 

2000).  

A linhagem BL21 Star (DE3) foi desenvolvida para conferir uma alta taxa de 

expressão de proteínas não tóxicas. Esta linhagem contem uma mutação no gene RNaseE 

(rne131), codificador da RNase E que tem a capacidade de degradar RNA. Esta mutação 

então confere maior estabilidade ao RNA mensageiro (mRNA) em sistemas de expressão 

recombinante (Lopez et al., 1999).  

 Neste trabalho, os resultados foram variados quanto ao desempenho de cada uma 

das linhagens comparando-se as cinco proteínas.  

 A proteína rPLD foi obtida a partir de todas as linhagens, tendo nível de expressão 

ligeiramente maior em BL21 Star (DE3) (Figura 22). Já a proteína rPknG, foi obtida através 

da expressão pelas linhagens C41 (DE3), C41 (DE3) PlysS e BL21 Star (DE3), tendo a 

última linhagem apresentado o maior nível de expressão (Figura 23). A proteína rSpaC, por 

sua vez, foi obtida por todas as células, exceto BL21 Star (DE3), em níveis de expressão 

aproximadamente iguais. Porém, a banda obtida apresentou um tamanho de 

aproximadamente 100kDa, acima do esperado que seria 86kDa (Figura 24).  É válido 

ressaltar que o SDS-PAGE não é um método acurado de determinação de peso molecular 

de proteínas. O peso molecular estimado através de SDS-PAGE pode se diferenciar 

consideravelmente do peso real. Alguns fatores podem afetar a migração em SDS-PAGE 

como hidrofobicidade, carga, substituição de aminoácidos, entre outros (Hames, 1990; 

Fasano et al., 1984). 

A proteína rSodC foi obtida a partir da indução em todas as linhagens, exceto C41 

(DE3) (Figura 15). A linhagem C41 (DE3), no entanto, foi a que apresentou maior nível de 

expressão de rNanH, que também foi obtida pelas linhagens C43 (DE3) e BL21 Star (DE3), 

porém, em menor nível (Figura 26). Com exceção de rSpaC, as bandas observadas após 

SDS-PAGE correspondentes a todas as proteínas atingiram o tamanho esperado. 

 Em todas as linhagens nas quais foi constatada a produção das proteínas 

recombinantes, pode-se perceber, comparando-se o tempo 0 e o tempo 5 de expressão, 

que não houve expressão basal, indicando que o promotor foi finamente regulado pelo 

indutor (Figuras 22-26). 

 Avaliando-se a cinética de expressão nas linhagens selecionadas para cada uma das 

proteínas, percebemos mais uma vez a ausência de expressão basal e além disso, um 

aumento gradual do nível de expressão no decorrer do tempo. Porém, não há grande 

diferença no nível de expressão entre os tempos 4 e 5 de expressão, indicando que após 5 

horas o nível de epressão é estabilizado e este seria o tempo suficiente para expressão com 

o protocolo adotado, com temperatura de 37ºC e indução por 1mM de IPTG (Figuras 27-31).  
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 No teste de solubilidade, as proteínas recombinantes foram encontradas na fração 

insolúvel (Figuras 32). A superprodução de proteínas no citoplasma da bactéria pode levar a 

formação de proteínas insolúveis formando agregados que são chamados de corpos de 

inclusão com perda de conformação da proteína (Baneyx, 1999). A formação de corpos de 

inclusão provavelmente ocorre devido ao esgotamento do sistema de chaperonas durante a 

produção de altas densidades de proteína heteróloga. As chaperonas são responsáveis pelo 

correto enovelamento e degradação proteolítica de proteínas com má formação (Kurland & 

Gallat, 1996; Mergulhão et al., 2005). A formação de corpos de inclusão pode ser positiva no 

sentido de indicar uma alta produção da proteína e por proteger a proteína de degradação 

proteolítica. Além disso, a obtenção na forma insolúvel pode ser um método viável para a 

produção de proteínas tóxicas para as células (Misawa & Kumagai, 1999). Porém, a 

expressão de proteínas em corpos de inclusão exige uma etapa de re-enovelamento após a 

purificação para que adquira sua forma biologicamente ativa o que pode inviabilizar a 

produção de grandes quantidades da proteína biologicamente ativa (Baneyx, 1999). Para 

reduzir a formação de corpos de inclusão, algumas estratégias podem ser adotadas como a 

coexpressão de chaperonas, diminuição da taxa de expressão por redução da temperatura 

e alteração das condições de cultivo, como o pH (Terpe, 2006).  

 Visando a obtenção das proteínas recombinantes em sua forma biologicamente 

ativa, alterações no protocolo de expressão foram testadas em colaboração com o 

Laboratório de Biologia Molecular da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho” – Unesp, sob coordenação do Prof. Dr. Raghuvir Krishnaswamy Arni. Foi adotado um 

protocolo com temperatura reduzida (25ºC) durante um período maior de tempo (10 horas) e 

com uma concentração menor do indutor (IPTG 0,2mM). Essas alterações foram adotadas 

com a finalidade de reduzir a taxa de expressão e obter a proteína recombinante na fração 

solúvel. A proteína recombinante que obteve um maior nível de expressão adotando-se este 

protocolo foi a rPknG, se comparada às outras quatro proteínas alvo deste estudo (dados 

não mostrados). Além disso, a PknG foi a que apresentou  melhores resultados na predição 

de epítopos. Dessa forma, rPknG foi selecionada para ser purificada neste trabalho também 

em colaboração com o Laboratório de Biologia Molecular da Unesp. 

  A purificação foi conduzida primeiramente em coluna de níquel (Ni-NTA), o que é 

possibilitado pela presença da cauda de histidina na proteína recombinante. Esta etapa foi 

seguida de uma purificação por troca iônica em coluna mono-Q e gel filtração em sistema 

AKTA purifier. Desta forma, foi possível obter a proteína rPknG purificada e de forma solúvel 

(Figura 33). A expressão da rPknG foi confirmada com sucesso por Western blot da fração 

purificada utilizando anticorpo Anti-His (Figura 33). 
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 Tendo obtido a proteína rPknG purificada e após a otimização da expressão das 

proteínas rPLD, rSpaC, rSodC e rNanH, será possível a avaliação dessas proteínas quanto 

à sua imunorreatividade, potencial vacinal bem como estudos estruturais.  
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7. CONCLUSÕES 

 

 A partir deste trabalho, foi possível a caracterização in silico das proteínas PLD, 

PknG, SpaC, SodC e NanH que indicou o potencial dessas proteínas como fatores de 

virulência e alvos vacinais. As ORF’s de cada uma dessas proteínas foram clonadas em 

vetor de expressão pD444-NH (DNA2.0) e foi avaliada a expressão das proteínas 

recombinantes em cinco diferentes linhagens de expressão de E. coli. A partir disso, foi 

indicada a melhor linhagem para expressão de cada uma das proteínas. As proteínas rPLD, 

rPknG, rSodC e rNanH foram expressas com o tamanho esperado, porém, não foi possível 

obter rSpaC com o tamanho correto. O protocolo de expressão foi otimizado para obtenção 

da proteína rPknG em forma solúvel, o que foi seguido de sua purificação e confirmação por 

Western blot.  A caracterização e obtenção dessas proteínas por expressão heteróloga é um 

importante passo para o estudo de diversas estratégias de controle da LC e representa um 

dos primeiros estudos de obtenção de proteínas de C. pseudotuberculosis através de 

sistema de expressão heteróloga. 

 

 

8. PERSPECTIVAS 

 

Temos como perspectiva a expressão das proteínas rPLD, rSpaC, rSodC e rNanH de 

forma solúvel, bem como a purificação de cada uma delas, avaliação de antigenicidade, 

avaliação da resposta imune gerada por elas em cultura de macrófagos e ensaio vacinal em 

modelo murino. Além disso, temos a perspectiva da elucidação estrutural dessas proteínas.  
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10. ANEXOS 

 

Anexo 1 – Sequências das ORF’s pld, pkng, spac, sodc e nanh otimizadas com códons 

preferenciais de E. coli. 

 

Anexo 2 - Predição de peptídeo sinal das proteínas SpaC, SodC e NanH. 

 

Anexo 3 – Alinhamentos de sequência. 

 

Anexo 4 – Representação esqiuemática das plasmídeos de expressão 
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Sequência otimizada – ORF pld 

ATGATCATCATGGCCATTATGCTGCCGGTTGGCAACGCAGCGGCAGCTCCGGTTGTGCATAATCCGGCTTCCACCGCGAATCG

CCCGGTCTACGCGATTGCCTCGCGCGTTCTGACCACCCAGGGTGTGGACGACGCCGTGGCGATCGGTGCGAACGCACTGGAGA

TCGACTTTACCGCGTGGGGCCGTGGTTGGTGGGCAGACCACGACGGCATCCCGACCTCTGCCGGTGCGACGGCCGAAGAGATT

TTCAAGCACATCGCAGACAAACGTAAACAGGGCGCGAACATTACTTTTACCTGGCTGGATATCAAAAATCCGGACTATTGTCG

TGATGCGCGTAGCGTCTGCAGCATTAATGCGCTGCGCGACCTGGCGCGTAAGTATCTGGAACCAGCGGGCGTGCGTGTTCTGT

ACGGCTTCTACAAAACCGTCGGTGGTCCGGCATGGAAAACGATTACGGCAGATCTGCGTGATGGTGAGGCTGTTGCGTTGAGC 

GGTCCGGCTCAAGACGTGCTGAACGACTTCGCACGCAGCGAGAACAAGATTCTGACCAAGCAGAAAATCGCGGATTACGGTTA

TTACAACATTAACCAGGGTTTCGGTAATTGCTACGGTACCTGGAACCGTACGTGTGATCAATTGCGTAAAAGCAGCGAAGCCC

GCGATCAAGGTAAGCTGGGTAAAACGTTTGGCTGGACCATCGCGACCGGTCAAGATGCACGTGTCAATGATTTACTGGGCAAG

GCAAATGTCGATGGCCTGATTTTTGGCTTCAAAATCACTCATTTCTATCGTCACGCGGACACGGAGAACAGCTTTAAGGCTAT

TAAGCGCTGGGTAGACAAGCATAGCGCGACCCACCACCTGGCGACGGTGGCCGATAATCCTTGGTAAGGT 
 

Sequência otimizada – ORF pkng 

ATGGAAGATGATCTGAGCGGTCTGCTGAACGACCTGAGCAGCATTCAAAAGGACACTGATACCGACGCCCGTTCGCGCGAGAA

ATCCATTAGCACGTTCCGCTCTCGTCGTGGCACCAACCGTGATGACCGTACCGTTGCGAATGGTATGGTCACCCTGCCGTTCA

TTCCTGTCTCGACGGCAGAGGAAATGCTGAAAGACGATGCCTACATTGAGCAAAAGGGCCTGGAGAAGCCGCTGCTGCACCCG

GGTGATATCCTGGCAAACCAATACGAAGTGCGCGGTGTGATTGCCCATGGTGGCATGGGCTGGATCTATGTTGCGTCTGACCG

TAACGTGAGCGGTCGTGTCGTCGTGTTGAAAGGCATGCGCGATAAAGCGAACGCGAATCCGCACGATTACGGTGCAGCCGTTG

CGGAGCGTGAGTTTCTGGCGGACATCACGCACCCTGGTATCGTGAAAAGCTACAATTTCATTGACGACCACAGAGTTGAGGGT 

GGCTTCATTGTTATGGAGTATGTTCCAGGTCCGTCCTTGGCAGACCGTCGCAAGGAACAGCCTGGCGGCTTCTTCAGCATCGA

TATTGCGATTGCTTACATCCTGGAGATTCTGCCGGCATTGGACTATCTGCATAGCCGCGGTGTCGTGTACAATGATCTGAAAC

CGGACAATATCATTGTCGCTGAGGACCAAGTGAAGCTGATTGACCTGGGTGCTGTAAGCGGCATCGGTGCGTTTGGTTACATT

TACAGCACGAAAGGCTTTCAGGCACCGGAAGTTGCGACCGATGGTCCGAGCATCGCAAGCGACATCTATACCATTGGTCGTAC

GCTGGCGGCTCTGACCGTTGATCTGCCGAGCGCGGATGGTGTCTATCTGCCGGGCATCCCGTCCCCGGACGAAGAGAAACTGT

TCGCCCAGAATTTGAGCTTCTATCGCCTGCTGCGTCGCTGTATGAGCAGCGATCCGGCGAAGCGTTTTGCGAGCATCCGTGAA

TTAGAAACGCAACTGTTTGGCATTCTGCGTGAATACTTAGCACTGGCCGAGCACCGCCAATTCCCGGCACAGCACAGCCTCTA

TAGCCCGCAGCGTAGCACCTTTGGTACGAAACACATGGTCTTTCGTACGGACCAGCTGATCGATGGCATTGAGCGCAACGTTC

GTATTACCAGCGAGGAAGTTAACGCCGCGTTGCCGGTCCCGCTGCTGGATCGTACCGATCCGGGTGCGATTCTGATTAGCGGT

GCCAGCTACGCGGAACCGAGCCAGACCCTGCAAACGCTGCGCGACGCGATGGCACAAGAAGAATTTGCGAATAGCAAAGAAAT 

CCCGTTGGGTGTTGTGCGTACTCTGCTGGACCTGGGTTTTATCGATGAAGCACGCAGCTGGCTGGACACTCTGGATGCAACCC

TGTCTGACGACTGGCGCCATCAGTGGTATTCTGGTGTGACGAGCCTCTTCCTTGACGACTACGTGATGGCGCAGCGCCATTTC

AATGAAGTTTACAATATCCTGCCGGGTGAGGCCGCACCGAAACTGGCGCGTGCGGCGGTCTGCGAGATGCTGCTGCAAGGCAT

GGGCATGGATAGCACCCCACTGCTGTCCCCGGATACCGCCGTTAGCGCAGCGGAGCTGAAGGGTAACACCATCGGTATGTGGT

CAGAGCTGACCAAGGACCCGGAGACTTTGCGCTTCAAGGCATTGTACCTGTATGCGCTGGTGTGGCGTACCAACCCGACCACC

GTGTCCTCCGCTTTCGGCCTGGCGCGTCAGCTGGTCGCGGAGAACCAAGTGGACCTGGCTGTTAGCACCCTGGACCAAGTGCC

GCAGAACTCCACGCATCGCCGCATGGCCGAGCTGACGGCGATTTTGCACCTGATCAGCGGTGACCTGAGCGAGAGCCGCATCC

GTCGTGCCGCACGTCGCCTGGAGTCGATCCCGACGAATGAGCCGCGTTTCCTGCAGATCAAGATCGCGATTATGAATGCGGCA

CTGACCTGGCTGCGTCAGAGCCGTTTGGAAGCTGCTGCCGCCGATAACGATCTGTTTGACTACCGTTTCACCCAGGTTGGCCT

GCGTACCGGCCTGTATGACAGCCTGCGTCTGCTGGCGCGTTCTGCGCCAAATGTTCATCACCGCTATACCTTGGTGGATATGG 

CGAACCAAGTCCGTCCGATGACGTGGTTTTAAGGT 

 

 

Sequência otimizada – ORF spac 
 

ATGAAAGTCGAGATTCGTTTTCAGACGGGCAGCAAAATCAGCACTCCGTCTACCCCGAGCGTGTATGTTAATGGCTGCGTCGA

AGAATTCGAGAATACCGAGCCGATCGCCCCAATTCCGCCGGTAGGTCCGTCGGTTGATCCGACGGTTTGTAGCCCGAACGCCG

AGGCAAAAGTCTGGATCGGCATGAGCCAACACACGAATCGTGGTGAAACGTTTAACGACCGCAATAGCACCGATCTCTACGTT

CAATCGTTCAATCGCAATACCGGTCTGGATGAGTTCAAACCGGTGGGTGCGCGCACGCCGTGGGTTTACAATGCAATGGCGTA

TAATCCGAAAGAGGGCTACATCTATGCCATTAGCCAGGGCCGTTTGAAAACCCTGCAGTCTAGCAAGCTGCGCATCTACGACG

AAGATCCGAACTATCCTGCGGGTCATCTGCTGCAAATTTCCCCGGTCAATGCCGGCGTGAAAGATCTGGGCGCTATTATCGGT 

TTGAATGGCTCCCGTCTGACTGCATGGCCGAACGACCTGTGGGGTGGTATGACGTCCGGTATCATTGACGGTAATGGCCGTTA

TCTGGTATCCAACAGCAGCCAGAGCGGTACCCACAACTTGTACACGCTGGACCTGGACACCCGTCTGGCGACCGTGGTCGCGT

CTAACACCGCGTTTTCGAACGATTATACCAGCACTGGTAAAACGGACAGCAACTATGTTTGGGGTATTAAGAATAGCTCCAAC

CCAGCCGTGCTGGAGCGTATCGATGTGCGCGATGGCAGCCGTAAAGAATTTAGCCTGGACGGTGTCAAGGATCCTCTGGGCCA

GAACGTGGAGAAAGGTATTTACGGCACGGCGTGGACTTACGGTAACGGTAGCCTGGGTTTCGGTAATAACGCGACGGGTAGCG

TGTACCAGATCGACATTGGCAACGAGTCCGGTACCACCATCGACGATCTGCATCTGAAGATTGTGGCGAAGCGTAAAGGCCCG

ACCAGCCAAAACAATGATGCAACGTCTAATGGTATTTTGAGCCCGGTGATCACGGACTTAAAAGTTACCAAGAAACTGGAGAA

GATCGAGGGTAACCAAGTTAGCTGGACGATTACCGTTGAGAACGTCGGCCCGTGCCCGAGCAGCGGTTTCACCCTGCAAGATG

TTGTCCCAGAGGGCTACGCTGAAGTTAAGGGTGATCCGCAGAGCAATGGTTGGTATCAAGATATCAGCGTCAACGGTAACGTT
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ATCAACGCCAGCCATGGCCCGATTGCTGTCAATGAGAAAGCGACGTACAAGGTTACCGCAAACCAGAGCATTAGCAATAATGA 

GAAGTGTCTGCAAAATACCGCGAGCATCTACGCCAATGAAAAAGATCTGATTGAGGACAATAACGTCGCGTCTGATGGTGCGT

GTATTCCGGCAATCACCAAAACCGTTGTGGACCAGAATGGTGACGAGAAGATTGATGGTCAAGACGGCAGCGTGGCTGCGGGC

AACGGCCTGCGTAAGGTGACCTACAAAATTGAAGTGAAAAACCCGAAAGGTTTTCCGGAAACTAAATACAGCTTGACGGACAC

CCCGCAGTTCGCGGATAGCGTGAAGCTGGAGCGCCTGAAAGTCATCAGCGACTATGGTAAGAAGAATCAAGAAGTGCAGGCAG

CTGACATCTCTGTCAACGGCTTGGTGCTGGCCGAAGATGGCACCCCGATCGAGGGCAACGCAAGCAAAGATACCGTGCACACC

TACATGGTCGAGGCGTTTTACAGCGGTCCGGAAAGCTCAGCACACGACTCGACGGACGAATGCAAGGACTCCACGCCGAAATT

CGGTCTGTTCAACAGCGCGAAGCTGAAGGTCGGTGTGAGCGAAAAGACCAGCGAGGGCTGCGCCCCAATCGTTCGCAATGTGC

CGATTAAGATTCAGCTGAAAAAAGTTGACGCGGAGAACAAGGAAACCGAGCTGCAAGCAACCTTCGAGCTGTACCGTGTCTCT

GATGGCGGCAAGGTCGCGACCCTGCAACCTCGCCCAAACCAGCAAGAGCAGACCGAAGTCGAACCGGGCAAGTATCGTTTGAT

CGAAACCCAGAGCCCGGTTGGTTACCAGCTGCTGCCGCGTCCTGTGGAGTTTGAAGTTACGCGTACGGCGGACGGTAAGGCCG 

ACGTGACCATCGACGCGGCATCCTTTCCGCTGAGCAAGTCCGCAGACCAGGGTAAGGACCCGAACCTGGTTATTCTTACCGTC

GCTGATGTTCGCGTTGGTACTCTGCCGAAAACCGGTGGCCACGGTGTGGCGATCTATCTGGTTATGGGCGTGCTGCTGGTTCT

GGTTGGTGTTAGCTGGAGCTTGTATCGTAATCAACTGATTAGCAGCTAAGGT 

 
 
Sequência otimizada – ORF sodc 

ATGCTGCGTGCTGCTGTTGCTCTGGTTGGTGTTTCTTCGATCGCGGTTCTGTCCGCGTGTAGCAGCAGCACTACCACGAAGGA

TAGCGCAGACAAAGCGATGACCAGCGCAGCGAGCACCGCGAGCAACAGCCACGCATTCGCGACCGCGGAGCTGAAGAATCAGA

GCGGCGAGGGTGTGGGCATGGTCGAGTTTTCCAAAACGGCAGCCGGCACGAAGATTACGGTGGACGCAAAGGGCCTGACCCCT

GGTTTTCATGGCTTTCACGTGCACGACAAAGGTGTCTGCGAGGGTAACTTCAAAAGCGCGGGTGGCCATCTGCATGGCAAAAA

TCAACCACACGGTGATGGTTATCACCCGCACGCCGGTGATCTGCCGAGCCTGCTGGCTAATGCAGACGGCACCGCCCATCTGG

AAGTGGTTACCGATGCGGTGGATGAAGATCTGCTGTTCGGTGCGGACGGCACCAGCCTGATTGTCCACGAGGGTCGCGACAAC 

TACGCGAATATCCCGCAGCGTTACGCCCCGAACGGTCCGGACGAAGAAACGTTGAAAACGGGTGACGCGGGTGCACGCTTCGC

GTGCGGTGTCATCACCAAGAAGTAAGGT 

 

 
Sequência otimizada - ORF nanh 

ATGGCACTGGTCACCCTGACTGCAGCACTGGCACTGACGACCCAAGGTCTGACCGCGCCAGCGACTCTCGCTGAAGAGGGCAG

CACCATTGTCCCAGCACCGATCGACAACAATGGTCTGTTTGATGCAGCCCCGCCGGCACCGGTCGCGCGTGGCGCGGTGGGTG

AGGGTAAACTGCCTGACCCGGTCACCAGCGAGTTTTTCGATAGCAAGGTTATTCGTGACGTTGACCCGGCGGGTCAGCGTTGT

TTCCGTATCCCGGCGATCGCGACCGCTGTTGACGGCACCCTGCTGGTCGCGTTCGATAATCGCTATGGTCCGGACGCTCAATC

ACGCACCTGGTGCCGTGATGCCCCGTATGAGAATACCAAGCGTAATAGCCGTGAGAAACAGACGGACATTGAGATCTACCGTT

CCCACGACAGCGGTAAGAGCTTCGAGGAAGGCGACTTTATTGCTAAAGGTACCGAGGATCCGCGCGATTTGAGCTACACCGAC 

CCGAGCATCGTGGTTGATCACGAAACGGGCAAGATTTTTGCGGTGTTCGTGCGTGGTTACGATTACCGTTTCTTCGATGCGAC

GGCGGGTGTTAACCGCGGCTCCGTTGAGGATCCGATCCAAAAACGCAGCGTGCAGGACACGGTGATCATTGAGAGCAACGACA

ATGGCCAGACGTGGGGTAACATGAAACTGCTGAGCGAGTTGACCGAGAAGATCAAGGTACGCCATAAGCCGGGTCAAGAGCTG

GCGGGTCGCGGTCGCTTTGCGACGTCTGGTAATGGCATCCAGCTGAAGTATGGTGAGAATGCCGGTCGTCTGTTGTTTCCGAT

GAGCGTTCACTACAGCCCGAACGGTGCGGGTGCAGTCGCGAACGTCGCTCTGTACTCCGACGATCACGGTGCTACCTGGAACG

TCGGTCAAGGTGTGGGCGGTGAGGGCGAAACTAATGGCGACGAGAACAAGCTTGTGGAGCTGTCTGACGGCCGTATTATGATG

AATAGCAAGAGCACGGGCTCTAACCCGAGCAATCCGCGTGGTGCGGAGCGTTGGCGTAGCTATAGCGAGGATCAGGGCGAAAC

CTGGTCGAAACCGGAGCCGGTGATCGTTGCCCCTCCGCAGCACCCGCTGCAGCGCAACACCGGTATTAACGTGAGCCTGATTA

AGGCGTATCCGAGCGCGCCAGAGGGTAGCGCAGCCGCCAGAGTGTTATTGTACTCGGCACCGATTGATACTCGTATCAAAGGC

GAGTACGGTCAAGACGGCCGTAGCAATGGTTGGGTGATGGCGAGCTGTGACGATGGTCGTAGCTGGACCCATGGCCGCCAGAT 

TGAGGCCGGTCGTTTTCAATATAGCGTCATGACCCCGATGGCGGACGGCAACATTGGTATGGTTTACGAGAGCGGCGATAAAG

AGCGTGGTATGACGCTGAAATTCGCCAAGTTTAACATGGCGTGGCTGGGTGCGGACTGCTTGAGCAACAAAGCGCTGGGTATT

ACCGATCTGCCGGACCCAGCGCTGGCAAAAGCTATCGAAGATGCCAAAGCGGCCACCGCAAAAGCGGAAGAAGCGACGGCGAA

TGTCCTGAAGCTGACGAAAGAACTGGAAGAGGCAGAGCTGGAGAATGAAGAACTGGCCCAGGCTCTGGCAGAGGCGAAGTCTG

CCGCGCAAGACGCTATCGCGGCAGCCGAAGAAGCGAATGCGCGCGTTAAAGCAGCCGAAGGTGCAACCATCGAAGCGGAAGAA

GCGGCAATGAAGGCAGAGAATGAAGCAAAAGCGCTGGCGGAGCAACTGGCCAAGGTTGAAGCGGAACTGGCAAACAGCCAGGA

CCAGGCTAAAGCTTTGGCTGAGGCCAAAGAAGCGGCGGAGATTGCGCGCAAAGCAGCAGAAGAAGCCCTGAAACTGGAAAAAG

AGAAGTCCGGCAAGGCTGGCGGTACGGATAACACCGAAAACAAGGGCTTCTGGCAAGAACTGCTGCGCATTTTCCCTGGTTTT

GCGCCGATCTTCAGCTTCCTGGCGTCCATCTGGGGCGGTATGCAGAAGTTGCTGGCGTTTTAAGGT  
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ANEXO 2 

 

Predição de peptídeo sinal das proteínas SpaC, SodC e NanH 
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Predição de peptídeo sinal da proteína SpaC através do SignalP 4.0. 
 

 

 

Predição de peptídeo sinal da proteína SodC através do SignalP 4.0. 
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Predição de peptídeo sinal da proteína NanH através do SignalP 4.0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

124 
    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 3 

Alinhamentos de sequências 
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Alinhamento da proteína PLD de C.pseudotubercculosis FRC41 com sequências de microrganismos do grupo CMNR 
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Alinhamento da proteína PknG de C.pseudotubercculosis FRC41 com sequências de microrganismos do grupo CMNR 



 

127 
    

 



 

128 
    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

129 
    

 Alinhamento da proteína PknG de C.pseudotubercculosis FRC41 com sequências de organismos eucariotos 
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Alinhamento da proteína SpaC de C. pseudotubercculosis FRC41 com sequências de microrganismos do grupo CMNR 
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Alinhamento da proteína SodC de C.pseudotubercculosis FRC41 com sequências de microrganismos do grupo CMNR 
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Alinhamento da proteína SodC de C.pseudotubercculosis FRC41 com sequências de organismos eucariotos 
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Alinhamento da proteína NanH de C.pseudotubercculosis FRC41 com sequências de microrganismos do grupo CMNR 
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 Alinhamento da proteína NanH de C.pseudotubercculosis FRC41 com sequências de organismos eucariotos 
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ANEXO 4 

Mapa dos plasmídeos pD444-NH:pkng, pD444-NH:spac, pD444-NH:sodc  

e pD444-NH:nanh 
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Representação esquemática do vetor pD444-NH contendo o inserto pkng (pD444-NH:pkng). 

 

 

 

Representação esquemática do vetor pD444-NH contendo o inserto spac (pD444-NH:spac). 
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Representação esquemática do vetor pD444-NH contendo o inserto sodc (pD444-NH:sodc). 

 

 

 

Representação esquemática do vetor pD444-NH contendo o inserto nanh (pD444-NH:nanh). 


