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RESUMO

Corynebacterium pseudotuberculosis € o agente etiologico da linfadenite
caseosa (LC), uma doenga cronica que acomete 0s pequenos ruminantes. Esta
patologia é caracterizada pelo desenvolvimento de abscessos que levam a perda
na producdo e descarte de produtos animais. Apesar da ampla distribuicdo
mundial da LC e de intensas pesquisas laboratoriais, a imunoprofilaxia contra a C.
pseudotuberculosis ainda néo € eficaz na reducéo da incidéncia da doenca. Uma
das estratégias vacinais propostas e utilizadas para tentar resolver esta questao €
a busca por antigenos candidatos baseada em estudos realizados com
microrganismos filogeneticamente proximos. Testes vacinais com o0 antigeno
Hsp65 (Hsps; Heat Shock Proteins) de Mycobacterium leprae demonstram que a
potente resposta imunoldgica gerada ap0s a imunizagdo confere prote¢do apos o
desafio com Mycobacterium tuberculosis, que € uma bactéria cuja patogenia é
muito semelhante a de C. pseudotuberculosis. Nesta dissertacdo, o gene hsp60
de C. pseudotuberculosis foi isolado e caracterizado, a fim de ser utilizado na
construcdo de vacinas de subunidade protéica e de DNA. As analises das
sequéncias revelaram que a fase de leitura aberta é composta de 1626 pb,
codificando um polipeptideo de 541 aminoacidos. Este gene esta organizado em
operon no genoma da C. pseudotuberculosis, o qual é composto também pelo
gene hspl0, e apresenta uma repeticdo de histidinas na por¢do C-terminal. Estas
sdo caracteristicas da copia 1 das proteinas Hsp60 de espécies do género
Corynebacterium, que apresentam em geral 2 copias do gene hsp. Para a
construcdo das vacinas, a sequéncia codificadora do gene hsp60 foi clonada em
vetores de expressdo para procariotos (pProEx) e para mamiferos (pVAX1).
Camundongos BALB/c foram entdo imunizados com a proteina purificada
associada ao adjuvante de Freud ou com a vacina de DNA. Ambas as
imunizag@es induziram niveis significativos de anticorpos: IgG, IgG1 e IgG2a. Os
animais imunizados com rHsp60 produziram niveis altos de interleucina (IL)-10, o
que sugere a inducéo de uma resposta reguladora. Apds o desafio com 10° UFC
de uma linhagem virulenta de C. pseudotuberculosis, todos os animais vieram a
Obito em duas semanas. Estes resultados em conjunto sugerem que o sistema
profilatico adotado falhou em gerar uma resposta imunoldgica celular efetora,
necessaria para a prote¢ao contra a infecgéo por C. pseudotuberculosis.



ABSTRACT

Corynebacterium pseudotuberculosis is the etiological agent of caseous
lymphadenitis (LC), a cronic small ruminants disease. This pathologie is
characterized by the abscess development which leave to production and discart
losses of animal products. This disease has a broad world distribution and it has
received intense laboratory research; however, there is no an efficient avaiable
vaccine against this bacteria. One vacinal strategie that has been proposed and
utilized to resolve this problem is the search for candidate antigens; this solution is
based on studies with phylogenetic closed microorganisms. There are some
vacinal tests with the Hsp65 (Hsps; Heat Shock Proteins) Mycobacterium leprae
antigen. The imunization with it induces a potent immune response which confer
protection to Mycobacterium tuberculosis challenge. The patogenesis of this last
bactéria is very similar of the C. Pseudotuberculosis. In this work, the C.
Pseudotuberculosis hsp60 gene was isolated and characterized in order to develop
protein and DNA vaccines. Sequence analysis revealed an open reading frame of
1626 bp encoding a 541 amino acid polypetide. This gene is organized in the C.
pseudotuberculosis genome as an operon, which comprises another gene, the
hspl0, and the Hsp60 protein has an histidine repetitions at the C-terminal
sequence. These are characteristics of the Corynebacterium genus number one
copy Hsp60; normally, this genus has two copies of the hsp60 gene. To construct
the vaccines, the coding sequence of the hsp60 gene was cloned in procaryotic
and mammalian expression vectors. Purified protein associated with Freund
adjuvant and the hsp60 based DNA vaccines were used to immunise BALB/c mice.
Both recombinant protein-based vaccine and DNA vaccine induced significant
production of 1gG, 1gG1 and IgG2a levels. The protein vaccine only induced the IL-
10 production, which characterize a regulatory response. All the animals died after
the challenge with 10° UFC of a virulent C. psedotuberculosis Pus 6 strain. The
immunization with protein and DNA vaccine failed to protect possibly due to their
inability to elicit an efficient cellular immune response, which is necessary to
protect against C. pseudotuberculosis.
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1. INTRODUCAO



1.1. INTRODUCAO GERAL

Corynebacterium pseudotuberculosis é uma bactéria Gram-positiva,
parasita intracelular facultativa, causadora da linfadenite caseosa (LC) — mal do
carogo — em pequenos ruminantes (Dorella et al., 2006a). Essa doencga contagiosa
cronica se caracteriza pelo o desenvolvimento de abscessos em nodulos linfaticos
superficiais e em tecidos subcutdneos — a LC externa — e/ou em 6rgaos internos,
tais como pulmdes, rins, figado e baco, caracterizando a LC visceral (Merchant e
Packer, 1967, Piontkowski e Shivvers, 1998).

A LC é distribuida mundialmente e é prevalente em paises com grande
atividade de ovino e caprinocultura, tais como Australia, Nova Zelandia, Africa do
Sul, Estados Unidos, Canada e Brasil (Williamson, 2001; Arsenault et al., 2003;
Paton et al., 2003; Dorella et al., 2006). No Brasil, os Estados da Regido Nordeste
sdo os mais afetados, em raz&o de possuirem a maior concentracdo de rebanhos
ovinos e caprinos do pais (Ribeiro et al., 2001). Em Minas Gerais, apesar de ainda
possuir um rebanho reduzido, 84,3% dos produtores relataram ter problemas com
a patologia (Faria et al., 2004).

A LC é associada com perdas econdmicas consideraveis. Entre estas,
incluem-se: a reducdo do peso de 1&, carne e leite, menor eficiéncia reprodutiva
dos animais infectados e condenacéao de carcacas e couro em abatedouros (Paton
et al., 1994, Arsenault et al., 2003).

O tratamento consiste principalmente no uso de antibigticos (Stanford et al.,
1998). Contudo, esta terapia € de alto custo e ndo representa uma estratégia
viavel, uma vez que as drogas ndo penetram na capsula dos abscessos (Alves e

Pinheiro, 1997; Piontikowski & Shivvers, 1998; Williamson, 2001). Portanto, o



controle da LC € baseado em manejos cujo objetivo é o de evitar a disseminacao
bacteriana. Alguns autores sugerem até mesmo uma estratégia mais agressiva,
envolvendo o abate de qualquer animal portador da infeccdo (Baird, 1997). A
imunoprofilaxia seria entdo a estratégia de melhor custo-beneficio para a
prevencdo da LC. Apesar de oferecerem certo grau de protecdo, a eficacia das
vacinas desenvolvidas até entdo ainda estd aguém do desejado e a severidade
das lesdes sao variaveis (LeaMaster et al., 1987, Holstad, 1989; Brogden et al.,
1990; Ellis et al., 1991, Eggleton et al., 1991).

Em razdo da necessidade de desenvolver vacinas protetoras e mais
seguras, diferentes estratégias vém sendo testadas como vacinas vivas
recombinantes e vacinas de DNA em caprinos e ovinos (Chaplin et al., 1999).
Estas estratégias utilizam principalmente o gene da exotoxina fosfolipase D (PLD),
o fator de viruléncia mais caracterizado da C. pseudotuberculosis. Apesar de este
antigeno induzir uma protecdo significativa contra o desafio por C.
pseudotuberculosis, a eficacia ainda é variada. Observa-se a diminuicdo do
namero e do tamanho dos abscessos e ainda o fato de que alguns animais
demonstram sinais clinicos de disseminagao bacteriana (Ellis et al., 1991; Paton et
al., 2003). Estas observagdes demonstram a necessidade de buscar candidatos a
antigenos vacinais que permitam a inducdo de uma imunidade protetora ideal sem
0S problemas apresentados.

A busca por antigenos imunodominantes de C. pseudotuberculosis vem
sendo realizada. Com este propésito, o uso de soro de animais infectados e a
pesquisa a partir de seqiiéncias genémicas e de andlises in silico sdo estratégias

promissoras. Dentro desta tematica, h& alguns anos nosso grupo tem se voltado



ao isolamento, identificagdo, clonagem e expressdo de sequéncias génicas
codificadoras de antigenos de C. pseudotuberculosis que poderdo contribuir para
a melhor compreensdo dos mecanismos utilizados por este microrganismo para
interagir, sobreviver e causar danos ao hospedeiro. Mais recentemente, nosso
grupo, com o apoio da FAPEMIG e em associacdo com a Rede Genoma do
Estado de Minas Gerais, deu inicio ao sequenciamento do genoma de C.
pseudotuberculosis. Este Projeto ainda estd em fase inicial e constituira uma
alternativa para estudos de genémica comparativa e a identificacdo de antigenos
candidatos a novas vacinas.

Neste contexto, certas proteinas altamente conservadas entre procariotos
tém sido descritas na literatura como antigenos imunodominantes em infec¢des
bacterianas: as proteinas do choque térmico (Hsps; Heat Shock Proteins) (van
Eden et al., 2005). Por isso, elas tém sido testadas quanto ao seu potencial como
antigeno vacinal, sendo que resultados expressivos foram alcangcados com a Hsp
de uma bactéria do grupo CMN (Corynebacterium-Mycobacterium-Nocardia), a de
Mycobacterium leprae (Silva et al., 2004).

Considerando que as Hsps séo proteinas altamente conservadas, inclusive
em relagcdo aos seus epitopos e ainda, considerando os resultados promissores
obtidos com a Hsp65 de M. leprae, a Hsp de C. pseudotuberculosis homodloga a
Hsp65 de M. leprae constitui um candidato potencial a ser utilizado como antigeno
vacinal. Assim, a proposta do presente trabalho foi a de isolar, caracterizar o gene
hsp de C. pseudotuberculosis homélogo ao hsp65 de M. leprae e avaliar o seu

potencial na construcao de vacinas de subunidade protéica e de DNA.



1.2. ESTRUTURA DO MANUSCRITO

O presente trabalho tem inicio com uma revisdo da literatura sobre o género
Corynebacterium e, em detalhes, sobre a bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis. Esta revisao bibliografica aborda aspectos da microbiologia e
da viruléncia de C. pseudotuberculosis e do seu papel no desenvolvimento da
doenca linfadenite caseosa em pequenos ruminantes. Em seguida, séo
apresentados o0s objetivos gerais e especificos do trabalho. Apés uma secado
detalhada sobre os materiais e métodos, sdo apresentados o0s resultados e
discussbes divididos em trés topicos principais: (i) o isolamento, clonagem e
caracterizacdo molecular do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis e do seu
operon; (i) Construcdo e a avaliacdo da resposta imunoldgica gerada pela
imunizacdo com a proteina recombinante Hsp60; e (iii) Construcdo e a avaliacao
da resposta imunoldgica gerada pela imunizacdo com a vacina de DNA baseada
no gene hsp60 de C. pseudotuberculosis. Finalmente, sdo apresentadas as

consideragdes finais e as perspectivas do trabalho.



1.3. REVISAO DA LITERATURA

1.3.1. Classificacdo do género Corynebacterium

O género Corynebacterium, originalmente criado para a classificacdo e
inclusédo do bacilo da difteria humana e outras espécies patogénicas para animais,
é extremamente heterogéneo. E classificado no grupo dos actinomicetos, do qual
também fazem parte os géneros Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus
(Dorella et al., 2006). Embora as espécies destes géneros, também denominadas
como grupo CMN, apresentem grande diversidade, algumas caracteristicas séo
comuns ao grupo, como (i) a organizacao especifica da parede celular, composta
principalmente de peptideoglicanos, arabinogalactano e acidos micolicos, e (ii) o
alto contetdo G + C do genoma (47-74%).

O grupo CMN apresenta muitas espécies de interesse médico/veterinario e
biotecnoldgico e, por isso, assumem um papel relevante no cenario econémico.
Entre elas destacam-se Mycobacterium tuberculosis e M. leprae, 0s agentes
etiolégicos da tuberculose e da hanseniase, respectivamente. Quanto ao género
Corynebacterium, destacam-se Corynebacterium diphteriae, Corynebacterium
jeikeium e Corynebacterium pseudotuberculosis, os agentes causadores de
difteria, infeccbes nosocomiais e linfadenite caseosa em caprinos e ovinos,
respectivamente (Mattos-Guaraldi et al., 2003; Tauch et al., 2005; Dorella et al.,
2006); e Corynebacterium glutamicum, altamente utilizada na producdo de
aminoacidos, como L-aspartato e L-lisina (Koffas e Stephanopoulos, 2005). Diante
da importancia destes microrganismos, genomas de bactérias pertencentes ao

grupo CMN ja tiveram a sua sequéncia resolvida ou estdo em andamento (tabela



1). Os dados obtidos a partir do genoma destas espécies filogeneticamente
relacionadas disponibilizam ferramentas Uteis para a analise comparativa deste
grupo, o que permite elucidar possiveis mecanismos comuns de viruléncia e

patogenicidade.

1.3.2. Estrutura gendbmica comparativa de  Corynebacterium

Quatro espécies do género Corynebacterium ja tiveram seu genoma
completamente sequenciado: C. jeikeium (Tauch et al.,, 2005); C. glutamicum
(Kalinowski et al., 2003); C. diphtheriae (Cerdeno-Tarraga et al., 2003); e C.
efficiens (Nishio et al., 2003). Estas espécies possuem genomas circulares,
contendo em média 3.000 kilobases e conteido médio de GC de 58%, podendo
ou ndo possuir plasmideos. Ilhas genémicas distribuidas nos genomas de todas
as corynebacteria ja seqlenciadas foram observadas, o que ressalta o grande
namero de eventos de transferéncia horizontal de genes (de la Cruz et al., 2000).
O seu contetdo génico médio é de 2.600 genes, e aparentemente existe uma
tendéncia a perda de genes em espécies patogénicas.

Andlises de compartihamento de genes apds o sequenciamento de C.
jeikeium por Tauch et al., em 2005, demonstraram que aproximadamente 52% dos
genes deste organismo (1.089) possuem provaveis ortélogos nos trés outros
organismos sequenciados, sendo que 17% dos genes (367) sdo compartilhados
por um ou dois dos organismos. Isto parece ser uma caracteristica do género, o

gue sugere uma estrutura gendmica conservada.






1.3.3. Corynebacterium pseudotuberculosis

Corynebacterium pseudotuberculosis, um importante patdgeno animal, € o
agente etiolégico da linfadenite caseosa (LC) — também conhecida como mal-do-
carogco — que acomete populacdes de pequenos ruminantes espalhadas por todo o
mundo, gerando perdas econOmicas significativas (Dorella et al., 2006). Essa
bactéria foi isolada pela primeira vez de um caso de linfangite em bovino por um
veterinario francés, Edmound Nocard, em 1888. Hugo Von Preisz isolou uma
bactéria similar de um abscesso renal de ovino, de onde derivou a denominacao
“Enfermidade de Preisz-Nocard” (Collett et al., 1994). A LC foi descrita pela
primeira vez na Austrdlia em 1934 por Churchward (Collett et al., 1994),
recebendo entdo a classificacdo atual apdés a observacdo de que as alteracdes
patolégicas em animais infectados por esta bactéria assemelham-se aquelas de

ovinos tuberculosos.

1.3.3.1. Aspectos microbiolégicos

Corynebacterium pseudotuberculosis € um patégeno Gram-positivo
intracelular facultativo que exibe formas pleomoérficas, que variam desde cocdides
a bastodes filamentosos medindo cerca de 0,5 um a 0,6 pm por 1 pm a 3 um em
tamanho. Esta bactéria ndo possui capsula, ndo esporula e é imoével; contudo,
possui fimbrias. E anaerdbia facultativa e as condigdes 6timas de crescimento sio
a 37°C em pH entre 7.0 e 7.2. Tem um crescimento inicialmente espacado na

superficie do agar e, em seguida, se organiza em coldnias opacas, de crescimento



concéntrico e de coloracdo creme alaranjado. O crescimento em meio liquido

desenvolve-se como depdsitos granulares (Dorella et al., 2006).

1.3.3.2. Propriedades Bioquimicas

O peptideoglicano da parece celular é baseado no &cido meso-
diaminopimélico (meso-DAP) e os acguUcares arabinose e galactose estdo
presentes em grandes quantidades. Cadeias curtas de acido micolico também sdo
encontradas (Jolly, 1965; Puech et al, 2001; Selim, 2001). As reacdes
bioguimicas de isolados de C. pseudotuberculosis variam consideravelmente,
principalmente em suas habilidades de fermentacdo. Todas as linhagens
produzem &acido, mas ndo gas, a partir de muitas fontes de carbono, incluindo
glicose, frutose, galactose, manose e sacarose (Merchant e Packer, 1967; Buxton
e Fraser, 1977; Jones e Collins, 1986; Holt et al., 1994). A reacdo bioquimica é
positiva para fosfolipase D e catalase, negativa para oxidase e € beta-hemolitica.

Linhagens isoladas de pequenos ruminantes geralmente n&o reduzem nitrato.

1.3.3.3. Susceptibilidade antimicrobiana

Os padrbes de susceptibilidade de C. pseudotuberculosis a agentes
antimicrobianos sdo muito variados, dependendo da fonte onde o isolado foi
obtido. Apesar disso, geralmente sdo susceptiveis a ampicilina, clorafenicol,
lincomicina, gentamicina, tetraciclina, penicilina G e sulfametaxazol-trimetropim
(Muckle e Gyles, 1982). De acordo com o0s autores, a concentracao inibitoria

z

minima (CIM) para todos os isolados é similar para os varios agentes



antimicrobianos. Contudo, a resisténcia a antibiéticos difere quando a bactéria se
encontra em determinadas condigdes infecciosas. Fernandez et al. (2001)
encontraram altos valores de CIM para varios agentes antimicrobianos em uma
analise de corinebactérias isoladas de mastite em ovelhas. Olson et al. (2002)
relatam que C. pseudotuberculosis é altamente resistente a qualquer droga

quando ha a formacéo de biofilme.

1.3.3.4. Taxonomia

Inicialmente, a classificagdo taxonomica de C. pseudotuberculosis foi
realizada a partir de caracteristicas morfolégicas e bioquimicas (Muckle e Gyles,
1982; Jones e Collins, 1986). A producédo de nitrato redutase foi usada por
Biberstein et al. (1971) para distinguir o biovar equi (isolado de cavalos e gado;
reducao de nitrato positiva) do biovar ovis (isolado de carneiro e cabra; reducao de
nitrato negativa). Posteriormente, outros autores chegaram a mesma conclusao
através de andlises do DNA cromossdmico por endonucleases de restricdo
(Songer et al., 1988); de polimorfismo de tamanho de fragmento de restricdo
(RFLP) do 16S-rDNA (Vaneechoutte et al., 1995; Sutherland et al., 1996; Costa et
al., 1998) e por eletroforese em gel submetido a corrente em campo pulsatil
(PFGE; Pulse Field Gel Electrophoresis) (Connor et al., 2000). Uma relacéo
proxima entre C. pseudotuberculosis e C. ulcerans foi sugerida pelo fato desses
organismos serem 0s Unicos entre as corinebactérias a produzirem fosfolipase D

(Groman et al., 1984; Buck et al., 1985). Além disso, algumas linhagens de C.

pseudotuberculosis e C. ulcerans podem produzir a toxina da difteria (TD).



Métodos moleculares, incluindo hibridizacdo de acidos nucléicos e analises
de sequéncias do gene de rRNA 16S, foram utilizados para determinar o grau de
relagdo entre diferentes espécies e linhagens de corinebactérias (Riegel et al.,
1995; Takahashi et al., 1997; Hou et al., 1997; Khamis et al., 2005). Dois estudos
independentes concluiram que C. pseudotuberculosis esta proximamente
relacionada com C. ulcerans (Hou et al., 1997, Takahashi et al., 1997). Riegel et
al. (1995) concluiram ainda que os biovares equi e ovis de C. pseudotuberculosis
ndo devem ser classificados como subespécies, devido a sua grande similaridade
gendmica.

Recentemente, analises de sequéncias do gene da subunidade B da RNA
polimerase (rpoB) mostram-se mais acuradas que aquelas baseadas no rRNA 16S
para a identificacdo de espécies de corinebactérias (Khamis et al., 2004, 2005).
Vérios estudos sugerem que os dois métodos devem ser complementares em
estudos filogenéticos de espécies de Corynebacterium e Mycobacterium (Mollet et
al., 1997; Kim et al., 1999; Khamis et al., 2004, 2005). Dorella et al. (2006), ao
construirem uma arvore filogenética baseada na seqiéncia do gene rpoB, também
demonstraram a clara relagéo filogenética existente entre C. pseudotuberculosis e

C. ulcerans.

1.3.3.5. Aspectos gerais da infeccdo por  C. pseudotuberculosis

C. pseudotuberulosis € um patdégeno que pode ser isolado a partir de
infecgcbes em diferentes espécies, incluindo equinos e bovinos (causando a acne
contagiosa e a linfangite ulcerativa), pombos, camelos, suinos, bufalos e humanos

(Peel et al., 1997; Selim, 2001; Williamson, 2001; Yeruham et al., 2004).



1.3.3.5.1. Transmisséo

A transmisséo e disseminacao de C. pseudotuberculosis estao relacionadas
com a sua resisténcia as condicbes ambientais encontradas na criagdo dos
animais (Augustine e Renshaw, 1986; Yeruham et al., 2004). Esta bactéria é
resistente em temperaturas baixas e locais umidos, podendo sobreviver por até
oito meses no solo, por quatro meses em galpdes de tosquia e por dois meses em
feno e materiais contaminados (Radostits et al., 2002).

A transmisséo ocorre por contato direto com secrecfes ou por materiais
contaminados. A entrada da bactéria no organismo é facilitada por feridas na pele;
contudo, pode penetrar até mesmo pela pele intacta (Williamson, 2001). Os
fatores de risco incluem a falta de higiene das instalacdes, o contato direto entre
animais infectados, a poeira e a tosquia. No caso da caprino e ovinocultura
brasileira, um importante fator de risco € a vegetacdo presente no nordeste
brasileiro (Alves et al., 1997), caracterizada pela presenca de espinhos que podem
provocar lesdes na pele dos animais. Em bovinos e bufalinos, ha evidéncias de
transmissdo da bactéria por mosca doméstica e por outros Dipteros (Yeruham et

al., 1996; Selim, 2001; Yeruham et al., 2004).

1.3.3.5.2. Casos em Humanos

A infeccdo humana causada por C. pseudotuberculosis demonstra o
potencial zoondtico desta bactéria. Este € um evento raro e a maioria dos casos
reportados esta relacionada ao contato direto com animais doentes ou por

exposicao a produtos animais contaminados. Aproximadamente 25 casos de



infeccdo em humanos com esse microrganismo ja foram reportados (Mills et al.,
1997; Peel et al., 1997, Liu et al., 2005), sendo que a sintomatologia envolve a
presenca de linfadenite, abscessos e outros sintomas caracteristicos (Peel et al.,
1997). Em 1988, foi reportado um caso de infeccdo humana que envolveu a
ingestédo de carne caprina crua e leite bovino (Peel et al., 1997). Liu et al. (2005)
reportaram uma infeccao por C. pseudotuberculosis durante um implante ocular

em um paciente.

1.3.4. Linfadenite Caseosa

A linfadenite caseosa (LC) é uma doenca infecto-contagiosa crbnica e
recorrente de relevancia econémica. A infeccdo é associada com a reducdo do
peso de 14, carne e leite, menor eficiéncia reprodutiva dos animais infectados e
condenacao de carcacas e couro em abatedouros (Paton et al., 1994; Arsenault et

al., 2003).

A doenca é manifestada pela presenca de necrose nas glandulas linfaticas.
Os abscessos se desenvolvem em ndédulos linfaticos superficiais e em tecidos
subcutédneos — a LC externa — e/ou em 0Orgédos internos, tais como pulmdes, rins,
figado e baco, caracterizando a LC visceral (Merchant e Packer, 1967;
Piontkowski e Shivvers, 1998). Aléem disso, a infec¢cdo pode ser assintomatica, o
gue dificulta as analises epidemiolégicas sobre a prevaléncia dessa doenca

(Buxton e Fraser, 1977; Paton et al., 1994; Arsenault et al., 2003).



1.3.4.1. Epidemiologia da LC

A incidéncia da LC é relatada em diversos paises, como Australia, Nova
Zelandia, Africa do Sul, Estados Unidos, Canada e Brasil (Al-Rawashdeh & al-
Qudah, 2000; Connor et al., 2000; Ben Said et al.,, 2002; Binns et al., 2002;
Arsenault et al., 2003; Paton et al., 2003). Na Australia, a média de prevaléncia da
LC em carneiros é de 26% (Paton et al., 2003); na Inglaterra, 45% dos criadores
entrevistados disseram ter observado abscessos em seus rebanhos (Binns et al.,
2002). No Canada, 21% de 485 carneiros examinados em abatedouros
apresentaram LC (Arsenault et al., 2003).

No Brasil, estima-se que a maioria dos rebanhos esteja infectada e que a
prevaléncia clinica possa atingir 30% dos animais. Os estados da regido Nordeste
sdo os mais afetados, em raz&o de possuirem a maior concentragdo de rebanhos
caprinos do pais (Ribeiro et al., 2001). No Ceard, Pinheiro et al. (2000) relataram
66,9% de sinais clinicos de LC. No Rio de Janeiro, a incidéncia varia entre 3,6 a
100% (Langenegger & Langenegger, 1991). Em Minas Gerais, estado que ainda
possui um rebanho reduzido, porém que apresenta crescimento na atividade de
caprinocultura, a LC ja tem sido observada com alta freqiéncia, principalmente
nos rebanhos da regidao Norte do Estado (Faria et al.,, 2004), onde 84,3% dos
produtores relataram ter problemas com a patologia.

A prevaléncia da doenca apresenta variagbes quando se analisa o fator
hospedeiro. E maior em ovinos se comparada a caprinos; contudo, nas duas
espécies, a patologia € mais observada em animais adultos, o que reflete maior
exposicao aos fatores de risco. Em ovinos, a ragca Merino e seus mesticos séo as

mais propensas, o0 que pode ser explicado pela presenca de uma pele mais fina



apresentando dobras. Estas caracteristicas propiciam maiores lesfes por ocasiao

da tosquia (Radostits et al., 2002).

1.3.4.2. Determinantes da viruléncia de C. pseudotuberculosis

Ha pouco conhecimento sobre os mecanismos moleculares e as bases
genéticas da viruléncia em C. pseudotuberculosis. Recentemente, foi demonstrado
gue quatro genes presentes em um operon, fag A, B, C e D tém papel na
viruléncia de C. pseudotuberculosis (Billington et al., 2002). Apesar da realizagao
de estudos como este, apenas dois determinantes da viruléncia de C.
pseudotuberculosis sdo bem caracterizados: a exotoxina da fosfolipase D e os

lipideos toxicos da parede celular.

1.3.4.2.1. Fosfolipase D

Fosfolipase D (PLD) é uma potente exotoxina produzida por C.
pseudotuberculosis e € considerada como o principal fator de viruléncia desta
bactéria (Lipsky et al., 1982; Hodgson et al., 1999). E um fator de permeabilidade
gue promove a hidrolise de ligacdes éster na esfingomielina da membrana de
células de mamiferos (Carne e Onon, 1978; Coyle e Lipsky, 1990; McNamara et
al., 1995). Esta exotoxina contribui para a dispersdo da bactéria do sitio inicial de
infeccdo para sitios secundarios dentro do hospedeiro ja que o uso de uma
antitoxina previne a disseminagédo de C. pseudotuberculosis (Williamson, 2001).
Além disso, a vacinagdo de cabras com exotoxina inativada também é capaz de
prevenir a disseminagdo da bactéria apos desafio experimental (Brown et al.,

1986). O papel da PLD na viruléncia da bactéria ficou evidente ap0s a geragéo de



mutantes pld. Estes sé@o incapazes de se disseminar e, além disso, induzem uma
resposta imunologica, embora ndo totalmente satisfatéria, contra C.
pseudotuberculosis (Hodgson et al., 1992).

A disseminacao da bactéria por acéo da PLD pode ser explicada pela agédo
dermonecrética que a mesma exerce danificando as células endoteliais. Isto
promove o extravasamento de plasma dos pequenos vasos sanguineos da derme
e, entdo, 0 acesso aos vasos linfaticos (Egen et al., 1989; Songer, 1997). Além
disso, essa exotoxina € considerada leucotdxica, o que contribui para as lesfes e
a destruicdo de macrofagos de caprinos durante infeccdo com C.

pseudotuberculosis (Tashjian & Campbell, 1983).

1.3.4.2.2. Lipideos toxicos da parede celular

Os lipideos de superficie de C. pseudotuberculosis foram descritos ha muito
tempo como importantes fatores para a patogénese da doenca (Hard, 1972).
Segundo Jolly (1966), linhagens mais virulentas possuem mais lipideos que as
linhagens atenuadas.

Esta camada lipidica representa uma protecdo contra a acdo degradativa
das enzimas presentes em fagolisossomos, além de permitir a aderéncia dos
microrganismos e promover uma citotoxicidade local (Alves et al., 1997). A
toxicidade do material lipidico extraido foi demonstrada pela inducédo de necrose
hemorragica apds injecdo intradérmica em cobaias (Jolly, 1966) e, segundo
Muckle e Gyles (1982), ha uma relacéo direta entre a porcentagem de lipideos de

superficie e a inducao de abscessos crbnicos.



1.3.4.2.3. Patogenia e imunologia da LC

A patogenia e a imunologia da LC est&o inter-relacionadas. Ao penetrar no
hospedeiro, C. pseudotuberculosis é capturado localmente por células fagociticas,
os neutrofilos e macrofagos. Apos a fagocitose, o fagossomo se funde ao
lisossomo; contudo, a bactéria continua a se multiplicar dentro dos
fagolisossomos, levando a degeneracdo e morte celular dos macrofagos. A
incapacidade por parte dos macrofagos de eliminar a bactéria pode ser devida,
além da presenca da camada lipidica, a incapacidade destes de produzir 6xido
nitrico. O Oxido nitrico € um potente efetor na eliminacdo de patdgenos
intracelulares e segundo Bogdan et al. (1997), a auséncia de 6xido nitrico em
macrofagos pulmonares de ovinos se deve a componentes antigénicos de C.
pseudotuberculosis.

Com a morte das células do sistema imunoldgico, ha a liberacdo da bactéria
e a formacdo de uma lesdo necrética (Jones et al.,2000). Assim, as bactérias sédo
liberadas para iniciar um novo ciclo, atingindo diversos 6rgdos e células. A
disseminacédo envolve a acédo de outro determinante de viruléncia, a exotoxina
fosfolipase D (Airello et al., 2001).

Na tentativa de conter e eliminar o microorganismo, ocorre a formagéo de
granulomas (Jones et al., 2000). Microscopicamente, a lesdo se inicia pelo
aparecimento de células epitelidides que, em seguida, sdo substituidas por
necrose caseosa; esta é a caracteristica predominante desta patologia (Jones et
al., 2000). A massa caseosa vai sendo circundada por células epiteliais e linfcitos
e, em seguida, por uma camada de tecido conjuntivo fibroso. A medida que a

lesdo progride, estas camadas celulares e fibréticas vdo sofrendo necrose; a



porcao epitelial é afetada antes. Enquanto a camada fibrosa ainda é visivel, o
processo se repete sucessivamente sobre ela. O processo cronico e recidivante
resulta no aspecto macroscopico desta patologia: 0 aspecto de massa esférica

laminada, como as camadas de uma cebola (Jones et al.,2000).

7

A formagdo de granulomas é um processo dependente da imunidade
adaptativa. A imunidade adaptativa contra C pseudotuberculosis € complexa e
envolve tanto uma resposta humoral como mediada por linfécitos T (Paule, 2003).
Por isso, estudos sobre a imunidade contra a bactéria séo realizados com o intuito
de dissecar e estabelecer a importancia de cada componente em uma resposta
imunoldgica protetora.

Em estudos sobre a formacdo de granulomas, Pépin et al. (1994)
observaram uma diferenca na propor¢do das subpopulacfes de linfocitos T. De
acordo com os autores, h4 mais linfécitos T CD8 em granulomas no sitio de
inoculagédo em comparagao com aqueles presentes em linfonodos drenantes. Esta
subpopulacéo esta relacionada com a atividade efetora e citotoxica, ou pode ainda
atuar como supressora. Além disso, com o amadurecimento da lesdo se observa
um aumento destas células em relacdo a outras subpopula¢cdes de linfécitos,
como os CDA4.

Estudos sobre o perfil de citocinas expressas durante a infeccdo
experimental permitem a correlacdo com as observacbes da proporcdo da
subpopulacgéo de linfocitos presentes no granuloma (Pépin et al. 1994). De acordo
com Pépin et al. (1997), diversas citocinas sdo expressas durante a infeccao,

entre as quais destaca-se a producao de IL-2 e IL-4 em linfonodos drenantes e de



TNF-a e INF-y no sitio de inoculagdo. O INF-y é de grande importancia, pois €
necessario para ativar macréfagos, os quais sao 0s responsaveis pela eliminagéo
de patégenos intracelulares. De acordo com Jolly (1965) a resolucdo da infecgéo
por C. pseudotuberculosis estad relacionada com a presenca de macréfagos
ativados dentro da lesdo. O papel do INF-y durante a infecgcdo também foi
ressaltado em ovinos desafiados experimentalmente (Hodgson et al., 1992) e em
caprinos infectados naturalmente (Regis, 2001).

Além da necessidade de uma resposta citotdxica, o papel da resposta
humoral na protecédo contra C. pseudotuberculosis também foi demonstrada em
ensaios de imunizagao passiva. Camundongos que receberam soro hiperimune de
coelhos e de ovinos foram protegidos (Paule, 2003). Segundo os autores, soros
antitoxina e anti-bactéria protegem camundongos desafiados com a bactéria.
Contudo, os resultados sé@o contrastantes. Irwin e Knight (1975) relataram que a
protecdo contra C. pseudotuberculosis é dependente de linfocitos T e esta
associada com a diminuicdo da resposta humoral. Estes resultados ressaltam a

importancia da imunidade mediada por linfécitos T.

1.3.4.2.4. Tratamento

O tratamento consiste no uso da antibioticoterapia (Stanford et al., 1998).
Contudo, esta ndo é considerada uma estratégia viavel, pois possui um custo
elevado com um outro agravante: mesmo sendo uma bactéria sensivel aos mais
variados tipos de antibidticos, a terapia em questdo se torna ineficiente em
situagbes de infeccdo como biofilme (Olson et al., 2002) e em abscessos

encapsulados (Radostits et al., 2002).



Outra opgcdo € a drenagem e extirpagdo dos linfonodos superficiais
acometidos. Contudo, essas alternativas possuem falhas relevantes. A drenagem
nao elimina 100% das bactérias, e assim como a extirpacao, ndo € viavel quando
linfonodos e 6rgéos internos estdo acometidos (Alves et al.,, 1997). Além disso,
estes tratamentos podem permitir a contaminacdo ambiental com o patégeno. A
quantidade de bactéria liberada por um Unico abscesso é capaz de infectar todo o

rebanho. Portanto, o controle e a prevengéo sédo estratégias mais viaveis.

1.3.4.2.5. Controle

A primeira medida de controle se baseia em procedimentos de manejo cujo
objetivo é evitar a disseminacdo bacteriana. Todos o0s instrumentos de uso
comunitario devem ser mergulhados em um desinfetante potente apds contato
com cada animal. Galpdes, troncos de tosquia e baias de contencéo devem ser
bem higienizados e desinfetados (Alves et al., 1997).

Os animais também devem ser alvos de cuidados. A tosquia deve ser
iniciada pelos animais mais jovens, evitando contato entre os animais. Os que
possuem lesdes palpaveis devem ser os Ultimos a serem manipulados. As feridas
na pele dos animais devem ser desinfetadas. Agentes bactericidas devem ser
adicionados a agua a ser utilizada no banho dos animais. No caso de caprinos
confinados, evitar equipamentos que constituam possiveis fontes de traumas,
como arames. Além disso, deve-se adquirir animais com o histérico livre da
patologia e realizar a quarentena dos mesmos (Airello et al., 2001).

Outras medidas mais drasticas sdo também sugeridas, como o descarte de

animais que apresentem lesdes aparentes ou que sejam SOropositivos em testes



diagnésticos. Contudo, tais testes podem resultar na geracao de falso-positivos e,
portanto, no descarte de animais n&o infectados (Menzies et al.,, 2004). Para
regibes endémicas, se sugere o sacrificio de todos os animais, tanto soropositivos
como soronegativos (Radostits et al., 2002). Diante de medidas ineficazes e
radicais, o controle deve se basear em estratégias que impecam a entrada do
microorganismo no plantel e que evitem a sua disseminacdo. Desta forma, aliado
ao manejo correto, deve-se adotar medidas preventivas eficazes, como a

imunoprofilaxia.

1.3.4.2.6. Vacinas

Considerando o fato de o tratamento da LC ser de alto custo e ineficaz, a
medida de melhor custo-beneficio contra a introducdo da LC no plantel é a
imunizacdo. Entretanto, ndo existe uma vacina eficiente e protetora contra a C.
pseudotuberculosis. Varios relatos na literatura mostram diferentes estratégias que
vém sendo testadas, como o uso de bactérias atenuadas, mortas, fracdes
contendo antigenos da parede bacteriana, do sobrenadante de cultura bacteriana
e uma mistura de componentes celulares e sobrenadante (Holstad, 1989;
LeaMaster et al., 1987; Brogden et al., 1990; Eggleton et al., 1991; Ellis et al.,
1991). Todas as preparacdes ofereceram certo grau de protecao contra infec¢oes
experimentais e até mesmo naturais; contudo, os niveis de protecdo e a

severidade das lesdes sao variaveis.



1.3.4.2.6.1. Vacinas comerciais

A maioria das vacinas licenciadas para fins comerciais é conjugada a outros
patdgenos, tais como Clostridium tetani, Clostridium perfringens, Clostridium novyi
e Clostridium chavoei. No entanto, a eficacia contra a C. pseudotuberculosis nédo
foi alcancada. Nestas vacinas, a exotoxina fosfolipase D se encontra inativada
(Piontkowski e Shivvers, 1998; Stanford et al., 1998; Williamson, 2001). No Brasil,
uma vacina viva atenuada de C. pseudotuberculosis, a linhagem 1002, foi
licenciada desde 2000 e vem sendo industrializada, em verséo liofilizada, pela

Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (http://www.ebda.ba.gov.br).

Entretanto, esta vacina ndo vem apresentando 0 mesmo sucesso em testes de
campo, sendo bastante varidvel o nivel de protecao obtida.

As vacinas utilizadas apresentam aspectos negativos que devem ser
considerados quanto a possibilidade de sua utilizagdo. Como exemplo, nem todas
as vacinas licenciadas para ovinos tém a mesma eficiéncia para caprinos. Por nao
se adequarem a todos os casos, normalmente € necessario ajustar o programa de
vacinagdo a cada caso (Wililamson, 2001). A ineficacia do processo de
imunizacdo pode ainda ser associada ao uso incorreto das vacinas pelos
criadores. Além disso, o estudo da disseminacdo da bactéria pelo plantel
demonstrou que animais aparentemente sem abscessos supurados também sé&o
transmissores (Paton et al., 2003).

Os resultados até entdo obtidos demonstram a necessidade de desenvolver
uma vacina que ofereca protecédo eficiente, com a diminuicdo acentuada dos

efeitos colaterais. Além disso, vacinas mais eficientes contra C.



pseudotuberculosis seriam aquelas que fornecessem uma protecédo esterilizante

ao invés de uma neutralizante.

1.3.4.2.6.2. Vacinas de sub-unidade protéica e vaci nas de DNA

Com o intuito de obter uma vacina protetora e mais segura, diferentes
estratégias vém sendo testadas como vacinas recombinantes e vacinas de DNA
em caprinos e ovinos. Para isso, tem-se utilizado como antigeno vacinal a PLD, ja
gue é um dos poucos fatores de viruléncia conhecidos e é a proteina mais bem
caracterizada de C. pseudotuberculosis.

A exotoxina PLD ja foi purificada, clonada e expressa em Escherichia coli
(Egen et al., 1989; Hodgson et al., 1990; Songer et al., 1990; McNamara et al.,
1995) e tem sido alvo de intensos estudos. O continuo desenvolvimento de
pesquisas com essa toxina deve-se aos resultados significativos de testes vacinais
realizados em ovinos e caprinos (Holstad et al., 1989, Eggleton et al., 1991).
Contudo, a imunizagdo com o toxdide induz uma protecdo parcial e ainda se
observam lesdes de graus variados.

A protecdo contra C. pseudotubeculosis € dependente, principalmente, de
uma resposta imunolégica que envolva a producdo de INF-y e de células T
citotoxicas. Somente a resposta humoral ndo é suficiente para obter protecdo. O
processo de gerar uma resposta humoral e/ou mediada por células é dependente,
além de outros fatores, do processamento e apresentacdo do antigeno ao sistema
imunolégico (Lima et al., 2001).

Como regra geral, os fragmentos de antigenos exdégenos, como bactérias

atenuadas e proteinas recombinantes, sdo capturados por fagocitose, pinocitose



ou endocitose e, entdo, processados e apresentados preferencialmente via MHC
Il. Este sera reconhecido por uma subpopulacdo de linfécitos T, os CD4+. A
atividade da CD4+ é essencial para a geracdo de uma resposta imunoldgica
protetora. Apesar de desempenhar diversas fungdes quanto ao desenvolvimento
de uma resposta imunologica, como indutoras (reconhecimento do antigeno e
ativacdo das células T) e efetoras (produgéo de citocinas e atividade citotoxica),
sua principal funcao € a de prover atividade auxiliadora. Por isto, estas células séo
também denominadas células T auxiliadoras (Shams, 2005).

Apdés serem estimuladas com o antigeno, estas células expressam
diferentes citocinas. De acordo com o perfil produzido, estas células podem ser
diferenciadas em 2 subclasses: Thl ou Th2. As Thl produzem INF-y e IL-2; ativam
fagocitos profissionais e células T citotoxicas (Tc). As Th2 produzem IL-4 e agem
primariamente nas células B. Auxiliam na expanséo clonal e na diferenciacéo de
células B. Estas séo responsaveis pela producdo de anticorpos. Assim, as células
CD4+ exibem importante papel no desenvolvimento da resposta humoral. Além
disso, as células CD4+ s&do necessarias para a indugédo de Tc e por sustentar a
resposta por CD8+ (Mowat e Rweyemamu, 1997).

Antigenos processados de forma enddgena, ou seja, dentro do citoplasma
da célula hospedeira, sdo fragmentados em peptideos e ou aminoacidos e estes
irdo interagir com sitios especificos da molécula do complexo principal de
histocompatibilidade de classe tipo I (MHC 1). A associagdo resultante dos
peptideos relacionados com o antigeno e MHC | migram para a superficie celular,
onde esse complexo ativara linfocitos T CD8+. Esta subpopulacéo de linfocitos

esta diretamente relacionada com a ativacdo da Tc. Estas células possuem um



papel pivé na identificacdo e eliminagdo de células hospedeiras infectadas por
patdgenos intracelulares (Mowat e Rweyemamu, 1997). Os antigenos expressos a
partir da vacina de DNA sao reconhecidos por esta via.

Diante de grandes expectativas introduzidas com a vacina de DNA,
pesquisas estdo sendo realizadas quanto aos seus beneficios potenciais em
relagdo a linfadenite caseosa. Chaplin et al. (1999) construiram e testaram uma
versdo atenuada de PLD apresentada em vacina de DNA na imunizagdo de
ovinos. Esta ainda expressava o dominio extracelular de CTLA-4, que se liga com
alta afinidade a molécula co-estimulatéria B7 das células apresentadoras de
antigenos. A funcédo foi a de aumentar a resposta humoral. O resultado foi o de
uma protecéo parcial contra o desafio experimental de C. pseudotuberculosis. O
resultado foi similar ao obtido pela vacina de subunidade inativada por formalina
contra LC em ovinos (Muckle e Gyles, 1982; Paton et al., 1994; Stanford et al.,
1998). Esta é a unica vacina de DNA descrita na literatura que foi desenvolvida
com a finalidade imunoprofilatica contra a C. pseudotuberculosis.

A mesma vacina de DNA foi testada em relagdo a sua eficacia quando
administrada por diferentes vias. Em ovinos, a vacina foi administrada pelas vias
intra-muscular e subcutanea. A via de administracdo influencia de forma
significativa a eficacia da vacina, sendo que a via intra-muscular é a mais eficiente
para o modelo proposto (de Rose et al., 2002). Com estes estudos, novas
possibilidades de inovacdo e aperfeicoamento foram abertas na é&rea de
imunoprofilaxia veterinaria, o que pode ser utilizado contra a linfadenite caseosa.

Apesar da PLD induzir uma protecdo significativa como antigeno vacinal,

outros fatores devem ser considerados: a sua eficacia variada, a inducdo de



protecdo neutralizante, diminuicdo do numero e do tamanho dos abscessos e
ainda, o fato de que alguns animais demonstram sinais clinicos de disseminac¢éo
bacteriana (Ellis et al., 1991; Paton et al., 2003). Estes fatores demonstram a
necessidade de procurar candidatos a antigenos vacinais que permitam a inducao

de uma imunidade protetora ideal sem estes problemas apresentados.

1.3.4.2.6.3. Candidatos a antigenos vacinais

A busca de antigenos imunodominantes de C. pseudotuberculosis vem
sendo realizada. Anticorpos com alta especificidade produzidos por células
secretoras de anticorpos (CSA), obtidas de infec¢cdes induzidas em ovinos, foram
usados como sondas para a procura de antigenos de C. pseudotuberculosis
através da técnica de Immunoblot. Um dos primeiros antigenos reconhecidos em
immunoblots foi uma protease secretada de 40 kilodaltons, a CP40 (Wilson et al.,
1995) Testes de ELISA confirmaram os resultados obtidos com o immunoblot e
ensaios em campo com este antigeno semi-purificado mostraram que CP40 era
altamente protetora contra LC induzida experimentalmente (Walker et al., 1994).
Embora muitos outros componentes imunogénicos secretados-excretados tenham
sido descritos usando a técnica de immunoblot (Paule et al., 2003, Paule et al.,
2004), essas proteinas ainda nao foram caracterizadas, o que dificulta a sua
utilizagao.

Outra alternativa na busca de antigenos imunodominates é a vacinologia
reversa. A partir de sequéncias gendmicas e de anadlises in silico, prediz-se
antigenos potenciais que sédo entdo isolados, clonados, expressos, purificados e,

finalmente, utilizados na imunizagdo para serem avaliados quanto ao seu potencial



vacinal. Contudo, como o0 seqiienciamento do genoma de C. pseudotuberculosis
ainda esta em fase inicial, uma alternativa seria a busca de antigenos a partir da
gendmica comparativa.

Neste contexto, certas proteinas altamente conservadas entre procariotos
tém sido descritas na literatura como antigenos imunodominantes em infec¢des
bacterianas, as proteinas do choque térmico (Hsps; Heat Shock Proteins) (van
Eden et al., 2005). Estas proteinas tém sido testadas quanto ao seu potencial
como antigeno vacinal, sendo que resultados expressivos foram alcancados até
mesmo com a Hsp de uma bactéria do grupo CMN, a de M. leprae (Silva et al.,

2004).

1.3.4.2.7. Proteinas do Choque Térmico
1.3.4.2.7.1. Historia e Caracteristicas

As proteinas do choque térmico (Hsps) foram assim denominadas apos um
experimento que demonstrou o aumento nos niveis de expressao génica destas
proteinas em larvas de Drosophila melanogaster apés exposicdo ao choque
térmico (Pockley (2001). A denominacdo de proteinas do choque térmico €,
contudo, uma terminologia inadequada. A expressdo destas ndo é induzida
unicamente sob situacdes de mudancas de temperatura; outros tipos de estresse
celular também estdo envolvidos, como o0 aumento dos niveis de expressédo. Entre
eles tem-se 0 estresse oxidativo, deficiéncias nutricionais, radiagdo ultravioleta,
exposicdo a agentes quimicos, infeccdo viral e injuria por isquemias (Pockley,

2001).



De acordo com o peso molecular, estas proteinas foram classificadas em
seis familias: Hspl0, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 e Hspl00. S&o proteinas
altamente conservadas durante o processo evolutivo; sendo que as mais
conservadas sdo as familias Hsp60 e Hsp70. As Hsps podem se apresentarem
diferentes localiza¢des celulares, tanto em procariotos como em eucariotos (Gullo
e Teoh, 2004). Apesar de serem mais referidas como proteinas citosdlicas, foram
também localizadas na parede celular e como proteinas exportadas (Moseley,

2000).

1.3.4.2.7.2. Caracterizacdo genética

Em procariotos, os genes mais estudados sdo hsp60 (groEL) e hsp70
(dnaK). Os dois freqiientemente sdao organizados em operons. Normalmente, o
gene hsp60 é encontrado em um operon bicistrénico. O outro gene componente €
o da co-chaperonina hspl0 (groES). O arranjo deste operon se encontra na
seqguéncia “promotor-hspl10-hsp60” e recebe a denominacédo de GroE (Eom et al.,
2005). Este operon pode estar em uma Unica cépia no genoma (Kuchanny-Ardigo
& Lipinska, 2003; Laport et al., 2006) ou em mudltiplas copias (Lee et al., 1997).
groEL pode ainda se encontrar sem o gene groES (Rajaram et al., 2001). No
género Corynebacterium, foi relatada a presenca de 2 paralogos do gene hsp60
no genoma. Um deles, a copia 1 pertence ao operon GroE. O segundo, a copia 2,
esta presente em uma unidade de transcricdo (Barreiro et al., 2004). Ao contrario
da organizacdo génica do operon de hsp60, a do hsp70 ndo € bem conservada

durante a evolucao (Laport et al., 2006).



Em bactérias gram-positivas, os operons dos genes dnaK e groEL, séo
regulados negativamente pelo repressor HrcA (Naberhaus, 1999). Este repressor
se liga a uma sequéncia repetida e invertida, denominada CIRCE, que precede os
genes dos operons (Hecker et al., 1996). Em C. glutamicum, também foi relatada a
presenca destes elementos. Contudo, em GroEL2, além dos CIRCE, h4 as
sequéncias HAIR na mesma regido promotora, o que sugere a dupla regulagéo

génica por HrcA e HspR (Barreiro et al., 2004).

1.3.4.2.7.3. Funcdes das Hsps

Proteinas extremamente conservadas sugerem uma funcdo essencial para
a sobrevivéncia celular. As Hsps exercem varias funcdes celulares; sendo que a
principal € a de chaperone molecular. Estas moléculas sdo responsaveis por
estabilizar e permitir que proteinas obtenham a conformacdo adequada (Gullo &
Teoh, 2004). As principais Hsps estudadas quanto a esta funcdo séo as das
familias Hsp60 e Hsp70. Estas estédo envolvidas no transporte das proteinas entre
0s compartimentos celulares e na formacdo de complexos multiméricos, como
anticorpos e moléculas de MHC (Zugel e Kaufmann, 1999).

Hsp60 promove a conformagdo protéica intracelular adequada e o
transporte de proteinas. Preferencialmente, se encontra no citoplasma e
mitocéndrias. Além de exercer a funcédo de chaperone molecular, a Hsp60 também
esta envolvida em outros processos. Em alguns microorganismos, ha um ou mais
paralogos de Hsp60. Apesar de ndo ser claro o porqué, parece que as duas
sequéncias diferentes produzem proteinas com diversas fungcbes. Em

Mycobacteria, o GroEL2 que se encontra em uma unidade de transcrigao,



normalmente exerce a funcdo de chaperone molecular. GroEL1 esta envolvida na
biossintese de acido micdlico durante a formacéo de biofilme (Ojha et al., 2005).

Assim como em Mycobacteria, Barreiro et al (2005) relatam uma situacéo
parecida quanto aos paralogos de Hsp60 em C. glutamicum. A analise de
proteomas demonstrou que na linhagem analisada quanto a resposta ao aumento
de temperatura, ATCC 13032B, GroEL1 estava ausente quando comparada a
linhagem selvagem. O gene estava truncado devido a uma sequéncia de inser¢cao
localizada a 327 pb apds o cédon de inicio. O autor conclui que este paralogo é
dispensavel em estresse de temperatura e que GroEL2 exerce as funcbes de
chaperone molecular.

A Hsp60 normalmente ndo age sozinha. Ela necessita da agdo conjunta de
uma co-chaperonina, a Hsp10. Dois anéis formados pela Hsp60 aliados a Hsp10
formam um complexo, o GroE. Este exerce a funcdo de chaperone molecular em
um processo dependente de ATP (Radford, 2006) (figura 1). Além da acéo de
chaperone molecular, o complexo esta envolvido com a sintese da parede celular

em E. coli (Mclennan e Masters, 1999).



Hsp10 (GroES)

Hsp60 (GroEL)

Figura 1: Associagado entre chaperonina e co-chaperonina. Para exercer a
fungcdo de chaperones moleculares, dois anéis formados por subunidades de
Hsp60 se unem a um anel composto de subunidades de Hsp10. A proteina
submetida a esta agéo se localiza na cavidade do anel.

As funcles ja descritas para as Hsps estdo inter-relacionadas com a sua
principal funcéo, a de chaperone molecular. Contudo, ha outra caracteristica que
as tornam Unicas e que atrai a atencdo de pesquisadores. Elas possuem diversas
propriedades imunoldgicas, o que as tornam singulares se comparadas a outras

proteinas conservadas (Prohaszka e Fist, 2004).

1.3.4.2.7.4. Hsps como antigenos vacinais

O Hsp60 e o Hsp70 de microorganismos sdo considerados antigenos
imunodominantes. A resposta humoral e a mediada por linfocitos T tém sido
detectadas apos a infeccdo por bactérias, protozoarios, fungos e helmintos. Em
camundongos infectados com M. tuberculosis, 10 a 20% de todas as células T s&o
especificas para a Hsp65 (Silva, 1999).

De acordo com van Eden et al (2005), ha trés fatores explicativos para a

imunodominancia das Hsps. Primeiramente, por serem moléculas muito



conservadas, ao encontrar uma bactéria, a resposta imunoldgica pode ser dirigida
contra epitopos conservados reconhecidos por células de memoria previamente
dirigidas contra bactérias ndo relacionadas, como aquelas presentes na microflora
intestinal. Segundo, durante situacGes de estresse, as células do préprio
hospedeiro respondem aumentando os niveis de expressdo de suas Hsps, as
quais também se tornam disponiveis para 0 reconhecimento pelo sistema
imunoldgico. Terceiro, durante a infec¢ao, as chaperones podem estar associadas
aos antigenos liberados durante a agdo antimicrobiana, sendo que o complexo
antigeno-Hsps é capturado, processado e apresentado ao sistema imunoldgico,
com o intuito de gerar uma resposta eficiente contra o patégeno invasor.

Por serem antigenos imunodominantes e diante dos diversos efeitos
estimulantes sobre o sistema imunoldgico, as Hsps sdo consideradas antigenos
potenciais a serem utilizados na profilaxia contra os mais variados agentes
etiolégicos de doencas infecciosas. Além disso, segundo Silva (1999), por serem
expressas durante estresses celulares como a infecgdo, as Hsps constituem
antigenos promissores de patégenos intracelulares. De acordo com Zigel e
Kaufmann (1999), por serem encontradas em diferentes localizagbes celulares,
estas proteinas sdo alvos acessiveis para a resposta humoral.

As Hsps, como antigenos, tem obtido sucesso em alguns modelos
experimentais, mesmo sendo apresentadas de diferentes formas ao sistema
imunolégico. Sob a forma de subunidade protéica e de vacina de DNA, a
imunizacdo com a Hsp60 de Yersinea enterocolitica mostrou protecdo apos o
desafio com a linhagem virulenta derivada deste microorganismo. Muitos trabalhos

ja foram publicados relatando as vantagens de utilizar uma vacina de DNA



baseada no gene hsp65 de M. leprae como antigeno contra a infeccdo por M.
tuberculosis. Camundongos imunizados com esta vacina e posteriormente
desafiados demonstraram o seu potencial profilatico (Bonato et al., 1998); o
potencial terapéutico foi observado em animais infectados e posteriomente
imunizados (Silva et al., 2005).

Os géneros Mycobacterium e Corynebacterium apresentam muitas
semelhancas. Em relagdo a C. pseudotuberculosis, esta bactéria recebeu essa
denominacao pelos sinais clinicos muito semelhantes aos da tuberculose. Assim
como a ultima, a resolucado da linfadenite caseosa é dependente da presenca de
macrofagos ativados dentro da lesdo e de uma resposta imunolégica que
apresente um perfil de citocinas do tipo Th1l.

As semelhangas entre 0s dois microorganismos se estendem além da
patologia. Por serem filogeneticamente proximos, sugere-se um alto grau de
conservacgao entre seus genes. Como anteriormente j& mencionado, as Hsps séo
proteinas naturalmente muito conservadas, até mesmo entre organismos que nao
sejam tdo proximos na filogenia. A sua conservacao se reflete nas caracteristicas
bioguimicas e até mesmo na conservacao de epitopos. Assim, diante do sucesso
obtido com a imunizacdo com a Hsp65 de M. leprae, a proteina Hsp60 de C.
pseudotuberculosis pode também ser uma excelente alternativa a ser testada
como antigeno vacinal no desenvolvimento de uma vacina mais efetiva contra C.

pseudotuberculosis.



2. OBJETIVOS



2.1. OBJETIVO GERAL
Isolamento, clonagem e a caracterizacdo molecular do gene hsp60 de C.
pseudotuberculosis e a avaliacdo do seu potencial como antigeno vacinal ao ser

utilizado no desenvolvimento de vacinas de subunidade protéica e de DNA.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Isolamento por PCR, clonagem no vetor pTOPO e caracterizagéo
molecular, por sequienciamento e analises in silico do gene hsp60 de C.
pseudotuberculosis e do seu operon.
» Construcdo da vacina de subunidade protéica.
o Clonagem do gene hsp60 em vetor de expressao procarioto
0 Expressdo em E. coli e purificacdo da proteina recombinante Hsp60
o Imunizacdo de camundongos com a proteina recombinante e
avaliacédo da resposta imune humoral, celular e da protecao
0 Avaliacdo da resposta humoral em caprinos infectados com a
linhagem selvagem de C. pseudotuberculosis Pus 6
» Construcdo da vacina de DNA
o Clonagem do gene hsp60 em vetor de expressao eucarioto
o0 Extracdo e purificacdo dos vetores a serem utilizados como vacina
de DNA
0 Imunizagcdo de camundongos com a vacina de DNA e avaliagdo da

resposta imune humoral, celular e da protecéo



3. MATERIAIS E METODOS



3.1. Linhagens Bacterianas, Plasmideos e Condicdes  de Cultivo

As linhagens bacterianas e os plasmideos utilizados neste trabalho de
dissertacdo estdo listados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. Os meios de
cultivo utilizados foram o Luria-Bertani (LB) para Escherichia coli e o “Infuséo
Cérebro-Coracdo” (BHI) para C. pseudotuberculosis. Estes meios foram
suplementados com 1,5% de agar bacteriolégico para cultura em meio sélido. As
culturas de E. coli e de C. pseudotuberculosis foram cultivadas sob agitacdo a
37°C. Quando necesséario, os meios de cultura foram suplementados com
ampicilina (100pg/mL) e canamicina (50pg/mL). A concentracdo destes foi
utilizada de acordo com as recomendacdes dos fabricantes dos vetores (GIBCO

BRL e Invitrogen).

Tabela 2: Linhagens bacterianas utilizadas.

Espécie Linhagem fFonte
Topl0
Escherichia coli (hsdR; MCrA; lacZAM15; | Invitrogen
endAl; recAl)
B178 Kuchanny-Ardigo e
Escherichia coli (W3110 galE sup”) Lipinska (2003)
CG2241 Kuchanny-Ardigo e
Escherichia coli (B178 groEL44 Tc%) Lipinska (2003)
C.pseudotuberculosis T12 UFBA
C. pseudotuberculosis Pus 6° LGCM

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

b linhagem virulenta de C. pseudotuberculosis biovar ovis isolada de campo
pertencente a colecdo de microorganismos do Laboratério de Genética celular e
Molecular (LGCM) da Universidade Federal de Minas Gerais



Tabela 3: Plasmideos utilizados

Plasmideos

Caracteristicas relevantes Fq

hnte

pTOPO

ColEL/AD'

Invitrogen

pProEx-Hta

PBR322, Ap'; vetor de expressdo contendo
uma cauda de 6 histidinas, sob o controle do
promotor hibrido do triptofano e da lactose (tcr)

e do gene repressor lacl®

GIBCO BRL

PVAX1

pUC/Km";
contendo sinal de poliadenilacdo derivado da
de

crescimento bovino (BGH), sob o controle do

vetor de expressdo eucarioto

sequéncia codificadora do hormonio

promotor do citomegalovirus humano (CMV)

Invitrogen

pTOPO:hsp60

Vetor pTOPO:blunt
do

pseudotuberculosis

contendo a sequéncia

codificadora gene hsp60 de C.

LGCM

pTOPO:hsp60e

Vetor pTOPO:blunt contendo a sequéncia
do hsp60 de C.
pseudotuberculosis com os sitios de restricdo e

codificadora gene

a sequéncia de Kozak a ser clonada no vetor

eucarioto

LGCM

pTOPO:hsp60p

Vetor pTOPO:blunt contendo a sequéncia
do hsp60 de C.
pseudotuberculosis com os sitios de restricdo a

codificadora gene

ser clonada no vetor procarioto

LGCM

pProEx-
Hta:hsp60

Vetor de expressédo procarioto contendo o
inserto referente ao gene hsp60 de C.

pseudotuberculosis

LGCM

pVAX1:hsp60

Vetor de expressao eucarioto contendo o
inserto referente ao gene hsp60 de C.

pseudotuberculosis

LGCM




3.2. Manipulag&do do DNA

Todos os procedimentos de biologia molecular empregados na manipulagéo
do DNA plasmidiano e/ou cromossdmico, foram realizadas de acordo com
métodos pré-estabelecidos (Sambrook et al., 1989), com algumas modificacdes.
Todos os plasmideos utilizados neste trabalho de dissertacdo, com excecao do
pTOPO, foram transformados em E. coli Topl0 por eletrotransformacgao, sendo
gue a cultura destes clones foi estocada em glicerol 80% a —70C. Quando
necessario, foram isolados através do método de lise alcalina (Sambrook et al.,
1989), utilizando o “Kit” comercial Wizard™ Plus Maxipreps DNA Purification
System (Promega). A qualidade do material obtido ap6s a manipulacdo do DNA,
incluindo sua concentracdo e pureza, foi estimada apOs leitura em
espectrofotbmetro nos comprimentos de onda de 260 e 280nm, e também através
da resolucéo eletroforética em gel de agarose a 1%. As enzimas de modificacdo e
restricdo, quando utilizadas, seguiram as recomendacdes do fabricante

(Invitrogen).

3.3. Extracado de DNA cromossomico

A extracdo de DNA gendmico de C. pseudotuberculosis foi realizada a partir
de culturas de 20 mL em meio BHI, as quais foram cultivadas durante 72 horas a
37°C sob agitacao de 150 rpm. Em seguida, elas foram centrifugadas a 5.000 rpm
a 4C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o0 precipitado
ressuspendido em 1mL de solugéo | (Tris-HCI 10mM, pH 7.0; EDTA 10mM pH 8.0;

NaCl 300mM; RNase A 50upg/mL). Apos homogeneizéa-la, a mistura foi novamente



centrifugada, desta vez a 13.000 rpm, por 10 minutos a temperatura ambiente.
Desprezou-se 0 sobrenadante e o precipitado foi ressuspendido em 1mL de
solucéo Il (Tris-HCI 10mM; EDTA 10mM; NACI 300mM; Lisozima 10mg/mL), que
foi incubada em banho-maria a 37C por 30 minutos. Em seguida, foi
acrescentado a mistura 30 pl de sarcosil 30%; a amostra foi homogeneizada por
15 minutos e entdo deixada em banho-maria a 65T por 5 minutos, seguido por

incubacéo a 4°C por 5 minutos.

Para a purificagdo do DNA extraido, foi utilizado um protocolo padrao
de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (Sambrook et al, 1989). Em resumo, 1mL
desta solucéo foi adicionado a amostra. Apds a homogeneiza¢cdo da mesma, as
amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 7 minutos. A fase superior da
amostra foi retirada e transferida para um novo microtubo de 2 mL. Repetiu-se o
passo de purificacdo com fenol.cloroférmio:alcool isoamilico. Ao final, a fase
superior da amostra foi transferida para um novo microtubo, a fim de proceder-se
a precipitacdo do DNA gendmico. Foram adicionados 2,5 volumes de etanol
absoluto (Synth), 200mM de NaOAc e 20upg/pl de uma solucdo de glicogénio.
Apés esta etapa, a mistura foi incubada por 18 horas a -20°C e centrifugada a
13.000 rpm por 10 minutos Acrescentou-se ao DNA precipitado, de etanol 70%
seguindo-se de centrifugacdo sob as mesmas condi¢cdes. O sobrenadante foi
descartado e o DNA seco a temperatura ambiente. O mesmo foi ressuspenso em

50 ul de agua miliQ estéril e tratado a 37°C, em Banho Maria durante 1 hora com

Rnase A (100pg/mL).



3.3.1. Resolucéo eletroforética

Os DNA gendmico acrescidos de 1:10 do volume de tampéo de
amostra (azul de bromofenol 0,5%, glicerol 25%) foram fracionados em gel de
agarose 1% em tampao TBE 1X (Tris base 89 mM pH 7.2, acido borico 89mM,
EDTA 2mM pH 8.3), contendo brometo de etideo (0,5 pg/mL). As corridas foram
realizadas a 100 Volts durante aproximadamente 1 hora. O DNA foi visualizado e
o gel fotografado sobre um transluminador de luz ultravioleta (320 nm) através do
sistema de documentacdo fotografica “Kodak Digital Science™ DC40 Camera”
(Kodak) e a foto processada pelo programa “Eletrophoresis Documentation and
Analysis System” (Kodak). O tamanho dos fragmentos foi estimado comparando-
se ao marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder e 1 Kb Plus DNA Ladder

(Invitrogen).

3.4. Isolamento e caracterizacdo molecular do gene  hsp60
3.4.1. Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase foi a técnica utilizada para o isolamento
do gene hsp60. Os iniciadores utilizados na amplificacdo com este propdsito foram
sintetizados de acordo com as extremidades 5'e 3" da sequéncia codificadora do
gene hsp60 de C. diphteriae (NC_002935). As sequéncias dos iniciadores e a

temperatura de anelamento se encontram na tabela 4.



Tabela 4: Parametros utilizados na PCR referentes a amplificacdo do gene hsp60

de C. pseudotuberculosis.

Iniciador senso 5 - GATGGCAAAGCTGATTGCA-3’
Iniciador anti-senso 5-TTAGTGGTGGTGATGGTG-3"
Temperatura de anelamento 50C

As reacdes de amplificagdo foram realizadas em um volume de 50 pL e
continham: 20 ng de DNA gendmico, 2 pmoles de cada iniciador, tamp&o de PCR
1X 11 (20mM Tris-HCL pH 8,4; 50mM KCI; 1,5mM de MgCl,; 200uM dNTPs) e 1U
de AccuPrime TM Taq DNA polimerase. A amplificagdo por PCR foi realizada em
um termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.), cujo programa foi: primeira
desnaturagdo a 95°C durante 5 minutos, seguida por 29 ciclos de desnaturagéo a
95C durante 1 minuto; anelamento durante 40 segundos; extensdo a 68T
durante 2 minutos e 30 seg e extenséao final por 7 minutos a 68<C.

Em seguida, 1/10 do volume de cada amostra foi analisado em gel de

agarose 1% e documentado como descrito no item 3.3.1.

3.4.2. Purificagédo do fragmento de DNA
O fragmento de DNA correspondente ao gene hsp60 de C. pseudotuberculosis

foi recuperado do gel de agarose e purificado de acordo com o protocolo do



fabricante do “Kit” comercial “Concert TM Rapid Gel Extraction System” (Gibco

BRL).

3.4.3. Clonagem no vetor pTOPO
O fragmento de DNA amplificado referente ao gene hsp60 de C.
pseudotuberculosis foi clonado no vetor TOPO:Blunt, procedimento realizado de

acordo com as recomendacdes do fabricante (Invitrogen).

3.4.4. Transformacao bacteriana
3.4.4.1. Confeccao de E. coli eletrocompetentes

Uma colbnia de E. coli TOP10 foi inoculada em 5mL de meio LB e incubada
durante 18 horas a 37C sob agitacdo de 150 rpm. Um a aliquota de 3 mL desta
cultura foi inoculada em 300 mL de LB e incubada a 37°C sob agitagéo até atingir
absorbancia (ODeoonm) entre 0.2 e 0.3. Uma vez alcangcado o crescimento
desejado, a cultura foi centrifugada a 6.000 rpm durante 18 minutos a 4C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 300 mL de uma
solucéo de glicerol 10% estéril, processo que foi repetido novamente por 4 vezes.
Apéds a ultima lavagem, as bactérias foram ressuspendidas em 1mL de solugéo
glicerol 10%. Esse 1 mL foi dividido em aliquotas de 100 puL que foram estocadas

a-70<C.

3.4.4.2. Transformagao da E. coli TOP10
Os produtos de ligacéo (inserto e vetor pTOPO) foram dialisados em filtros

de nitrocelulose para eliminar os sais minerais e 10 pL foram utilizados para



transformar 100 puL de E. coli Topl0. As eletrotransformacdes foram realizadas
utilizando 2500V com um eletroporador CelljecTUno (Thermo Electro Corporation,
EUA). Apos este tratamento, foi adicionado 1 mL de meio LB, sem antibiético, para
cada aliguota de células transformadas. Apés a eletroporacdo, o meio, juntamente
com as bactérias eletrocompetentes e o DNA utilizado na eletroporacéo, foram
ressuspendidos e, entdo, incubados por 1 hora a 37° C. Diluicdes de 107, 10Z e

10 foram semeadas em meio LB agar suplementado com ampicilina (100 pg/mL)

e X-GAL (40 ug/mL) e incubadas a 37°C durante 18 horas.

3.4.5. Verificacao da presenca e tamanho do inserto
3.4.5.1. Extracdo do DNA plasmidiano em pequena esc ala (Minipreparacoes)
Para a extracdo de plasmideos, clones brancos obtidos apds a
transformacéo foram cultivados em 5 mL de meio LB suplementados com
ampicilina (100 pg/pL) a 37C por 18 horas sob agitacdo. ApOs este periodo, a
cultura foi centrifugada a 10.000 rpm por 7 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi ressuspendido em 200 pl
da solucgéo I (Tris 25mM pH 8,0; EDTA 10mM pH 8,0; glicose 50mM). Foram entdo
adicionados 400 pl de solucdo Il (0.2M de NaOH; SDS 1%), mistura que foi
invertida gentilmente por aproximadamente 5 minutos. 100 pl de clororformio e
300 pl de solucdo Il (AcK 5M; &cido acético glacial) foram adicionados e a mistura
resultante foi homogeneizada e entdo centrifugada a 14.000 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e, entéo,

acrescentou-se 2,5 volumes de etanol absoluto e 500 mM de acetato de potassio



(pH 4.0), e ap0Os esta etapa, a mistura foi incubada durante 2 horas a -20°C.
Depois deste periodo, o material foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos a
temperatura ambiente. Foram acrescentados ao DNA precipitado, 1mL de etanol
70%, seguindo-se de centrifugacao sob as mesmas condi¢cdes. O sobrenadante foi
descartado e o DNA foi ressuspenso em 20 ul de dgua mili-Q. O mesmo foi tratado

com RNase A (100 pg/mL) em banho-maria a 37°C.

3.4.5.2. Confirmacédo da presenca e tamanho do inser to no vetor

Para verificar a presenca do inserto e peso molecular do fragmento de DNA
clonado no vetor pTOPO, o inserto do DNA plasmidiano foi amplificado através da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os mesmos iniciadores do item
3.4.1. As reacOes de amplificacdo foram feitas em um volume final de 10 pl,
contendo 20pM de cada iniciador, 0,25mM de dNTPs, 0,1 unidade de Tag DNA
polimerase (Invitrogen), 2mM de MgCl, e tampdo da enzima 1X concentrado
(Invitrogen). A reacdo ocorreu em um aparelho termociclador PTC-100 (MJ
Research, Inc.). O programa utilizado foi 0 mesmo do item 4.4.1.

Apoés a reacdo, todo o volume da mesma foi aplicado em gel de agarose a
1%, sendo a corrida eletroforética analisada e documentada como descrito no item

3.3.1.



3.4.6. Caracterizacao do gene hsp60
3.4.6.1. Reacdes de Sequenciamento

Os iniciadores utilizados no sequenciamento foram: M13 senso 5’GTT TTC
CCA GTC ACG AC 3" e M13 anti-senso 5CAG GAA ACA GCT ATG AC 3,
guando as amostras a serem sequenciadas se encontravam clonadas no vetor
TOPO. Ainda, para o sequenciamento do gene hsp60, foi utilizado um par de
iniciadores: o iniciador senso (5"GGA CGG TGT GGT AAC GGT TGA AG 3) e o
antisenso (5CCA TCC ACG ATG ATG GTC TCG AC 3°). Estes séo
complementares a uma sequéncia interna do gene. Quando as amostras a serem
seguenciadas estavam clonadas em outros vetores ou eram produtos purificados
de PCR, foram sequenciados utilizando os iniciadores especificos do inserto em

guestao, os mesmos utilizados nos procedimentos de clonagem.

3.4.6.2. Busca de homologia em bancos de dados e an  lises in silico

As sequéncias editadas foram comparadas com outras sequéncias de DNA
e proteinas relacionadas e previamente depositadas em banco de dados, pelo
algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponivel no sitio do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST). Para a comparacdo entre seqiéncias de

acidos nucléicos utilizou-se o programa BLASTn e para a comparagdo entre
proteinas, o BLASTx. O alinhamento de aminoacidos foi feito utilizando o

programa CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).

A predicéo de diversos caracteres presentes na Hsp60 foi realizada através
de ferramentas de analises de sequéncias disponiveis no portal EXPASY

(http://www.expasy.ch/). A procura por dominios conservados foi realizada através




de procura no banco de dados do PROSITE (http://ca.expasy.org/cgi-bin/prosite/)

e por uma busca no banco de dados disponivel no sitio do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.gov/Structure/cdd/). A predicdo do peso molecular e do ponto

isoelétrico de cada sequéncia de aminoéacidos foi feita utilizando o Compute pl/Mw

(http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.htmL). A estrutura secundaria foi predita

através do programa PSIPRED PREDICTION (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) de

acordo com Mc Guffin et al. (2000). A modelagem da proteina foi realizada com o

auxilio do programa SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/workspace/).

3.5. Caracterizacdo molecular do gene a jusante do  gene hsp60
3.5.1. Reacédo em cadeia da polimerase ( PCR )

O gene hsp60 em actinomicetos esta presente em 2 copias. A copia 1 se
encontra organizada em um operon. Este € constituido por 2 genes que
encontram-se em uma sequéncia conservada: promotor-hsp10-hsp60. A reacao
em cadeia da polimerase foi a técnica utilizada para o isolamento de uma possivel
“ORF” localizada a extremidade 5 do gene hsp60 de Corynebacterium
pseudotuberculosis. Com este propdsito, um par de iniciadores foi desenhado: o
iniciador hspl0 5%, a partir da sequéncia do gene hspl0 de C. diphiteriae
(NC_002935), e o iniciador hsp60 3°, a partir da sequéncia interna do gene hsp60
de C. pseudotuberculosis. As sequéncias dos iniciadores e a temperatura de

anelamento se encontram na tabela 5.



Tabela 5: Parametros utilizados na PCR referentes a amplificacdo do gene hspl0

de C. pseudotuberculosis.

Iniciador senso ( hsp10 5)

5" GTG GCT AAC GTC AAT ATCAAG CC 3

Iniciador anti-senso ( hspl0 3")

5 CTT CAG GAT GCC TTC ACG GG 3

Temperatura de anelamento

50C

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume de 50 pL contendo
20ng de DNA gendmico, 2 pmoles de cada primer, tampao de PCR 1X, 0,25mM
dNTPs 1.5mM de MgCl, e 25U de Tag DNA Polymerase Recombinante
(Invitrogen). A amplificacdo por PCR foi realizada em um termociclador PTC-100
(MJ Research, Inc.), utilizando as seguintes condi¢fes: primeira desnaturacdo a
94°C durante 3 minutos, seguida por 29 ciclos de de snaturagcéo a 95C durante 1
minuto; anelamento durante 40 segundos; extensdo a 72°C durante 1 minuto e
extensao final por 5 minutos a 72<C.

Em seguida, 1/10 do volume de cada amostra foi analisado em gel de

agarose 1% e documentado como descrito no item 3.3.1.

3.5.2. Caracterizacao do gene hspl10
3.5.2.1. Purificacéo dos produtos de PCR

Os amplicons obtidos no item 3.5.1 foram precipitados utilizando PEG 8000
(Kusukawa et al., 1990). O produto da reacdo de PCR foi transferido para um
microtubo de 500 pl. Volume igual de solucdo de PEG 8000 (15%) foi adicionado e

a mistura foi incubada em banho-maria a 37°C por 15 minutos. Apos centrifugar a




13.000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado com a
pipeta e descartado. 125 pl de etanol 80% gelado foram adicionados e
centrifugou-se novamente a 13.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado
com a pipeta. Realizou-se mais uma lavagem com etanol 80%, e o precipitado

seco foi ressuspendido em agua mili-Q.

3.5.2.2. Reac0es de seqiienciamento e analises in silico

O material obtido no item 3.5.2.1 foi submetido ao seqienciamento, como
descrito no item 3.3.5.1. As analises in silico foram realizadas de acordo com o
item 3.3.5.2. Contudo, somente os programas “BLASTn”, “BLASTX” e Compute

pl/Mw foram utilizados.

3.6. Clonagem do gene hsp60 em vetor de expressao procarioto
3.6.1. Reacéo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a expressdo da proteina recombinante, a sequéncia codificadora do
gene hsp60 de C. pseudotuberculosis foi clonado no vetor de expressao procarioto
pProEx-Hta. Para isso, os iniciadores foram desenhados a partir da sequéncia
codificadora do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis. Foram acrescentados sitios
de restricdo artificial as extremidades dos iniciadores. A sequéncia destes, as
temperaturas de anelamento, os sitios de restricdo e o peso molecular do

fragmento amplificado se encontram na tabela 6.



Tabela 6: Parametros utilizados na PCR referentes ao vetor procarioto (pProEx-

Hta).

Iniciador senso

5- GGATCCGATGGCAAAGCTGATTGCA-3’

(BamHlI)

Iniciador antisenso 5 -AAGCTTTTAGTGGTGGTGATGGTG-3’

(HindIln)

Temperatura de anelamento 58T

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume de 50 pL contendo
20ng de DNA gendmico, 2pmoles de cada iniciador, tampéao de PCR 1X Il (20mM
Tris-HCL pH8,4; 50mM KCI; 1,5mM de MgCl,; 200uM dNTPs) e 1U de AccuPrime
TM Tag DNA polimerase. A amplificagdo por PCR foi realizada em um
termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.), utilizando as seguintes condicdes:
primeira desnaturagdo a 95C durante 5 minutos, seguida por 29 ciclos de
desnaturacdo a 95C durante 1 minuto; anelamento durante 40 segundos;
extensdo a 68T durante 2 minutos e 30 seg e extens &o final por 7 minutos a

68C.

3.6.2. Purificagédo do fragmento de DNA
O fragmento de DNA correspondente ao gene hsp60 de C.
pseudotuberculosis foi recuperado do gel de agarose e purificados de acordo com

3.4.2.




3.6.3. Clonagem em vetor pTOPO
O fragmento correspondente ao gene hsp60 purificado foi entdo submetido

a clonagem no vetor pTOPO de acordo com o item 3.4.3.

3.6.4. Transformacdo em E. coli TOP10
O produto de ligacdo obtido no item 3.6.3. foi transformado em E. coli

TOP10 de acordo com o item 3.4.4.2.

3.6.5. Sub-clonagem no vetor de expresséo procarioto
3.6.5.1. Digestédo enzimética

Para a sub-clonagem no vetor de expressao procarioto, inicialmente foi
realizada extragcdo e purificacdo por minipreparacdes do vetor de expresséo
(pProEX-Hta) e do vetor contendo o inserto referente ao gene hsp60 (e
pTOPO:hsp60p). Estes foram submetidos a uma digestdo dupla com as enzimas
Hindlll e BamHI de acordo com as recomendacfes do fabricante (Invitrogen), de
forma a gerar extremidades coesivas. As reacOes foram realizadas para um
volume final de 20 pL. Os produtos resultantes da digestdo enzimatica foram

analisados por resolucéo eletroforética de acordo com item 3.3.1.

3.6.5.2. Purificagéo dos fragmentos de DNA
Os fragmentos de DNA foram recuperados do gel de agarose e purificados

de acordo com o item 3.4.2.



3.6.5.3. Clonagem da sequéncia codificadora do gene hsp60 de C.
pseudotuberculosis nos vetores de expressao procarioto

Os insertos referentes ao gene hsp60 e os fragmentos referentes a digestéao
enzimatica dos vetores procarioto e eucariotos foram submetidos a uma reacéo de
ligacdo in vitro. Cada reacao foi realizada com a enzima T4 DNA polimerase
(Invitrogen) a temperatura de 16<C durante 16 horas. As reag¢fes utilizaram uma

proporcéo inserto/vetor de 10/1 em um volume final de 20 pL.

3.6.5.4. Verificagdo da presenca e tamanho dos insertos dos clones
referentes aos plasmideos recombinantes pProEx-Hta: hsp60

A verificacdo da presenca e do tamanho do inserto foi realizada de acordo
com o item 3.4.5.1. a 3.4.5.2., sendo que o programa da PCR e os iniciadores
utilizados foram os mesmos do item 3.6.1. Para confirmar o tamanho do inserto,
500 ng de DNA foram duplamente digeridos com as enzimas Apal e Hindlll
(Invitrogen), em uma reacdo cujo volume final foi de 20 pL. A confirmagao da
sequéncia codificadora referente ao inserto clonado foi realizado por
sequenciamento e analises in silico com os programas “BLASTn” e “BLASTX, de

acordo com os itens 3.4.6.1 e 3.4.6.2.

3.7. Expresséo e Purificacdo da Proteina Hsp60 Reco mbinante
3.7.1. Expressao da Proteina Hsp60 Recombinante

Para o experimento piloto de expresséo, 0,3 mL de uma cultura saturada de
E. coli TOP 10 contendo o plasmideo pProEX:hsp60 foram adicionados a 30 mL

de meio LB contendo ampicilina (100 ng/mL). A cultura foi incubada a 120 rpm a



37°C. Apo6s atingir a densidade oOtica a 600 nm (DO goonm) de 0.5, a cultura foi
dividida em induzida, a qual acrescentou-se 0,6 mM de Isopropilthio-B-D-
galactopyranoside (IPTG), e né&o induzida, que ndo recebeu modificagbes, de
acordo com as recomendacbes do fabricante (GIBCO BRL). Os niveis de
expressdo também foram analisados apos a indugdo com 1mM de IPTG. Para a
cinética de expressao, amostras de 500 uL de ambas as culturas foram coletadas
de hora em hora durante 4 horas de expressdo. Estas amostras foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 7 minutos e o precipitado reservado para a analise
da expressdo da proteina recombinante. Os mesmos procedimentos foram
adotados para a expresséo a maior escala, que foi realizada em 500 mL de meio
LB contendo ampicilina (100 pg/mL) durante 4 horas. Toda a cultura foi entéo

centrifugada a 7000 rpm por 10 minutos a 4T.

3.7.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida

As amostras coletadas foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida sob condicbes redutoras (SDS-PAGE), utilizando-se gel de
separacdo a 12% (Sambrook et al., 1989). As amostras aplicadas no gel foram
previamente ressuspendidas em Tampéo de Amostra (0,0625M Tris-HCI pH 6.8,
SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0.0005%, B-mercaptoetanol 2,5%) e em
seguida aquecidas a 100C por 5 minutos. A corrida eletroforética foi realizada em
Tampao Tris-glicina (25mM Tris base, pH 8.3, 250mM Glicina e SDS 0.1%) a 100
Volts. Para a deteccdo da proteina, foi utilizada a coloracdo azul brilhante de

Comassie. O gel foi incubado sob agitacdo a temperatura ambiente por 16 horas



na solucao corante (Metanol 50%, acido acético 10%, e Comassie Brilliant Blue R-
250 0.25%). Em seguida, o gel foi transferido para a Solugéo Descorante (Metanol
50%, Acido Acético 10%) até que o padréo de bandas pudesse ser visualizado. Os
padroes de peso molecular utilizados foram o BenchMark Pre-Stained Protein

Ladder (Invitrogen) e Protein Mixture (Armesham).

3.7.3. Isolamento da proteina recombinante Hsp60
3.7.3.1. Preparo da amostra para a purificacéo -li se e dosagem

Para a lise celular, o precipitado da cultura induzida foi ressuspendido em
35 mL de solucéo de lise (10mM Na,HPO,4, 10mM NaH,PO,4, 0.5M NaCl e 10mM
Imidazol pH 7.5). O material foi entdo submetido & sonicacdo. Foram realizados 3
pulsos ultras6nicos de amplitude de 30% e intervalos de 1 minuto. O lisado da
expressao foi entdo centrifugado a 7.000 rpm a 4C por 20 minutos. Como a
proteina expressa se apresentava em corpusculos de inclusédo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado recuperado e ressuspendido em 50 mL de Tampao de
Corrida desnaturante (10mM NaHPO,4, 10mM NaH,PO,4 0.5M NaCl e 10mM
Imidazol e 8M de uréia pH 7.5).

A concentragao protéica da amostra foi calculada pelo Método de Bradford.
Em seguida, a amostra foi diluida em Tamp&o de Corrida Desnaturante para a

concentracao protéica final de 0.5 pg/ul, sendo em seguida filtrada em membrana

de 0.45 um (Whatman).



3.7.3.1.2. Purificacdo da proteina recombinante Hsp 60

Hsp60 foi purificada por cromatografia liquida de afinidade ao niquel sob
condicdes desnaturantes em HPLC (do inglés, High Performance Liquid
Chromatography) (GE Healthcare) Akta Explorer. Para este propdsito, foi utilizada
uma coluna HisTrap Chelating HP de 1 mL (GE Healthcare) de 10mM
NiSO4.6H20. O programa utilizado para a purificacdo foi o recomendado pelo
fabricante (GE Healthcare). Para a eluicdo da proteina, utilizou-se Tampao de
Eluicdo Desnaturante (10mM Na,HPO,, 10mM NaH,PO,, 0.5M NaCl e 0.5M
Imidazol e 8M de uréia pH 7.5). Todo o procedimento de purificagdo foi monitorado

pela leitura da absorbancia a 280nm.

3.7.3.1.3. Dialise da proteina recombinante Hsp60

A proteina Hsp60 recombinante purificada foi submetida a dialise em uma
membrana com limite de exclusdo de 6 a 8 kDa (Spectrum Medical Industries). A
dialise foi realizada contra solucdes de concentracdes decrescentes de uréia (6M,
4M, 2M e 1M) diluida em solucgéo salina fosfatada tamponada (PBS pH 7.2) e uma
quinta solugdo contendo somente PBS. A membrana de didlise contendo a
proteina purificada permaneceu imersa por 1 hora e 30 minutos em cada uma das
solucbes sob agitacdo a 4°C. Apés a dialise, a proteina recuperada foi dosada

pelo método de Bradford.

3.8. Caracterizacao funcional da proteina recombina  nte Hsp60
O teste de complementacao génica foi analisado a partir de dois fendtipos:

pela capacidade de crescimento sob condicdes de estresse térmico e pela



capacidade de manter o crescimento do fago A. Em estresse térmico, as linhagens
de E. coli B178 e CG2241 foram transformadas de acordo com o item 4.4.4.2 com
os plasmideos pProEx-Hta e pProEx-Hta e pProEX-Hta:hsp, respectivamente, e
foram cultivadas em meio LB suplementado com ampicilina. Estas culturas foram
cultivadas em meio LB caldo e a expressao da proteina recombinante, bem como
a sua visualizacdo em gel de poliacrilamida, foram realizadas de acordo com os
itens 4.7.1 e 4.7.2, sendo que a concentracdo de IPTG utlizada foi de 0,1mM.
Aliquotas de 3 pl destas culturas induzidas foram plaqueadas em meio LB &agar,
com e sem 0,1 mM IPTG. As placas foram incubadas a 30 e 42°C.

Para avaliar o crescimento do fago Aclb2, diluicdes seriadas deste foram
plaqueadas em meio LB agar com ampicilina e com ou sem a adicdo de 0,1mM
IPTG. Nestes meios, haviam culturas das bactérias transformadas com os
plasmideos pProEx-Hta e pProEx-Hta:hsp60 (B178[pProEX], groEL44[pProEX-
Hta] e groEL44[pProEx-Hta:hsp60]). Estas placas foram entdo incubadas a 30°C

por 16 horas.

3.9. Imunizacbes com a proteina recombinante Hsp60
3.9.1. Animais

Antes de iniciar o processo de imunizagdo, camundongos BALB/c de 5 a 6
semanas obtidos na Universidade Federal de Minas Gerais foram vermifugados
com ivermectina 1%. Para isso, os animais receberam por 10 dias o produto em

agua filtrada e, posteriormente, permaneceram em descanso por 10 dias



recebendo apenas agua filtrada. Para o processo de imunizagédo, foram utilizados
grupos de 5 animais.

A escala de imunizagdo consistiu de 3 doses de imunizagdo por via
subcutanea com intervalos de 15 dias. O grupo controle foi imunizado com 100 uL
de PBS emulsificado em 100uL de adjuvante. Ao grupo imunizado com a proteina
recombinante, administrou-se 25 pg da proteina diluida em 100 uL de PBS,
solugéo emulsificada em 100 pL de adjuvante. O Adjuvante Completo de Freud
(CFA — Sigma) foi utilizado na primeira dose e o Adjuvante Incompleto de Freud

(IFA — Sigma) nas segundas e terceiras doses.

3.9.2. Coleta de sangue

As coletas de sangue foram realizadas com 14, 28 e 42 dias ap0s primeira
imunizacdo. O sangue foi retirado do plexo retro-orbital dos camundongos com o
auxilio de pipetas Pasteur. Para obter o soro, o sangue coagulado foi centrifugado

a 5.000 rpm por 10 minutos. O soro resultante foi estocado a —20<C.

3.9.3. Desafio e infeccdo dos animais

Os camundongos imunizados com a vacina de subunidade protéica foram
desafiados com 10° UFC (unidades formadoras de coldnias) de a linhagem
selvagem de C. pseudotuberculosis Pus 6 vinte e um dias ap6s a terceira
imunizacédo. A via de infeccao utilizada foi a intra-peritoneal.

Além dos camundongos, caprinos foram infectados experimentalmente com

10° 10 e 10® UFC da linhagem virulenta de C. pseudotuberculosis Pus 6 por via



subcuténea. Estes animais, pertencentes a Industria Vallée, foram amostrados e
utilizados em experimentos de caracterizacdo da resposta humoral em relacdo a

proteina recombinante.

3.9.4. Caracterizacao da resposta imunoldgica
3.9.4.1. Caracterizagao do perfil da resposta humor  al
3.9.4.1.1. Deteccédo de imunoglobulinas anti-Hsp60 a  partir das amostras de
soro dos animais imunizados com a proteina recombin ante e de caprinos
infectados experimentalmente

O soro de camundongos imunizados com a proteina recombinante e de
caprinos imunizados com a linhagem virulenta de C. pseudotuberculosis Pus 6 foi
utiizado em ensaios imunoenzimaticos do tipo indireto para a deteccao de
imunoglobulinas anti-Hsp60. Para este propésito, placas de 96 pocos de fundo
chato (Maxisorp-Nunc) foram sensibilizadas com a proteina recombinante Hsp60
de C. pseudotuberculosis. Para isto, adicionou-se a cada pogo aliquotas de 100 pL
da proteina purificada, na concentracdo de 5pg/mL diluida em tampé&o
carbonato/bicarbonato 0,05M pH 9.6. As placas permaneceram a 4C por 18
horas. Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS- T20 (PBS 1X pH
7.4; Tween 20) e bloqueados com 250 pL/poco de PBS-T20 10% soro fetal bovino
por 2 horas a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, os poc¢os foram lavados 3
vezes com PBS-T20. Amostras dos soros de camundongos e de caprinos na
diluicdo de 1:100 e 1:50, respectivamente, foram adicionados as placas em

duplicatas 100 pL/pogo. Apos 1 hora de incubacdo a temperatura ambiente e 3



lavagens com PBS-T20, foram adicionados 100 uL/poc¢o do anticorpo secundario
conjugado a peroxidase, anti-mouse-IlgG-HRP, anti-mouse-IgG1-HRP, anti-mouse-
IgG2a-HRP e anti-goat-IgG (Southern Biotechnology Associates) nas diluicdes de
1:5.000, 1:5.000, 1:2.000 e 1:10.000 respectivamente. Apds uma hora de
incubacdo a temperatura ambiente e 3 lavagens com PBS-T20, 100 yL/pogo de
solucao reveladora (200pmoles orto-fenilenodiamina [OPD, Sigma] diluido em 50
mL de tampdo citrato-fosfato pH. 5 0,05% H>0,). As placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 15 minutos e a reacéo foi interrompida pela adicdo de
50 pL da solucdo de parada contendo 6% de acido sulfrico. A absorbéancia foi

medida a 492nm utilizando um leitor de placas de ELISA (BioRad, Hercules, CA).

3.9.4.1.2. Analises estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas através dos testes ANOVA pos
hock Turkey e “t” de student ndo pareado utilizando o software GraphPad Prism.

Foram considerados significativos os valores de P<0,05.

3.9.4.2. Caracterizacao do perfil da resposta celul  ar

3.9.4.2.1. Cultura de esplendcitos

Para avaliar a resposta ap6s a imunizacdo com a proteina recombinante
Hsp60, um grupo de 5 camundongos BALB/c foi sacrificado por deslocamento
cervical 15 dias ap0s a terceira imunizagdo. O bago destes animais foi macerado e
os esplendcitos assim obtidos foram homogeneizados em 35 mL de solugéo salina

e entdo submetidas a 1.200 rpm por 10 minutos a 4C . Para a lise das hemacias,



0 sobrenadante foi entdo descartado e o precipitado ressuspendido em 9 mL de
agua apirogénica. A solucdo foi rapidamente homogeneizada e entdo 1 mL de
PBS 10X estéril foi acrescentado; a solucdo foi entdo homogeneizada e
completou-se o volume de 35 mL com solugéo salina. A solugéo foi centrifugada a
1.200 rpm por 10 minutos a 4. Os esplendcitos for am entdo lavados mais duas
vezes com solucdo salina estéril e apirogénica e, entdo, diluidas para uma
concentracao final de 1 x 10%poco em meio RPMI 1640 suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino, penicilina G sodica 100 U/mL, estreptomicina 100 ug/mL e
anfotericina B 250 ng/mL. Inicialmente, as células foram incubadas com 2 pg/poco
de polimixina B (Sigma). As microculturas de esplendcitos foram mantidas em
estufa a 37C e 5% de CO , por 30 minutos. Em seguida, as células foram ent&o
incubadas com meio RPMI 1640 (controle negativo), Concanavalina A 1 pug/poco
(controle positivo), rHsp60 50ug/mL e com Lipopolissacarideo (LPS) de E. coli
purificado (Sigma) na concentragdo de 2.5ng/mL (mesma concentracdo de LPS
encontrada em 50ug/mL da proteina recombinante). As microculturas de
esplendcitos foram mantidas em estufa a 37C e 5% de CO,. A mesma
concentracao de polimixina foi adicionada novamente a cultura apos decorridas 12

e 24 horas da adicao desta substancia.

Os sobrenadantes das microculturas foram coletados apés 24 horas para
as células estimuladas com meio RPMI e concanavalina A e 48 horas ou 72 horas
para as células estimuladas com Meio RPMI, rHsp60 e LPS. Ap6s o periodo de

estimulagcéo, os sobrenadantes das culturas foram armazenados a - 70°C. Os



niveis de TNF-a e IL-4 foram medidos a partir dos sobrenadantes coletados apos

48 horas e os de IFN-y e IL-10 pos 72 horas de estimulagao.

3.9.4.2.2. Deteccao de citocinas

A producdo de citocinas a partir dos esplendcitos pré-sensibilidos de
camundongos imunizados foi avaliada através de ensaio imunoenzimatico de
captura. A dosagem dos niveis de citocinas foi realizada com o Kit Opteia (BD), de
de acordo com as instrucdes do fabricante. A densidade ética foi realizada em

leitor automatico de ELISA (Biorad), utilizando o comprimento de onde de 450nm.

3.9.5. Analise da protecao

A protecao conferida pelo processo de imunizagcdo dos camundongos foi
avaliada de acordo com a taxa de sobrevivéncia dos animais vacinados. Para isso,
0s animais imunizados com a proteina recombinante associada ao adjuvante de
Freund foram comparados aos imunizados somente com PBS associado ao

adjuvante de Freund.

3.10. Clonagem do gene hsp60 em vetor de expressédo eucarioto
3.4.10.1. Reagéo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a construcdo da vacina de DNA, a sequéncia codificadora do gene
hsp60 de C. pseudotuberculosis foi clonado no vetor de expressdo eucarioto
pVAX1l. Para isso, os iniciadores foram desenhados a partir da sequéncia
codificadora do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis. Foram acrescentados sitios

de restricdo artificial as extremidades dos mesmos. Foi adicionada ainda a



sequéncia de Kozak ACCATGG, de acordo com as recomendacdes do fabricante
do vetor pVAX1 (Invitrogen), ao iniciador senso. As sequéncias dos iniciadores, as
temperaturas de anelamento, os sitios de restricdo e o peso molecular do

fragmento amplificado se encontram na tabela 6.

Tabela 7: Parametros utilizados na PCR referente a clonagem do gene hsp60 no

vetor de expresséo eucarioto (pVAX1).

Iniciador senso 5- AAGCTTACCATGGCAAAGATTGCATT-3
(HindllT)

Iniciador anti-senso 5-GGATCCTTAGTGGTGGTGATGGTG-3"
(BamHlI)

Temperatura de anelamento 62C

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume de 50 pL contendo
20ng de DNA gendmico, 1pmole de cada iniciador, tampao de PCR 1X Il (20mM
Tris-HCL pH. 8,4; 50mM KCI; 1,5mM de MgCly; 200uM dNTPs) e 1U de
AccuPrime TM Tag DNA polimerase. A amplificacdo por PCR foi realizada em um
termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.), utilizando as seguintes condicdes:
primeira desnaturagcdo a 95C durante 5 minutos, seguida por 29 ciclos de
desnaturacdo a 95C durante 1 minuto; anelamento durante 40 segundos;
extensdo a 68T durante 2 minutos e 30 seg e extens &o final por 7 minutos a

68C.




3.10.2. Purificagéao do fragmento de DNA
O fragmento de DNA correspondente ao gene hsp60 de C.
pseudotuberculosis foi recuperado do gel de agarose e purificados de acordo com

3.4.2.

3.10.3. Clonagem em vetor pTOPO
O fragmento correspondente ao gene hsp60 purificado foi entdo submetido

a clonagem no vetor pTOPO de acordo com o item 3.4.3.

3.10.4. Transformacao em E. coli TOP10
O produto de ligacado obtido no item 3.10.3. foi transformado em E. coli

TOP10 de acordo com o item 3.4.4.2.

3.10.5. Sub-clonagem no vetor de expressao eucarioto
3.10.5.1. Digestéo enzimatica

Para a sub-clonagem no vetor de expresséo eucarioto, inicialmente foi
realizada extragcdo e purificacdo por minipreparacdes do vetor de expresséo
(pPVAX1) e do vetor contendo o inserto referente ao gene hsp60 (pTOPO:hsp60e).
Estes foram submetidos a uma digestao dupla com as enzimas Hindlll e BamHI de
acordo com as recomendacdes do fabricante (Invitrogen), de forma a gerar
extremidades coesivas. As reacdes foram realizadas para um volume final de 20
ML. Os produtos resultantes da digestdo enzimatica foram analisados por

resolucéo eletroforética de acordo com item 3.3.9.



3.10.5.2. Purificagéo dos fragmentos de DNA
Os fragmentos de DNA foram recuperados do gel de agarose e purificados

de acordo com o item 3.4.2.

3.10.5.3. Clonagem da sequéncia codificadora do gen e hsp60 de C.
pseudotuberculosis nos vetores de expressao eucarioto

Os insertos referentes ao gene hsp60 e os fragmentos referentes a digestao
enzimatica do vetor eucarioto foram submetidos a uma reacdo de ligacdo, de

acordo com o item 3.6.4.3.

3.10.5.4. Verificagdo da presenca e tamanho dos insertos dos clones
referentes aos plasmideos recombinantes pVAX1:  hsp60

A verificagdo da presenca e do tamanho do inserto foi realizada de
acordo com os itens 3.4.5.1. a 3.4.5.2., sendo que o programa da PCR e os
iniciadores utilizados foram os mesmos do item 4.10.1. Para confirmar o tamanho
do inserto, 500ng de DNA foram duplamente digeridos com as enzimas EcoRI e
Hindlll (Invitrogen), em uma reac¢ao cujo volume final foi de 20 pyL. A confirmacé&o
da sequéncia codificadora referente ao inserto clonado foi realizado por
sequenciamento e analises in silico com os programas “BLASTn” e “BLASTX, de

acordo com os itens 3.4.6.1 e 3.4.6.2.

3.10.6. Isolamento e purificagdo dos vetores utiliz  ados na imunizag&o génica
Os vetores pVAX1 e pVAX1:hsp60 foram isolados e purificados utilizando o

Kit EndoFree Plasmid de acordo com as recomendacdes do fabricante (Qiagen,



Valencia, CA). A concentracdo e pureza do DNA gendmico foi estimada apos
leitura em espectrofotdmetro, nos comprimentos de onda de 260 e 280nm, e

também através de resolucéo eletroforética, de acordo com o item 3.3.1.

3.11. Imunizag&o com a vacina de DNA
3.11.1. Animais
Foram utilizados camundongos BALB/c, os quais foram submetidos ao

mesmo tratamento descrito no item 3.9.1.

3.11.2. Imunizacao

Quanto a escala de imunizagéo, os animais foram imunizados inicialmente
com 10uM de cardiotoxina. Cada animal recebeu 50 uL em cada quadriceps por
via intra-muscular. A cardiotoxina foi administrada 5 dias antes de iniciar os
processos de imunizagdo com a vacina de DNA.

A imunizagao génica foi realizada com 2 grupos. Um grupo recebeu o vetor
pVAX1 contendo a sequéncia codificadora do gene hsp60 de C.
pseudotuberculosis; o grupo controle foi imunizado com o vetor pVAX1, sem o
inserto. Foram realizadas 4 imunizagbes com intervalo de 15 dias. A dose
administrada foi de 100ug por animal; 50pug (em um volume de 50 pL), por via

intra-muscular, em cada quadriceps do animal.



3.11.3. Coleta de sangue
As coletas de sangue foram assim como descrito no item 3.10.2. nos dias

14, 28, 42 e 56.

3.11.4. Desafio e infec¢do dos animais
Os camundongos imunizados com a vacina de DNA foram desafiados de

acordo com o item 3.9.3.

3.11.5. Caracterizacao da resposta imunoldgica.
3.11.5.1. Caracterizacao do perfil da resposta humo  ral
3.11.5.1.1. Deteccao de imunoglobulinas anti-Hsp60
A resposta humoral dos animais imunizados com a vacina de DNA foi
analisada da mesma maneira que 0sS animais imunizados com a proteina

recombinante, de acordo com o item 3.9.1.1.

3.11.5.1.2. Anélises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas de acordo com o item 3.9.4.1.2.

3.11.6. Analise da protecao
A protecdo conferida pelo processo de imunizagdo génica foi avaliada de
acordo com o item 3.9.5. A comparacao foi realizada entre o grupo controle

(animais imunizados com pVAX1) e vacinados (imunizados com pVAX1:hsp60).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO



4. PARTE 1
Isolamento, clonagem e caracterizacao

molecular do gene hsp60 e do seu operon



4.1.1. Isolamento e clonagem do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis

O primeiro passo deste trabalho de dissertagdo consistiu na tentativa de
isolar o gene hsp60 de C. pseudotuberculosis. Com este intuito e considerando
gue as Hsps sdo bastante conservadas tanto em nivel de nucleotideo como de
aminoacidos, adotou-se como estratégia a utilizacdo da técnica de PCR. Os pares
de iniciadores foram desenhados de forma complementar a seqiéncia
codificadora do gene hsp60 de C. diphtheriae, ja que segundo Dorella et al.
(2006), esta ultima é uma das bactérias mais proximas taxonomicamente da C.
pseudotuberculosis. Foi verificada a amplificacdo de um fragmento de DNA de
aproximadamante 1630 pb (Fig. 2), assim como esperado para o gene hsp60 de
C. pseudotuberculosis. Em seguida, este fragmento de DNA foi entdo submetido a

clonagem no vetor TOPO:Blunt para posterior analise.

1636 pb -

Figura 2. Amplificacdo do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis. Gel de
agarose a 1% mostrando o produto da reagao de amplificag&o, a qual teve como
molde o DNA gendémico da linhagem virulenta T1. PM: padréo de peso molecular 1
Kb DNA Ladder (invitrogen); Canaleta 1. amplificacdo do gene hsp60



4.1.2. Caracterizagcdo molecular do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis
através da técnica de seqlienciamento e por analises in silico

Para a caracterizacdo molecular do suposto gene hsp60 de C.
pseudotuberculosis, primeiramente o DNA plasmidiano do clone contendo o vetor
pTOPO:hsp60 foi isolado. Para confirmar se o fragmento clonado correspondia a
seqguéncia codificadora do gene hsp60, a amostra foi seqienciada. Em seguida,
foram desenhados iniciadores internos e a sequéncia completa foi obtida. Cada
fita entdo foi sequenciada no minimo 3 vezes. A sequéncia nucleotidica completa

do gene hsp60 esta representada na figura 3.

ATGGCAAAGCTGATTGCAT TCARCCAGEAASCCCOTGAAGGCATCCT GAACGGTGTGGACATGCTGGCTA
ATGCAGTGAARGTARCGCTTIGETCCCCET GRACGCAACGTGGTACT GGAMPAMGCCTTTGGTAGCCCCAC
GETTACCAAIGAT GECCTEACTATCGCOCCGTGAAATT GACGTTGAGGAT CCCTTTGAARAC T TCGGCIGTA
CASCTTGTCAAATCOCTTCCCOTAMACGACCALCCATATTCCTOOCCACOOCACCACCAZCOZAACGCTCC
TGEICCCARAGIAGT TAT TACAGACGGCTTGCICAACGT TECAGCTGGEEGCTAATCCTGTT GASCTGAACCG
AGSCATCCT T GCGGCAGCT CATAALGCCGT GGAGARGCTAGGCGAGCGT GCAGCGEAASTASCCTCTGCC
GCAGACATTGCCARCGTAGCCACTGTTTCTTCTCGCGATGCTGAGAT CGETGACAT GGT CGICGCAGCARL
TERARAAAGTGRECAAGGACGRTGTGETAANGET TGAAGAGTOTCAGTOCATCGARTCETATCTTGATET
GACCGAAGGAGTGTCCTTTCACAAGGGOTAZCTATCTCCGTACT TCATCACCGACACCSACTCTCAACGA
GCIGAGCTAGATGATCCGTACATTCTCOTCETACGGAATAAGATCTCCTCCCTGCOGGACTTICCTGICTT
TGITGEARRAGACAGTCGAAGUCEARCARAGCIGETTCTTATCAT CGCGEAACACGTAGASGGT GAGCCTCT
GCAGACTCTCGTGGT GAACTCCAT CCGGAASACGCTGCGCGCTGTTGCCETGAAGT CTZCGTATTTTGET
GAGCGTCETARAGCATTCATGEACGACCT CECAGTGGTTACTAATGCCACCGTGGET GGACCIAGAGGET GG
GCATTAACC T GAATEARGC GGG TCGAGEGTATT TGETACC G TCGTCGCETCACT GTALC ARG ACGA
GALZCATCATCGETGEATGGCECGEGA CTTCIZGAGGCEETGENAGANT CEUCCETCANC AN TCIGTCGCGAG
ATCGAAAANCACGGACT CCACCTCEGEAT ZGT GAAAANGCTGAGGAGCGCCT CGCCAAGCTCTZTGETGGCG
TCECTGETGATTAARGTCGETGCAGCCACGGARACCGAGGTCTCCGAGCGT AAACTGCGTGT ZGAAGACGC
CATCAATGCT GCCCGTGCACCEECT CAGGASGGCGTTATCGUGGGIGLT GECTCCGCGITTSTGCAGATT
GCCAAGGAACTGCGCGTAT ACGCCHAAGAGT TTGAAGGCGACGCTAAGGT CGGCGTCARCGITTTGGCCA
ATGCCTTGAGCAAGCCTGCTTATT GGATCGICGACAACGCAGGTCTCGACCGTGCAGTIGTSGTCTCT AR
GATCGCTGATTTGCCTAACCGEGCAMGGUTT CAACGCTGCAACT T TGGAGTACGGEAACTTGATTGALCAG

TGACCACCGAGGCATCTGTIGTCGAGARGCITGT TGAGGC T AAGCCACAGECTGETGGECATCACCACCA
CCATCACCACCACTER

Figura 3: Seqiiéncia nucleotidica do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis.
Em amarelo: cdédon de inicio ATG; em vermelho: cédon de parada TAA.

A sequéncia nucleotidica referente ao gene hsp60 de C. pseudotuberculosis

€ composta de 1626 pb e foi depositada no GenBank com o nimero de acesso



AY_781285. O tamanho obtido est4 de acordo com os de outras sequéncias de
hsp60 de outras espécies bacterianas, como C. glutamicum (Barreiro et al., 2004)
e Rhodococcus equi (Vanniasinkam et al., 2004). Estas caracteristicas sdo ainda
observadas em microorganismos filogeneticamente distantes, como as
cianobactérias (Tanaka et al., 1997).

Apds o0 sequenciamento, a sequéncia nucleotidica do gene hsp60 de C.
pseudotuberculosis foi submetida a uma busca de similaridades. Com este
propésito, utilizou-se o programa “BLASTN”. As analises in silico demonstraram
gue esta seqUéncia € similar a de outros genes hsp60 de diferentes
microorganismos. Elas foram significativas com aquelas de microorganismos

filogeneticamente mais proximas, especialmente com as de outras espécies do

género Corynebacterium (Fig. 4).
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Corynebactenium diphtheriae gravis MCTC13128,
BX248355 1 Je-122
complete genoms; segment 278

Caryrebacterium giutamicum ATCC 13032 DMA,
BACDOO3E. 3 1e-15
complete genoms.

o Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, 1
BX927145 1 1e-1g
fingerprint type 4-5, complete genome; segment 2/10

Zarynehacterium efficiens ViE-314 OMNA, complets
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AF235163.1 e pri-z (grok) op a0

complets sequance.

CPO00325. 1  Mycobactzrium ulcerans Agy9S. complete gename. 2e-08

Figura 4: Resultado daos alinhamentos de maiar similaridade em farma de grafico
(A) e tabelas com as suas informacdes respectivas geradas automaticamente pelo
BLASTR (B).

7

A proteina Hsp60 de C. pseudotuberculosis € composta de 541

aminoéacidos (Fig. 5), sendo que o peso molecular e o valor do ponto isoelétrico



(pl) preditos pelo Compute pl/Mw (http://www.expasy.ch/tools/pi tool.html) foram

de 57,4 kDa e 4,91, respectivamente.

MAKLIAFNQEAREGILKGVDTLANAVKVTLGPRGRNVVLEKAFGSPTVINDGVTIAREIDVED
RFENLGVQLVKSVAVETNDIAGDGTTTATLLAQAVITEGLRNVAAGANPVELNRGILAAADK
AVEKLGERAAEVASAADIANVATVSSRDAEIGDMVAAAMEKVGKDGVVTVEESQSIESYLDV
TEGVSFDKGYLSPYFITDTDS QRAELDDP YILLVRNKISSLPDFLPLLEKTVEANKPVLIIAEDVE
GEPLQTLVVNSIRKTLRAVAVEKSPYFGERRKAFMDDLAVVTINATVVDPEVGINLNEAGVEVF
GTARRVTVTKDETIIVDGAGTSEAVENRRQQIRREIENTDSS WDREKAEERLAKLS GGVAVIKY
GAATETEVSERKLRVEDAINAARAAAQEGVIAGGGSALVQIAKELRVYAEEFEGDAKVGVNA
LANALSKPAYWIADNAGLDGAVVVSKIADLPNGEGFNAATLEYGNLIEQGIIDPVKVTHSAVV
NATSVARMVLTTEASVVEKPVEAKP QA GG F IR

Figura 5: Seqiiéncia de aminoacidos do gene hsp60 de C.
pseudotuberculosis. Em vermelho, estd destacado o motivo composto de uma
repeticdo de 8 histidinas na por¢cdo C-terminal da proteina Hsp60 de C.
pseudotuberculosis.

Assim como a seqUéncia nucleotidica, a sequéncia de aminoacidos foi
submetida a busca de similaridades com todas as proteinas depositadas em
bancos de dados. Com este intuito, utilizou-se o programa “BLASTX". Hsp60 de C.
pseudotuberculosis apresenta similaridade com sequéncias de Hsp60 de
diferentes microorganismos. Elas foram mais significativas com a de
microorganismos filogeneticamente proximos e, principalmente, com as de outras

espécies do género Corynebacterium (Fig. 6).



£ Celor key for alignment scores
>=200
ey [ —
| | | |
0 1500
B
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qi[38233185|reflNP_938952.1] chaperonin GroEL [Corynebacteriu... 0.0
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di|25027158]|refl[NP_737212 1] chaperonin GroEL [Corynebacteriu. . 0.0
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gi|54022854|ref]YP_117096.1] chaperonin GroEL [Nocardia 1e-179
Eerigd, v
gi[89338154[reflZP_01190932.1] Chaperoain Cpné0/TCP-1 1e-177
[Mycoba. ..
qil111023153|ref[YP 7081251] chaperone protein [Rhodococcus. .. | 2e-177

Figura 6: Resultado dos alinhamentos de maior similaridade em forma de grafico

(A) e tabelas com as suas informacgdes respectivas geradas automaticamente pelo
BLASTx (B).

Comparando os resultados obtidos com as andlises in silico referentes a
busca de similaridades da sequiéncia nucleotidica com a de aminoacidos entre as
Corynebacterium, nota-se que a similaridade da sequéncia de aminoacidos € mais

significativa que a de nucleotideos. Este fato reflete a alta conservacao funcional



das proteinas Hsps entre as espécies, e justifica-se pelo uso diferencial de codons
preferenciais entre as mesmas durante o processo de traducao de proteinas.

Um alinhamento foi realizado para predizer a identidade entre aminoacidos
da Hsp60 de C. pseudotuberculosis com as de outros microorganismos do grupo
CMN, incluindo espécies patogénicas. Assim como o0s resultados obtidos no
BLASTX, a maior identidade ocorreu entre espécies do género Corynebacterium;
89% e 82% de identidade com C. diphtheriae e C. glutamicum, respectivamente.
Em relacdo a espécies de outros géneros, a porcentagem obtida foi de
aproximadamente 60%. A identidade foi relativamente maior se comparada ao
género Nocardia (66,9%) que com o Mycobacterium (61%) (Fig. 7). A similaridade
significativa entre as Hsp60 de outras espécies com importancia em saude publica
como a M. leprae e a M. tuberculosis é interessante sob o ponto de vista da
genbmica comparativa e da escolha de antigenos vacinais. A alta similaridade

sugere a possibilidade da conservacéo de epitopos.



Seg-> Cp1 Cdiph1 Cglu Mlep1 Mtb1 Nfar1
Cp1 ID 0,890 0,820 |0,613 |0,614 |0,669
Cdiph1 0,890 |ID 0,807 0,612 0,626 |0677
Cgluf 0,820 |0,807 ID 0,628 0,623 |0,678
Mlep1 0613 |0,612 0,628 |ID 0,827 [0,741
Mt 1 0,614 |0,626 0,623 0,827 1D 0,756
Nfar1 0,669 |0,677 0,678 0,741 0,756 |ID

Figura 7: Matrix de identidade entre a proteina Hsp60 de espécies do grupo
CMN. A identidade entre as proteinas Hsp60 de especies pertencentes aos
actinomicetos foi realizada com o auxilio do programa CLUSTAL W. C.
pseudotuberculosis (Cp1); C. diphteriae (Cdiph1) (NP_938952); C. glutamicum
(Cglu1) (NP_599834); M. leprae (Milep1) (NP_301373); M. tuberculosis (Mtb1)
(NP_217934); Nocardia. fartidiosas (Nfar1) (YP_117096)

O alinhamento ainda permitiu comparar a conservacao de aminoacidos por
toda a extensdo da proteina Hsp60. O resultado demonstra a existéncia de
aminoacidos idénticos e similares por toda a sequéncia da proteina. Apesar disso,
as regides que apresentam maior identidade estéo presentes nas por¢gdes N e C-
terminal (Fig. 8).

A regido C-terminal da proteina Hsp60 de C. pseudotuberculosis apresenta
um motivo que é caracterizado por uma repeticdo de 8 histidinas. Esta repeticédo é
caracterisitica da cépia 1 da proteina Hsp60 de actinomicetos (Ojha et al., 2005)
(Fig. 9). O gene codificador desta proteina neste grupo se encontra organizado em
um operon bicistrénico, o qual € composto por mais uma “ORF”, a correspondente

ao gene hspl0.



Espécie Aminoacidos N° de histidinas
cpl EPVEAEPQAQGHHHHHHHH-| 495 8
cdl EPALAPAPELAQ-HHHHHHH--| 493 7
mll EPAKTEEHDHHGHAH----| 491 4
mr EPAFKAFRDHDHHH ————| 4373 4
rel EPAEENEQQTGHGHSH----| 4931 3
3tl EFEEEEPAAGGHOHCGHGH--| 495 4
ncl EPEEEEPAAAGHCHCHGEHGH| 495 5
* * & &

Figura 9. Repeticdes de histidina presentes na porcao C-terminal da proteina
Hsp60 de actinomicetos cépia 1. Alinhamento pelo programa CLUSTAL W em
relacédo a por¢do C-terminal da coépia 1
pertencentes aos actinomicetos. As espécies utilizadas no alinhamento possuem
entre 3 e 8 histidinas. C. pseudotuberculosis (cp1) (AAV48830); C. diphteriae (cd1)
(NP_938952). M. leprae (ml1) (NP_301373); M. tuberculosis (mt) (NP_217934). R.
equi (re1); N. farcisdiosas (nc1) (YP_117096). O retangulo em vermelho destaca a

repeticdo de histidinas

da proteina Hsp60 de bactérias
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Figura 8: Alinhamento das sequéncias de HSP60 de C. pseudotuberculosis.
O alinhamento entre algumas espécies do grupo CMN foi realizado com o auxilio
do programa CLUSTAL W. Cp1: C. pseudotuberculosis; Cdiph1: C. diphteriae;
Cglu1l: C. glutamicum; Mlep1: M. leprae; Mth1: M. tuberculosis; Nfar1:Nocardia
fastidiosas. Os asteriscas correspondem aos aminoacidos idénticos, os dois
pontos s&o aminoacidos semelhantes quanto ao tamanho e carga e um ponto
quando os aminoacidos sdo semelhantes em tamanho ou em carga; quando nao
héa pontos, os aminoacidos séo diferentes.



A repeticdo de histidinas € uma caracteristica interessante dessas
proteinas. De acordo com Mc Lennan et al. (1993), a porcdo C-terminal da maioria
das Hsp60 apresentam uma repeticdo em tandem do motivo glicina-glicina-
metionina (GGM). Apesar de a coOpia 1 da Hsp60 de actinomicetos apresentar
histidinas ao invés de GGM, a coépia 2 apresenta estes motivos (Fig. 10). As
repeticbes de histidinas sdo observadas somente nos actinomicetos (Ojha et al.,
2005); ndo ha em cianobactérias ou a-proteobactérias (Tanaka et al., 1997). Isto
confirma os dados obtidos pela andlise in silico de que as Hsp60 sdo mais

conservadas entre espécies filogeneticamente mais proximas (Eom et al., 2005).

Espécie Aminoacidos

TEZ LLAAGINDPVEVTESALNAAS IAL L FLTTEAVYADKPER LA PMGD PTGENGGHD - 471
nea LLAAGSVADPVENTRSALINAEASTAAT FLTTEAVWADKPEKALAP AGD PTGE]{GGH','J F- 471
nlzd LLKAGVADFVENTRSALONAASTAGL FLTTEAVVADKPERTAAR ASD P TGGHGGHDF- 471
ntz LLAAGVADPVENTRIAL ONAL I TAGLFLTTEAVVADE FEEERL IVE - GGI:']'IG-GI'IP F- 470
ces LMAAGINDPVEY TRSALONLAS LAALFLTTEAVYADK PP Al 0-F1F GP.DE]‘G-GHFGF 7

cg2 LMARAGTNDPVENTRSALONAAS TAAL FLTTEAVVADK PO P ARL AP GP;DE]"G-GHF FF 478
cdz LMEAGTND PVEVTRSALQNALS TAAL FLTTEAVYADKPEP ALPA-MPGADENCCHIE-F 476
Ty TE: ARAATWAATEAATEAAT, RARERNAATHANT N . . mEwT, s

Figura 10: Motivos GGM presentes na porgao C-terminal da proteina Hsp60
de actinomicetos copia 2. Alinhamento pelo programa CLUSTAL W referente a
porcao C-terminal da cépia 2 da proteina Hsp60 de bactérias pertencentes aos
actinomicetos. R. equi (re2) (YP_706125.1); N. farcinica (nc2) (YP_121491.1); M.
leprae (ml2) (NP_301345.1); M. tuberculosis (mt2) (NP_214954.1);C. efficiens
(ce2) (NP_739171); C. glutamicum (cg2) (NP_601912.1); C. diphteriae (cd2)
(NP_940351). O retangulo em vermelho destaca a repeticdo do motivo GGM

A comparacdo de dominios entre as proteinas Hsp60 depositadas no banco
de dados com a de C. pseudotuberculosis também demonstrou a alta conservacao
na porcdo N e C-terminal. Aliado a isso, ainda apresenta uma similaridade entre
as Hsp60 de procariotos com as de eucariotos (Fig. 11A). Além disso, a Hsp60 de

C. pseudotuberculosis ainda apresenta um dominio conservado relacionado com a



atividade de ATPase (Hennequin e col., 2001) (Fig. 11B) Este é um caracteristica

intrinseca destas chaperones moleculares.

A
5 epsiio
%0
L T
o1
B
Hits by PS00296 CHAPERONINS_CPNB0 Chaperonins cpn60 signature :
EUSERSE(M M (541 aa)

Figura 11: Analise dos dominios conservados presentes na seqiiéncia da
HspB0 de C. pseudotuberculosis. (A) os dominios de Hsps de organismos
eucariotos e procariotos (http:/fwww.ncbi.nim.nih.gqov/Structure/cdd/wrpshb.cgi);
cnp60 corresponde a Hsp60 de organismos procariotos, sendo que os outros
dominios sdo de Hsp60 de organismos eucariotos; (B) figura mostra a presenca
de um dominio conservado de atividade ATPase presente nesta familia de
proteinas; este dominio se encontra no terco final da proteina e corresponde
aos nucleotideos 403 a 414 (http:./iwww.expasy.org/cgi-
bin/prosite/ScanView.cdl). As analises foram feitas através de alinhamentos
entre seqléncias presentes no banco de dades.

A andlise de dominios também pbde ser analisada a partir da predicdo da
estrutura secundaria e terciaria da Hsp60 de C. pseudotuberculosis. A estrutura
secundaria foi predita de acordo com McGuffin et al. (2000) (Fig. 12) e é composta
principalmente de alfa-hélices com algumas folhas beta. A mesma observacao foi

feita a partir da modelagem da Hsp60 de C. pseudotuberculosis e da Hsp60 de E.



coli, sendo que esta € bem caracterizada (Fig. 13). As Hsp60 apresentam 3
dominios funcionalmente distintos: O dominio equatorial, um pequeno dominio
intermediario e o apical. O equatorial fornece a base da estrutura e onde estédo os
dominios N e C terminais e € composto principalmente por alfa-hélix. O dominio
apical é o de ligacdo aos substratos e a co-chaperonina. E uma estrutura de alta
flexibilidade, o que permite que diferentes proteina em diferentes conformacgdes
possam se adequar as chaperones. O dominio intermediario € o menor dos 3 e
esta envolvido com a transmissdo de mudancas alostéricas entre os dois dominios

anteriores (Braig, 1998).

A

Figura 13: Modelagem da proteina Hsp60 de C. pseudotubercufosis (A) e de E. coli (B). A estrutura terciaria das proteinas
foi predita com o auxilio do programa SWISS-MODEL (http://swissmodel.expas.orgiworkspace/).



4.1.3. Isolamento do gene hsp10

A copia 1 da proteina Hsp60 do género Corynebacterium € distinguida da
copia 2 por certas caracteristicas. Além da cauda de histidina, a copia 1 se
encontra organizada em operon. Este operon € constituido por 2 seqUéncias
codificadoras: uma que codifica para a chaperonina Hsp60 e outra que codifica
para a co-chaperonina Hspl10. Este operon é denominado GroE e é considerado
como o mais conservado daqueles constituidos por genes que codificam as Hsps.

Na caracterizacdo do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis isolado neste
trabalho de dissertagéo, a seqiiéncia de aminoacidos apresentou uma cauda de 8
histidinas na por¢do C-terminal. Esta caracteristica sugere entdo que esta seja a
copia 1. Entdo, para caracterizar o gene hsp60 de C. pseudotuberculosis, o
segundo passo consistiu em confirmar se esta cépia 1 esta organizada em um
operon.

Por ser o operon GroE muito conservado durante o processo evolutivo,
adotou-se novamente como estratégia a amplificacdo da sequéncia codificadora
do gene hspl0 pela técnica de PCR. O iniciador senso foi desenhado de acordo
com a sequéncia codificadora do gene hspl10 de C. diphtheriae a partir do cédon
de inicio, que no caso é o GTG. O iniciador anti-senso foi desenhado de forma
complementar a uma sequéncia interna do gene hsp60 ja isolado. A analise em
gel de agarose demonstrou a presenca de um fragmento de aproximadamente
300 bp, como se pode observar na figura 14. Este € o peso molecular esperado
para este fragmento, tendo por base o peso molecular do gene hsplO de C.

diphteriae.



PM 1 2 3

300 pb -

Figura 14: Amplificagdao do gene hsp10 de C. pseudotuberculosis. Gel de
agarose a 1% mostrando o produto da reacdo de amplificagéo, a qual teve como
molde o DNA gendmico da linhagem virulenta T1. PM: padréo de peso molecular 1
Kb Plus DNA Ladder (invitrogen); Canaleta 1: controle negativo; Canaleta 2 e 3:
amplificagdo do gene hsp10.

4.1.4. Caracterizagcdo molecular do gene hspl0 de C. pseudotuberculosis
através da técnica de sequenciamento e analises de bioinformatica para
confirmar a organizacdo em operon do gene  hsp60

Para a caracterizacdo molecular do suposto gene hspl0 de C.
pseudotuberculosis, o produto de PCR foi seqlenciado para confirmar se o
amplicon era a sequéncia codificadora do gene hspl10. A sequéncia nucleotidica é
composta de 297 pb foi depositada no GenBank com o numero de acesso

DQ_869271. A estratégia utilizada demonstrou ainda que as sequéncias

nucleotidicas do gene hspl0 e hsp60 estdo separadas por 11 nucleotideos e o

cbdon iniciador € o GTG (Fig. 15). O peso molecular e o codon iniciador alternativo



sdo caracteristicas conservadas entre o gene hspl0 de outras espécies (Kim et
al., 2001). O codon de maior eficiéncia € o AUG, sendo que a eficiéncia da
traducdo cai pela metade quando o cédon de inicio é o GUG (Lewin, 2004). Além
disso, a caracteristica da cépia 1 do gene hsp60 dos actinomicetos € a
organizacdo génica em um operon bicistrdnico e a repeticdo de histidinas na

porcdo C-terminal da proteina. Portanto, o gene hsp60 isolado corresponde a

copia 1.

GCTAACGTCAATATCAAGCCCCTTGAGGACCGCETTCTTGTCCAGAT CAGCGAGGCAGAGACTCACCA
CTGCATCTGGCCTGGTTATTCCAGATTCCGCTAAGGAAMAGCCACAAGAAGGT GTAGTTGTTGCAGCAGS
TCCTGGCCGTTTTGACGGCGAT GACCGGETTCCTATGGACATCAAGGAGGGCGACACCGTTGTGTTCTCC
AAGTACGGCGGAACCGAGUT GAAGTACAACGGT GAGGAATACCTCCTACTCAACGCTCGCGACGTTCTCG
CEATCATT GAGAAGTAAGECGACTATCT

Figura 15: Seqiiéncia nucleotidica do gene hsp10 de C. pseudotuberculosis.
O amplicon obtido apos a reacdo de PCR foi precipitado e entdo submetido ao
seqlenciamento. Para isso, foi utilizado o mesmo par de iniciadores da reacéo de
amplificacdo deste gene. Em rosa: codon de inicio do suposto gene hsp10 de C.
pseudotuberculosis; em amarelo. espaco intergénico entre os genes hsp10 e
hsp60 de C. pseudotuberculosis; em verde: seqliéncia codificadora inicial do gene
hsp60 de C. pseudotuberculosis.

ApOs o sequenciamento, a sequéncia nucleotidica foi submetida a uma
busca de similaridades. Com este objetivo, utilizou-se o programa “BLASTn”. As
analises in silico demonstraram que a sequUéncia nucleotidica do gene hsp10 de C.
pseudotuberculosis apresenta similariadade com sequéncias de hsplO0 de
diferentes microorganismos. As similaridades foram significativas com as de
microorganismos filogeneticamente mais préximas, principalmente com as de

outras espécies do género Corynebacterium (Fig. 16).
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Figura 16: Resultado dos alinhamentos de maior similaridade em forma de grafico
(A) e tabelas com as suas informacgdes respectivas geradas automaticamente pelo
BLASTn (B).

A proteina Hsp10 de C. pseudotuberculosis é composta de 98 aminoacidos
(Fig. 17), sendo que o peso molecular e o valor de pl preditos pelo Compute pl/Mw

(http://www.expasy.ch/tools/pi tool.html) foram de 10,6 kDa e 4,49,




respectivamente. Assim como a seqiéncia nucleotidica, a de aminoacidos foi
submetida a busca de similaridades com outras proteinas Hspl0 pelo programa

“‘BLASTX".

MANVNIKPLEDRVLVQISEAETTTASGLVIPDSAKEKPQEGVVVAAGP GRFDGDDRVPMDIKEGDT
VVFSKYGGTELKYNGEEYLLLNARDVLAIIEK

Figura 17 Seqguéncia de aminoacidos do gene hsp10 de C. pseudotuberculosis.

Os resultados demonstram que a seqiéncia de aminoacidos da proteina
Hspl0 de C. pseudotuberculosis apresenta similaridade com sequéncias de
HSP10 de diferentes microorganismos. As similaridades foram significativas com
aguelas de microorganismos filogeneticamente mais proximas. Contudo, ao
contrario do observado para a proteina Hsp60, a maior similaridade verificada ndo
foi entre as sequéncias de aminoacidos de outras Hspl0 de espécies do género
Corynebacterium. De acordo com Eom et al., (2005), isto pode ser devido ao fato
de que a proteina Hsp60 € mais espécie-especifica que a proteina Hspl10. Por
iSS0, 0S mesmos autores sugerem que esta proteina pode ser mais precisa para

predizer relacdes filogenéticas se comparada a Hsp60 (fig. 18).
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Figura 18: Resultado dos alinhamentos de maior similaridade em forma de
grafico(A) e tabelas com as suas informagdes respectivas geradas
automaticamente pelo BLASTX(B).

As andlises in silico ainda demonstram que a seqiéncia de aminoacidos da
Hspl0 de C. pseudotuberculosis € mais conservada que a de nucleotideos entre
as corinebactérias. O mesmo foi verificado ao analisar a Hsp60, sendo que a

explicacdo é a mesma.



Sendo transcritos a partir de um operon bicistronico, sugere-se uma funcao
comum para estes genes. Isto é esperado ja que a duas proteinas agem em
associacdo. A Hsp60 é composta por um complexo homo-oligomérico e consiste
de 2 anéis heptaméricos formados por subunidades de 57 kDa. A atividade de
chaperone in vivo requer a agao conjunta da co-chaperonina, a Hsp10. Esta forma
um Unico anel homo-oligomérico composto de 7 subunidades de
aproximadamente 10 kDa (Braig, 1998). Contudo, a cOpia 2 nos actinomicetos se
encontra organizada em um operon monocistronico e, em alguns casos, sua
expressao é maior que a da cépia 1 (de Leo et al., 1997). Provavelmente, a copia

2 age independentemente da co-chaperonina (Ventura et al., 2004).



4.2. PARTE 2
Desenvolvimento de uma vacina

de subunidade protéica



4.2.1. Clonagem do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis no vetor de

expresséo procarioto (pProEx-Hta)

4.2.1.1. Clonagem do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis no vetor
pTOPO:Blunt

O primeiro passo para o desenvolvimento de uma vacina de subunidade
protéica foi a clonagem da sequéncia codificadora do gene hsp60 em um vetor de
expressao procarioto. Para alcancgar este objetivo, primeiramente o gene em
guestao foi amplificado a partir do DNA gendmico da linhagem virulenta T1. A
analise em gel de agarose demonstrou a amplificacdo de um fragmento com o
peso de aproximadamente 1637 pb (Fig. 19). O fragmento desejado foi entéo
purificado a partir do gel de agarose e clonado no vetor pTOPO:Blunt. Esta
amostra foi entdo utlizada para transformar E. coli TOP10. A partir do
plagueamento da cultura transformada, foram obtidos clones brancos; os quais
tiveram o DNA plasmidiano isolado para a andlise da presenca do inserto e do

peso molecular desejado.



1637 pb -

Figura 19: Amplificagcao do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis utilizando
os iniciadores com os sitios de restricao para posterior clonagem direcional
no vetor de expressao procarioto pProEx-Hta. Gel de agarose a 1% mostrando
o produto da reacdo de amplificacdo, a qual teve como molde o vetor
pTOPO:hsp60. PM: Padrao de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen);
Canaletas 1 e 2: amplificacdo do gene hsp60.

4.2.1.2. Sub-clonagem do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis no vetor de
expressao procarioto (pProEx-Hta)

O passo seguinte a clonagem de hsp60 no vetor pTOPO:Blunt consistiu na
transferéncia do fragmento de DNA referente ao gene hsp60 para o vetor pProEx-
Hta (Fig. 20). Os vetores pProEx-Hta e pTOPO:hsp60p foram duplamente
digeridos com as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll e fracionados em gel de

agarose a 1%. As bandas correspondentes a hsp60 e a forma linear do pProEx-



Hta foram excisadas do gel e os fragmentos de DNA correspondentes foram
purificados. As amostras foram entdo ligadas e usadas para transformar células
eletrocompetentes de E. coli TOP10. Foram obtidas colbnias brancas, as quais
foram testadas quanto a presenca do inserto por PCR e digestdo enzimatica.
Destas, algumas amostras foram sequenciadas. Nao houve alteracbes de bases
(dados néo apresentados). Sendo assim, um destes clones foi escolhido

aleatoriamente para ser utilizado nos experimentos subsequentes.
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Figura 20: Mapa do vetor pProEx-Hta. O vetor contém os elementos genéticos
necessarios para a expressao em procariotos, como o forte promotor hibrido frc
(-35 do triptofano e —10 da lactose), o qual esta sob a regulacdo da proteina
codificada pelo gene /acl’. O promotor deste gene possui uma mutacio que
permite maiores niveis de expressio do gene facl®. O vetor contém a origem de
replicacdo PBR322 e a sele¢cdo baseada na resisténcia ao antibidtico ampicilina.
Além disso, possui uma cauda de 6 histidinas, na por¢do 5" do sitio multiplo de
clonagem. Esta tem por finalidade facilitar a purificacdo de proteinas
recombinantes.



4.2.2. Expressao e purificagdo da proteina Hsp60 re  combinante

4.2.2.1. Expressdo piloto da proteina recombinante Hsp60 de

pseudotuberculosis

Para verificar a expresséo da proteina recombinante Hsp60 em relacdo ao

tempo apdés a inducgdo, inicialmente foi realizada uma cinética de expressao.

Culturas induzidas e nao induzidas foram analisadas em gel de poliacrilamida

apos 4 horas de inducdo. Uma banda apresentando o peso molecular esperado de

57 kDa para a proteina recombinante Hsp60 de C. pseudotuberculosis foi

visualizada nas amostras originadas da cultura induzida (Fig. 21). Apesar de os

niveis de proteina obtidos em comparacdo com o tempo decorrido, apés a inducéo

da expressao protéica, ndo demonstrarem alteracdes significativas, o maior nivel

de expressdo foi obtido ap6s 4 horas de inducdo. Este foi entdo o tempo de

inducéo escolhido para os experimentos posteriores.
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Figura 21: Cinética da expressao da proteina recombinante utilizando 0,6 mM
de IPTG. As amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida 12% sob
condicdes desnaturantes PM: marcador de peso molecular (Invitrogen); Canaleta
1: cultura n&o-induzida no momento da divisdo da cultura em induzida e ndo
induzida; Canaleta 2: cultura induzida no momento da divisdo da cultura em
induzida e n&o induzida, correspondente ao momento de adicao do IPTG;
Canaleta 3: cultura induzida 1 hora apos a adicao de IPTG; Canaleta 4. cultura
nao induzida uma hora apos a sub-divisdo da cultura; Canaletas 5, 6 e 7: cultura
induzida 2, 3 e 4 horas apos a adicdo de IPTG, respectivamente.



Na tentativa de melhorar os niveis de expressao apos a inducdao, utilizou-se
0 mesmo procedimento adotado anteriormente para a expressdo da proteina
recombinante. A Unica modificacdo foi a adicdo de 1mM de IPTG para a inducao
da expresséo protéica. As culturas induzida e nédo induzida foram analisadas apos
4 horas de adi¢do do indutor. Visualmente, os niveis de expressdo foram maiores

se comparados aos obtidos apos a indugédo com 0,6 mM de IPTG (Fig. 22).

- 66kDa
- 45 kDa

Figura 22: Expressdo da proteina recombinante apos a indugao com 1 mM de
IPTG. As amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida 12% em condicbes
desnaturantes a producdo de Hsp60 com 1mM de IPTG. Canaleta 1: cultura nédo
induzida; Canaleta 2: cultura induzia; PM: padrdo de peso molecular (Armesham).

4.2.2.2. Expressao da proteina recombinante Hsp60 e m maior escala

A cultura induzida com 1 mM de IPTG durante 4 horas foi centrifugada e o
precipitado foi ressuspendido em condi¢des ndo desnaturantes. Para verificar se a
proteina recombinante estava sollvel ou insolavel, as células foram lisadas e as
fracOes soluvel e insoluvel analisadas em gel de poliacrilamida. Verificou-se que a
proteina recombinante, rHsp60, estava presente na fracdo insoltvel do lisado (Fig.
23). A formacdo de corpusculos de inclusdo quando as Hsp60 sdo super-
expressas utilizando um sistema de expresséo induzido por IPTG foi relatado por

Wong e Lu (2004). Os autores sugerem que para obter a expressdo destas



proteinas na forma sollvel pode-se utilizar estratégias como a reducdo da
concentracao do indutor IPTG. Contudo, a concentracdo de 1 mM foi a utilizada
neste trabalho de dissertacdo para produzir a rHsp60 em quantidades
satisfatérias, apesar das perdas na fracao insolivel. Segundo Carrio e Villaverde
(2003), outra alternativa consiste em co-expressar Hsp60 e Hsp70, pois estas
duas controlam de maneira antagonista a formacdo de corpusculos de incluséao,

promovendo e prevenindo, respectivamente, a agregacdo de proteinas no

citoplasma.
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Figura 23 Analise das fracdes soluveis e insoluveis da cultura de 500 ml
induzida com 1 mM de IPTG. As amostras foram analisadas em gel de
poliacrilamida 12% sob condi¢cbes deshaturantes. Canaleta 1. precipitado da
cultura induzida; Canaleta 2: precipitado da cultura néo-induzida; Canaleta 3:
sobrenadante da cultura induzida; Canaleta 4. sobrenadante da cultura néo
induzida; PM: padréo de peso molecular (Invitrogen).

4.2.2.3. Purificacao e dialise da proteina recombin  ante Hsp60
Para iniciar os processos de imunizacdo e para a avaliacdo da resposta
imunolégica conferida pelo processo de imunizacdo, necessitava-se obter a

proteina recombinante em alta qualidade e em quantidade suficiente. Com este



intuito, iniciou-se o processo de purificacdo da rHsp60. Como esta se apresentava
na fracdo insolivel do lisado, a purificacdo foi realizada sob condigdes
desnaturantes. O precipitado foi ressuspendido em Tampao Desnaturante
contendo 8M de uréia, sendo que a concentracdo de proteinas foi dosada pelo
método de Bradford. A amostra foi diluida para um concentragéo final de 0,5 pg/pL
e filtrada. A proteina recombinante foi entdo purificada por cromatografia liquida de
afinidade a niquel em sistema HPLC Akta Explorer. Acompanhando a absorbancia
a 280 nm, observou-se um pico referente a 10 fragdes, sendo que cada fragcéo era
composta de 1 mL da amostra apos o processo final da purificacdo. Este pico
corresponde ao aumento abrupto na concentracdo de imidazol. As 10 fragdes
foram analisadas quanto a presenca da proteina recombinante em gel de
poliacrilamida; as quatro primeiras fracbes continham proteina. Entretando,
somente as 3 primeiras foram utilizadas porque continham quantidades
significantes.

A proteina recombinante foi entdo submetida a dialise, processo que
permitiu que o tampdo de eluicdo, no qual a proteina rHsp60 se encontrava
diluida, fosse substituido gradativamente por PBS. Para evitar precipitacdo e a fim
de proporcionar as condicdes adequadas para que a proteina readquirisse a
conformacgédo correta, foram utilizadas solu¢des gradativas de uréia. Ao final da
dialise, ndo se observou sinais de precipitacdo protéica. Recuperou-se 1,6 pg/pul,
sendo que em 3 mL obteve-se um rendimento final de 4,8 mg da rHsp60

purificada. Além disso, a amostra foi ainda analisada e confirmada



quanto a pureza da amostra em gel de poliacrilamida (Fig. 24).
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Figura 24: Comparacao entre as fragcoes soltiveis e insoluveis da cultura de
500 ml induzida com 1 mM de IPTG antes e depois da purificacao da proteina
recombinante Hsp60. As amostras foram fracionadas em gel de poliacrilamida
12% sob condi¢bes denaturantes. Canaleta 1: proteina purificada apos a dialise;
Canaleta 2: precipitado da cultura induzida; Canaleta 3: precipitado da cultura nao-
induzida; Canaleta 4. sobrenadante da cultura induzida; Canaleta 5: sobrenadante
da cultura n&o induzida; PM: padrao de peso molecular (Invitrogen).

A eficiente purificacdo pode ser explicada pela presenca de 2 caudas de
histidina: a do vetor na porcdo N-terminal e a da prépria proteina na C-terminal.
Ojha et al. (2005) utilizaram com sucesso a afinidade de histidinas ao niquel para
co-purificar a copia 1 de Hsp60 de M. smegatis e outras proteinas complexadas a

ela. Além disso, os autores demonstraram que a remocdo de 18 residuos da

porcao C-terminal da proteina elimina a purificacdo da cépia 1 de Hsp60.

4.2.3. Caracterizacao funcional da proteina Hsp60
Com a finalidade de caracterizar funcionalmente a proteina Hsp60 de C.
pseudotuberculosis, adotou-se como estratégia o teste de complementacdo. Para

isso, utilizou-se uma E. coli mutante (GroEL 44) que apresenta uma delecéo do



gene hsp60. Mutantes hsp60 de E. coli apresentam 2 fendtipos principais:
termosensibilidade e a inabilidade de manter o crescimento do fago A. E. coli
selvagem, B178, transformada com o plasmideo pProEx-Hta e da mutante
transformada com pProEx-Hta e com pProEx-Hta:hsp60 foram testadas quanto a

estes fenotipos (Fig. 25, 26 e 27).
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Figura 25: Teste de complementacdo génica apds estresse térmico. Foi
analisado o crescimento bacteriano da linhagem de E. coli B178 selvagem,
transformada com pProEx-Hta, e da linhagem Groel44 mutante, transformada com
pProEx-Hta e/ou pProEx-Hta:hsp60. Culturas destas linhagens foram induzidas
com 0,1 mM de IPTG e entdo plaqueadas nas diluicdes de 10" a 10" em éagar
contendo ou ndo a presenc¢a deste indutor. As placas foram mantidas por 18 horas
a (A)30°Cea (B)42°C.
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Figura 26: Teste de complementagdo utilizando como parametro o
crescimento do fago Aclb2 em linhagens mutantes (groEL44) de E. coli. O
crescimento do fago foi avaliado a partir das unidades formadoras de placas da
linhagem de E. coli selvagem B178, transformada com pProEx-Hta, e da linhagem
mutante para o gene hsp60 groEL 44, transformada com pProEX-Hta e/ou pProEx-
Hta:hsp60. A linhagem selvagem & sensivel ao fago e a mutante, é resistente.
Diluicbes seriadas destas culturas foram plaqueadas em meio LB agar com
ampicilina e com ou sem a adicao de 0,1 mM IPTG. Estas placas foram entao
incubadas a 30° por 18 horas. transformada e da bactéria selvagem, a qual é
sensivel ao fago. O mesmo resultado foi obtido nas placas sem IPTG (dados néo
apresentados).
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Figura 27: Expressao da proteina Hsp60 de C. pseudotuberculosis em
linhagem mutante de E. coli para o gene hsp60 (groEL44) transformada com
0 vetor pProEx:hsp60. A producao da proteina recombinante foi analisada apds
20, 40 e 60 minutos apds a inducdo da expressdo com 0,1 mM de IPTG. A
linhagem selvagem B178 e a linhagem mutante groEL44 de E. colitransformadas
com o vetor pProEx-Hta foram utilizadas como controle negativo.

Apds a exposicdo a uma temperatura de estresse térmico de 42C, néo se
observou crescimento bacteriano. Por este experimento de termosensibilidade, a
proteina Hsp60 de C. pseudotuberculosis ndo foi capaz de restaurar o fenétipo
selvagem da E. coli mutante. Os resultados ainda demonstram que, mesmo a
30C, a mutante transformada com pProEx-Hta: hsp60 somente cresceu na
diluicdo de 10 quando a cultura foi plaqueada em meio &gar contendo IPTG. A

falha em restaurar o fenétipo selvagem da linhagem mutante de E. coli poderia ser



uma consequéncia da auséncia de expressédo da proteina Hsp60. Contudo, o gel
de SDS-PAGE demonstra que houve a expressao da proteina recombinante. A
incapacidade de complementacéo foi ainda confirmada com o experimento com o
fago, em que nao se observou qualquer crescimento.

De acordo com Kim et al. (2001), os niveis de transcritos de Hsp60 apos
estresse térmico alcancam um maximo dentro de 7 a 10 minutos e depois decaem
gradualmente. A expressao destas proteinas deve ser apenas transiente, mesmo
apos exposicao por longos periodos a um estresse térmico, ja que a presenca de
grandes quantidades desta proteina pode ser adversa a homeostase protéica e a
algumas funcdes intracelulares (Pockley, 2001). Isto explicaria auséncia de
crescimento bacteriano a 30C em agar contento IPTG .

Em relagdo a falha na complementacdo génica pela Hsp60 de C.
pseudotuberculosis, ha algumas hipdteses explicativas. Como a Hsp60
normalmente é requerida para a formacao do capsideo de fagos (Lee et al., 1997)
e ndo se observou o crescimento do fago, a Hsp60 de C. pseudotuberculosis n&o
esta envolvida com uma funcéo especifica: a formagéo de capsideos. No teste de
termosensibilidade, de acordo com Kuchanny-Ardigo e Lipinska (2003), essas
chaperoninas estédo envolvidas em multiplos processos e a presenca de minimas
diferencas pode ter um efeito acumulativo que n&o permita a restauracdo do
fenotipo selvagem sob condi¢cdes de estresse térmico. Além disso, E. coli e C.
pseudotuberculosis sdo bactérias filogeneticamente distantes e, segundo Eom et

al. (2005), as Hsp60 sao proteinas espécie-especificas.



Em relagéo ao grupo dos actinomicetos, a discusséo de funcionalidade das
chaperoninas da familia Hsp60 n&do pode excluir o fato da existéncia de 2
sequéncias codificadoras para Hsp60 no genoma. Apesar de pertencerem ao
dominio estrutural, Radford (2006) relatou que alteragdes nos motivos GGM na
regido C-terminal da proteina para GGA ou AAA influenciam a acdo da
chaperonina. Isto pode ter influenciado a acado de chaperone da Hsp60 de C.
pseudotuberculosis, pois esta possui repeticdes de histidna que diferem dos
motivos GGM. Além disso, a acdo de chaperonina em Corynebacterium é descrita
como uma das funcfes da cépia 2 da Hsp60. Segundo Barreiro et al (2005), se a
copia 1 tiver a funcdo de chaperonina, ela ocorre somente com determinadas

proteinas.

4.2.4. Avaliacdo do iso6tipo IgG anti-rHsp60 a parti r de soro de caprinos

infectados com a linhagem selvagem de  C. pseudotuberculosis

A Hsp60 bacteriana € reconhecida pelas células do sistema imunoldgico e
entdo induzem uma resposta imunolégica mediada por anticorpos e por linfocitos
T. Sendo assim, estas moléculas sdo consideradas imunogénicas. Diante deste
fato, prop0s-se a caracterizagdo da resposta humoral de caprinos infectados com
a linhagem virulenta de C. pseudotuberculosis Pus6 contra a proteina Hsp60 desta
espécie bacteriana. Com esta finalidade, o soro destes animais foi utilizado para
caracterizar a producdo do isotipo IgG anti-rHsp60 por meio do ensaio

imunoenzimético do tipo indireto.



Os resultados demonstram que ha anticorpos que reagem com rHsp60
desde o primeiro dia de infeccdo e que ndo houve mudancga significativa do perfil
de resposta humoral durante 76 dias apds a imunizagéo. Este fato foi observado

nos dois grupos, os quais foram infectados com doses diferentes (Fig. 28).
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Figura 28: (A) Producao do isétipo 1gG em caprinos infectados com 10° UFC
de uma linhagem virulenta de C. pseudotuberctilosis; e (B) Producdo do
isétipo IgG em caprinos infectados com 10° UFC de uma linhagem virulenta
de C. pseudotuberculosis. Durante 76 dias, o soro dos animais foi coletado a
cada semana e analisado por ensaio imunoenzimatico. A producéo do isétipo IgG
e observado no dia 1 da infeccdo, sendo que os niveis de anticorpos nao
aumentam de forma significativa durante os 76 dias de infecgdo. Os animais
foram denominados com a letra B e com uma respectiva numeracdo. Entre
paréntesis (10° e 107), esta a UFC correspondente as utilizadas na imunizacéo.

Os resultados podem sugerir que a Hsp60 de C. pseudotuberculosis ndo é

imunogénica. Contudo, isto ndo pode ser afirmado sem analisar outros fatores



relacionados a geracdo da resposta imunoldgica. A avaliagdo da resposta celular
contra esta proteina nestes animais contribuiria para a caracterizacdo da
imunogenicidade da Hsp60.

De acordo com Zugel e Kaufmann (1999), o impacto que as Hsps exercem
na sobrevivéncia dos microrganismos em seus respectivos hospedeiros varia
conforme os mecanismos de infecgdo. De acordo com o0s autores, a habilidade
dos microrganismos de sobreviver em macréfagos mesmo sem o aumento dos
niveis de expressao das Hsps pode ser explicada pela habilidade do patégeno em
evadir o ambinete endossémico nos estagios iniciais da fagocitose. Isto também
pode ser aplicado a C. pseudotuberculosis. Esta bactéria € resistente a fagocitose,
tanto pela barreira fisica da camada lipidica (Alves et al., 1997) como pela
incapacidade de producéo de 6xido nitrico por macréfagos infectados (Bogdan et
al., 1997). Aliada a esta explicagdo, por terem localizacdo preferencialmente
citoplasmaética, estas proteinas podem nédo ser acessiveis a apresentacao eficiente
ao sistema imunoldgico.

A presenca de anticorpos que reagem contra a Hsp60 de C.
pseudotuberculosis a partir do primeiro dia de infeccdo sugere que 0s animais
possam ser infectados e assintomaticos ou ja terem tido contato com a bactéria.
Além disso, esta resposta humoral pode se dever a anticorpos naturais que
apresentam resposta cruzada a proteina Hsp60 da bactéria em questédo

(Prohészka e Fust, 2004).



4.2.5. Avaliacdo da resposta imunoldgica conferida pela imunizagcdo com
rHsp60

As Hsp60 bacterianas ou de mamiferos sinalizam perigo ao sistema imune
inato. Elas sdo reconhecidas por células apresentadoras de antigenos, como
macrofagos e células dendriticas (Pockley, 2001). Este reconhecimento envolve
receptores, tais como os “Toll Like” (TLRs) (Prohaszka e Fust, 2004). Estes, ao
reconhecerem seus ligantes, induzem a expresséo de uma variedade de genes do
hospedeiro relacionados com a defesa contra patdgenos, como a expressao de
citocinas e quimiocinas, peptideos antimicrobianos, moléculas co-estimulatorias e
MHCs. As citocinas produzidas incluem TNF-a e INF-y (Moseley, 2000), as quais
sd0 necessarias para o desenvolvimento de uma resposta imunoldgica protetora
contra a infecg&o por C. pseudotuberculosis.

As Hsps, por sinalizarem situacfes de estresse, sdo encontradas na
superficie celular e seus epitopos sdo apresentados via MHC | em células
infectadas. Esta exposicdo permite o reconhecimento pelo sistema imune
adaptativo, gerando uma resposta por células CD8+ (van Eden et al., 2005). Os
efeitos inflamatérios desencadeados pelo reconhecimento das Hsp tém sido
associados a sequéncias especificas e ndo conservadas.

A resposta imunolégica gerada contra epitopos especificos sugere 0 uso
potencial destas proteinas em testes vacinais. Além de serem antigenos
imunodominantes em infecgdes bacterianas (van Eden et al., 2005), relatou-se

gue a imunizagao experimental com a Hsp60 estimulou resposta celular protetora



contra bactérias intracelulares facultativas, como Yersinia enterocolitica (Noll e
Autenrieth, 1996), por exemplo.

Afim de avaliar a protecdo conferida pela imunizacdo com Hsp60
recombinante de C. pseudotuberculosis, camundongos BALB/c foram imunizados
com 3 doses de 25 ug associada ao adjuvante de Freund por via subcutanea. As

repostas humoral e celular, induzidas pela imunizacédo, foram avaliadas.

4.2.5.1. Avaliacéo do perfil de reposta humoral ind  uzida pela imunizagdo com
rHsp60

O nivel de producédo de anticorpos do isotipo IgG anti-rHsp60 nos animais
imunizados com a proteina recombinante foi avaliado através do ensaio
imunoenzimatico do tipo indireto. Além de IgG, a producédo de seus subtipos IgG2a

e IgG1 também foi avaliada.

A producéo de IgG e IgG2a anti-Hsp60 pelos animais imunizados com a
proteina recombinante Hsp60 foi estatisticamente significante nos 3 tempos de
coleta em relacdo ao grupo controle, o qual foi imunizado com PBS (Fig. 29A e
29C, respectivamente). No caso de IgGl, a resposta foi estatisticamente
significante em relacdo ao grupo controle somente apds a segunda coleta. (Fig.
29B). A partir deste resultado, pode-se afirmar que a imunizagdo com a proteina
recombinante estimula a produgdo de anticorpos especificos contra a mesma.
Além disso, a proteina induz tanto a producéo de anticorpos neutralizantes (IgG1)

como opsoninas (IgG2a). A producao de opsoninas anti-Hsp60 é a principal via



reguladora da ativacdo do complemento por estas proteinas (Prohaska e Fust,
2004). Resultado semelhante foi obtido ap6s a imunizacdo de BALB/c com a
Hsp60 recombinante de R. equi, microorganismo relacionado filogenticamente a

C. pseudotuberculosis (Vanniasinkam et al., 2004).



A IgG - Imunizacao com rHsp60

e 08

* e
0.6 * BPBS
0.4 B HSP&0
0.2
0 |

dia 156 dia 30 dia 45

Data das coletas apds a

ABS 492 n

imunizagdo
B IgG1 - Imunizagao com rHsp60
15
£ " -
= 1
> mPBS
)] _ B Hsp&0
m 0.5 P
<, I
0 T L T =
dia 15 dia 30 dia 45
Data das coletas apds a imunizagéo
C IgG2a - Imunizagdo com rHsp60
0,6 - "
g 05 1
N 04 PBS
o™ ! %
2 03 . =
g 0,2 H Hsp60
< 0,1 - *
O =

dia 15 dia 30 dia 45

Data das coletas apés a imunizagéo

Figura 29: Niveis de produgio de (A) 1gG, (B} lgG1 & (C) lgGZa anti-HSP&0
pelos camundongos imunizados com a proteina recombinante Hsp80 de C.
pseudotuberculosis associada ao adjuvante de Freund. D soro de 5
camundongos BALEB/C foram coletados com 153, 30 ¢ 45 dias apds a primeira
imunizacdo dos animais com 25 g por wia sub-cutdnea. Diferencas
estatisticamente  significativas, utilizando o teste "t" de student ndo pareado
(P=005), em relagao aos controles estdo representadas por um asterisca ™,



4.2.5.2. Avaliacdo da resposta celular

Para melhor avaliar a resposta imune celular, foi realizada a detec¢cao das
citocinas INF-y, TNF-a, IL-4 e IL-10 “in vitro” pela estimulacdo de esplendcitos
extraidos de camundongos imunizados com Hsp60. INF-y e IL-4 s&o citocinas
secretadas por linfocitos T auxiliares diferenciados para o perfil Thl ou Th2,
respectivamente. TNF-a e IL-10 podem ser produzidas em ambos os tipos de
resposta, sendo que somente a producdo unicamente de citocinas reguladoras,
como IL-10, indica a diferenciagao para um perfil regulador.

Para discernir entre a producédo das diferentes citocinas por clones de
células brancas estimuladas e diferenciadas pela imunizacdo com Hsp60, a
cultura de esplendcitos pré-sensibilizados foi re-estimulada com diferentes
antigenos, assim como descrito nos “Materiais e Métodos” deste manuscrito de
dissertacdo. As estimuladas com meio constituem o controle negativo; as
estimuladas com a proteina recombinante purificada s&o as amostras relacionadas
ao perfil de resposta celular induzido pela imunizagédo com rHsp60. Além disso, as
culturas foram estimuladas com 2 controles positivos: Concavalina-A, um
mitdgeno inespecifico de linfocitos, e lipopolissacarideo (LPS). Como a purificacao
de proteinas expressas em bactérias gram-negativas apresentam contamina¢ao
com LPS, o resultado obtido em relagdo as células estimuladas com a proteina
recombinante deve ser comparado com as estimuladas com o LPS. A Hsp60
recombinante foi expressa em E. coli e utilizada tanto na imunizagdo dos animais

como na estimulagéo dos esplendcitos na cultura celular.



Para diferenciar se a resposta celular obtida apds a imunizacdo se deve a
estimulag@o antigeno-especifico ou devido a presenca de contaminantes, como as
endotoxinas, um outro controle foi utilizado nas culturas. A polimixina é um
antimicrobiano que se liga a porcao lipidica A dos lipopolissacarideos. Esta ligagcéo
resulta em uma completa neutralizacdo da atividade da endotoxina. Por estas
caracteristicas, este produto foi adicionado a cultura.

A producdo de INF-y e de IL-10 a partir de culturas com a adicdo de
polimixina sé&o apresentados na figura 30A e 30B, respectivamente. Pelos graficos,
observa-se que a producédo de INF-y pelas células estimuladas com rHsp60 é
devida a contaminacdo por LPS. Em relacdo a producado de IL-10, observou-se
gue os niveis desta citocina a partir de células estimuladas com rHsp60 foram
significativos em relacdo as células estimuladas com LPS. Quanto a IL-4 e TNF-q,
nao houve producdo destas citocinas. A producdo de IL-10 sugere um perfil
imunomodulatério. A imunomodulacdo por IL-10 pode até mesmo ter inibido a

producéao de INF-y.
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Figura 30: Perfil de citocinas dos camundongos BALB/c imunizados com a
proteina recombinante Hsp60 de C. pseudotuberculosis associada ao
adjuvante de Freund. Foram administradas 3 doses consistindo de 25 pg/animal
a um grupo de 5 animais. Sete dias apds a terceira imunizagdo, estes animais
foram sacrificados e o bago macerado para que suas células fossem cultivadas.
Diferentes antigenos foram adicionados a cultura celular; meio RPMI 1640; 1
Hg/poco de concanavalina A; 50 ug/ml de rHsp60 e 2,5 ng/ml de LPS (quantidade
presente em 50 pug/ml de proteina). pmx: polimixina; m24: cultura estimulada com
meio RPMI apds 24h de cultura; m72: cultura estimulada com meio RPMI apods
72h de cultura; ConA: cultura estimulada com concanavalina A; HSP: cultura
estimulada com rHsp60 de C. psesudotuberculosis; LPS: cultura estimulada com
LPS.

As Hsps séo proteinas imunomodulatérias que podem agir de duas formas.
Além dos epitopos que geram uma resposta inflamatoria, o sistema imunoldgico
também reconhece sequéncias conservadas entre as Hsps de procariotos e
eucariotos, gerando uma resposta cruzada e imunossupressora (Mustafa, 2002),

com producéao de IL-10 (van Eden et al., 2003).

Se as células T geraram uma resposta imunoldégica contra epitopos
conservados, os fatos acima expostos justificariam os resultados obtidos apés a
imunizacdo dos camundongos com a rHsp60 de C. pseudotuberculosis. A

conservacao entre a Hsp60 desta bactéria com a de diferentes microorganismos,



tanto procariotos como eucariotos, foi aqui predita na analise de dominios. Esta
observacdo sugere a presenca de epitopos imunossupressores, 0S quais
poderiam ativar células produtoras de IL-10. Esta foi observada apos a terceira
imunizacdo com rHsp60 de C. pseudotuberculosis; resultado semelhante foi obtido
com a Hsp60 de micobactérias (van Eden et al., 2005). A producéo de IL-10 pode
ser uma resposta imunoreguladora contra a geracdo de respostas auto-imunes.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que inibe a expressdo de outras
citocinas inflamatorias, como o INF-y. Isto justifica o resultado obtido apds a
imunizacdo com rHsp60. Em relacdo a C. pseudotuberculosis, a alta producgéo de
IL-10 pela Hsp60 exerceria um interessante mecanismo de evasdo do sistema
imunoldégico. Ao observar a interacdo parasita-hospedeiro, a situagcéo de estresse
induziria um aumento de expressao de IL-10. Esta, por inibir a producao de outras
citocinas como INF-y, impediria a eliminagdo da bactéria pelo sistema
imunoldgico, ja que a resolucdo da infecgcdo é dependente dos efeitos desta
citocina nas células do sistema imunolégico. Contudo, o perfil de citocina deve ser
melhor analisado durante as imuniza¢des para confirmar se somente esta citocina
€ produzida.

Altos niveis de IL-10 e auséncia de outras citocinas sugere uma resposta
reguladora. Contudo, os resultados devem ser analisados com cautela. Para
afirmar se a resposta é reguladora, deve-se analisar a produg&o de outra citocina
referente a este perfil: a TGF-B. Aliado a isso, o perfil de citocinas foi observado

somente apos a terceira imunizacao. N&o se pode excluir a possibilidade de a



imunizacdo com rHsp60 ter gerado uma resposta inflamatéria intensa, a qual foi
entéo regulada pelo organismo pela producéao de IL-10.

As propriedades estimulatdrias e reguladoras das proteinas de choque
térmico de procariotos foram sugeridas por van Eden et al. (2003) e por Zanin-
Zhorov et al. (2005a) e parece envolver fatores inter-relacionados, como as
interacBes destas proteinas com TLRs, o aumento do nivel de expressédo destas
proteinas em resposta ao estresse celular, e pela sua conservagdo molecular
entre procariotos e eucariotos (van Eden et al., 2005).

Durante a migragdo aos sitios inflamatérios, as células T encontram
diversas moléculas imunomodulatérias, como a Hsp60 do hospedeiro. Esta
proteina diminui o rearranjo do citoesqueleto e da quimiostase, o0 que se deve a
super-regulacdo de uma proteina supressora da sinalizacdo de citocinas via TLR2
(Zanin-Zhorov et al., 2005a). Células T humanas ativadas na presenca de Hsp60
alteram o perfil de citocinas de Th1l por INF-y, para Th2 com marcada producédo de
IL-10 (Zanin-Zhorov et al., 2005b). Isto confirma a hip6tese da acdo da proteina
supressora de citocinas, a qual regula e mantém respostas Th2.

A acdo inflamatéria e reguladora também pode ser explicada pelo
reconhecimento destas proteinas pelos TLRs. A resposta supressora €
dependente da dose (de 0.1-1 ng/ml e maiores que 1lpg/ml) e do tempo de
exposicao a estas proteinas (a partir de 18 horas), o que sugere que Hsp60 €&
reconhecida por diferentes receptores de baixa ou alta afinidade. Esta regulacéo
parece ser necessaria pra manter a homeostase celular no sitio da inflamacao,

definindo a intensidade e a duragdo da mesma (Zanin-Zhorov et al., 2005a).



A acdo reguladora das Hsps do hospedeiro também é exercida apds a
exposicao do sistema imunoldgico as Hsps bacterianas. Hsp60 de bactérias e o
processo inflamatoério induzido pela imunizagédo induzem o aumento dos niveis de
expressao das proteinas do choque térmico do hospedeiro. A alta expressao das
Gltimas gera uma resposta imunorreguladora, j& que ha células T que as
reconhecem e que secretam citocinas imunoreguladoras, como a IL-10. Estas
células seriam entdo recrutadas ao sitio de inflama¢do onde elas regulariam os

clones de células T patogénicas (Quintana e Cohen, 2005).

A presenca destas células T reguladoras pode resultar da exposicdo destes
clones ao ambiente altamente tolerogénico da mucosa intestinal. A tolerancia local
e sistémica pode ser induzida apos a exposicdo de proteinas do choque térmico
de microorganismos ou das células T que reconhecem as préprias proteinas do
hospedeiro, considerando a alta homologia destas proteinas entre procariotos e de
eucariotos (van Eden et al., 2003).

SituagBes de estresse celular também induzem maiores niveis de
expressao nas APCs nao-profissionais. Ao apresentar suas proprias proteinas do
choque térmico ao sistema imunolégico na auséncia de moléculas co-
estimulatorias, resultaria em anergia clonal (células n&o responsivas). Estas
células podem exercer funcdes regulatérias, seja pela producao de IL-10 ou pela
inducdo de APCs imunomodulatérias (van Eden et al., 2005). Além disso, por
serem moléculas sinalizadoras de estresse celular, as Hsps podem servir como

marcadores celulares, sendo reconhecidas por células T reguladoras que



controlam a habilidade de células T de induzir respostas auto-imunes (Quintana e

Cohen, 2005).

O tipo de resposta imunolégica gerada depende da natureza do estimulo.
Qualquer fator que interfira no reconhecimento da Hsp60 pode alterar o perfil
imunolégico (van Eden et al.,, 2005). O uso de adjuvantes como a IL-12 e o
completo de Freund, que induzem uma forte resposta do tipo Thl (Jones et al.,
2001), aumentou a eficiéncia das proteinas Hsp60 e Hsp65 de Yersinia
enterocolitica e M. leprae, respectivamente, na vacinagdo contra bactérias
intracelulares (Noll e Autenrieth, 1996; Bonato et al., 1998). Contudo, este tipo de
resposta ndo foi observado apds a terceira imunizagdo com a rHsp60 de C.
pseudotuberculosis. Apesar disso, ndo é possivel estabelecer maior precisao
nesta comparacdo, ja que diferentes adjuvantes foram utilizados com este
propésito (Tabela 8).

Uma marcante resposta humoral, como a obtida apds a imunizacdo com
rHsp60, pode ainda influenciar a resposta imunoldgica gerada com a imunizacao.
Anticorpos podem neutralizar a acdo estimulatéria das Hsps, impedindo o
reconhecimento destas pelo sistema imune inato. Consequientemente, a Hsp60
nao se ligaria aos TLRs e entdo ndo haveria a superestimulacdo destes com a
consequente producao de respostas de perfil Thl (Prohaszka e Fust, 2004). Além
disso, os anticorpos neutralizantes podem induzir uma resposta por IL-10. Estas

hipoteses explicariam os resultados obtidos apds a imuniza¢gdo com rHsp60.



4.2.5.3. Avaliagéo da protecéo dos animais imunizados com rH sp60

Assim como descrito na secdo de Matérias e Métodos, 21 dias apds a
terceira imunizacdo, os animais foram desafiados com uma dose sub-letal de 10°
UFC de uma linhagem virulenta de C. pseudotuberculosis Pus6. A protecao foi
avaliada de acordo com a taxa de sobrevivéncia. Tanto os animais do grupo
controle como os imunizados com rHsp60 apresentaram sinais de morbidade,
como caquexia e pélos arrepiados. Além disso, nos ensaios experimentais iniciais,
todos os animais vieram a oébito.

Hsp60 recombinante, apesar de ter sido utilizada com sucesso na
imunizacdo contra diferentes microorganismos (Yamaguchi et al., 2003; Noll e
Autenrieth, 1996), também ha relatos onde ndo se verifica protecdo (Bae et al.,
2002; Héchard et al., 2004). Ndo h& uma explicacdo porque proteinas téo
conservadas como as Hsp60 tenham eficacia tao distinta quando utilizadas como
antigenos vacinais. Além disso, é dificil estabelecer uma comparacdo a este
respeito entre as Hsp60s de diferentes microorganismos utilizadas com este
proposito, ja que os protocolos de vacinacdo, doses e vias utilizadas foram os
mais diversos (Tabela 8).

No caso da imunizacdo utilizando rHsp60 de C. pseudotuberculosis, a
explicacdo para a auséncia de protecdo apés o desafio pode ser uma
conseqiéncia da resposta imunolégica gerada. A protecdo contra C.
pseudotuberculosis é dependente de uma resposta adaptativa humoral e celular. A
resposta humoral contra bactérias intracelulares pode neutralizar o0s
microorganismos antes que eles tenham acesso as células. Além disso, anticorpos

anti-Hsp60 ativam o sistema complemento, favorecendo a eliminagéo bacteriana.



Entretanto, altos niveis de anticorpos neutralizantes ndo estdo sempre associados
com protecao (Vanniasinkam et al., 2004).

A neutralizacdo e a opsonizacdo bacteriana podem néo ocorrer (Héchard et
al. 2004), o que foi observado para bactérias como a C. pseudotuberculosis, em
gue a resolucao da infeccdo depende de uma resposta Thl (Milan et al., 2004).
Isto se deve ao fato do alvo a estes anticorpos, a Hsp60, ser um antigeno
intracelular. Assim, elas ndo sao acessiveis ao sistema imunoldgico. Isto parece
ser verdadeiro para Hsp60 de C. pseudotuberculosis, ja& que ndo ha resposta
humoral contra este antigeno em caprinos imunizados com uma linhagem
virulenta de C. pseudotuberculosis.

A resposta unicamente humoral ndo é capaz de resolver a infeccao contra
C. pseudotuberculosis. Assim como outras bactérias intracelulares (Milan et al.,
2004), a resolucao da infeccao depende de uma resposta celular, especialmente
tipo Thl. A citocina INF-y, produzida em altos niveis neste tipo de resposta, €
essencial para a ativagdo de macrofagos; estes sao responsaveis pela eliminagéo
da infeccéo por C. pseudotuberculosis. Como a citocina INF-y n&o foi produzida
apoés a terceira imunizacdo, a resposta imunoldgica gerada ndo teve uma agéo

eficiente sobre a infecgdo com a bactéria em questéo.



4.3. PARTE 3
Desenvolvimento da vacina de DNA baseada

no gene hsp60 de C. pseudotuberculosis



4.3.1. Clonagem do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis no vetor de
expressao eucarioto (pVAX-1)
4.3.1.1. Clonagem do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis no vetor
pTOPO:Blunt

A fim de construir o vetor pVAX1:hsp60 a ser utilizado como vacina de
DNA, primeiramente o gene em questdo foi amplificado e clonado no vetor
pTOPO:Blunt. Para isso, os iniciadores foram desenhados de forma a conter sitios
de restricdo artificiais nas extremidades 5 e 3. O iniciador senso foi ainda
acrescido da sequéncia de “Kozak”; cujo consenso (-6 GCCA/GCCAUGG+4;
Garmory et al.,, 2003) pode influenciar positivamente o reconhecimento do
transcrito pelos ribossomos (Azevedo et al., 1999). Segundo os autores, a maior
eficiéncia de traducdo ainda esta relacionada com a presenca da base purina na
posicao —3 e/ou de uma guanidina na posicao +4.

A reacdo de amplificagéo génica gerou um fragmento de aproximadamente
1642 pb (Fig. 31). O fragmento de peso molecular desejado foi entdo purificado a
partir do gel de agarose, sendo, posteriormente, clonado no vetor pTOPO:Blunt.
Esta amostra foi dialisada e utilizada para transformar E. coli TOP10. A cultura
transformada foi plaqueada e os clones brancos obtidos foram testados quanto a
presenca do inserto por PCR e digestdo enzimatica. A identidade de bases de
alguns destes clones foi confirmada pelo sequenciamento (dados nao

apresentados).



Figura 31: Amplificacao do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis utilizando
os iniciadores com os sitios de restricao para posterior clonagem direcional
no vetor de expressao eucarioto pVAX1. Gel de agarose a 1% mostrando o
produto da reacdo de amplificacdo, a qual teve como molde o vetor pTOPO:hsp60.
PM: Padrdao de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen); Canaletas 1 e 2:
amplificacao do gene hsp60.

4.3.1.2. Sub-clonagem do gene hsp60 de C. pseudotuberculosis no vetor de
expressao eucarioto (pVAX1)

O passo seguinte a clonagem de hsp60 no vetor pTOPO:Blunt consistiu na
transferéncia do fragmento referente a este gene modificado para um vetor capaz
de expressa-lo em células eucariotas. Para tanto, adotou-se o vetor pVAX1

(Invitrogen) (Fig. 32).



Para a subclonagem, os vetores pVAX1 e pTOPO:hsp60e foram
duplamente digeridos com as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll e fracionados
em gel de agarose a 1%. As bandas correspondentes a hsp60 e a forma linear de
pVAX1 foram excisadas do gel e os fragmentos de DNA correspondentes foram
purificados. As amostras foram entdo ligadas e usadas para transformar células
eletrocompetentes de E. coli TOP10. Foram obtidas colbnias brancas, as quais
foram testadas quanto a presenca do inserto por PCR e digestdo enzimatica.
Destas, algumas amostras foram sequenciadas. Como ndo houve alteragdes de
bases (dados nao apresentados), o clone “5” foi escolhido aleatoriamente para ser

utilizado nas imuniza¢g6es como a vacina de DNA.
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Figura 32: Mapa do vetor pVAX1. Este vetor possui todos os elementos
genéticos necessarios para a expressao génica em células eucariotas, como a
seqléncia promotora do citomegalovirus humano (CMV), que permite altos niveis
de expressdo; o sinal de poliadenilacdo da seqiiéncia codificadora do hormanio
bovino (BGH), que confere maior eficiéncia na terminacao da transcricao e da
poliadenilacdo do RNA mensageiro. Além disso, este vetor foi construido de
acordo com as normas do “Food and Drug Administration (FDA)". Contem
somente as seqiiéncias necessarias a replicacdo em E. coli ou para a expressao
em células de mamiferos.



4.3.1.3. Producao e purificagdo dos vetores pVAX1 e  pVAX1l:hsp60 a serem
utilizados como vacina de DNA

Antes de iniciar o processo de imunizacdo, primeiramente foi necesséria a
extragao e purificacdo dos vetores pVAX1 e pVAX1:hsp60. Para isto, foi utilizado o
Kit EndoFree Plasmid (Qiagen, Valencia, CA). Apds o0 processo de extracdo em
larga escala (giga-prep), os plasmideos foram ressuspendidos em solucéo salina e
dosados em espectrofotdmetro. O rendimento obtido foi de 7 mg/mL, sendo que a
relacdo entre Azso/Azsonm fOi de 1,8, o que caracteriza um DNA puro. A qualidade

do DNA foi ainda analisada por eletroforese em gel de agarose a 1% (Fig. 33).

Figura 33: Analise da extragdo e purificagdo em larga escala dos vetores
pPVAX1 e pVAX1:hsp60. Os vetores foram obtidos apds giga-prep utilizando o Kit
EndoFree Plasmid (Qiagen, CA, Valencia). O material foi analisado em gel de
agarose a 1%. Canaleta 1:pVAX; canaleta 2:pVAX:Hsp&0.



Observa-se que além do processo de extracdo ter sido quantitativamente
significante, do ponto de vista qualitativo o DNA se encontra em um estado
superenrolado. De acordo com Cupillard et al. (2005), pelo menos 70% do DNA
administrado como vacina de DNA deve estar superenrolado para induzir o perfil
imunolégico adequado. Além disso, preparacdes com pelo menos 90% de DNA
superenrolado resultam em maiores niveis de transfeccdo se comparadas a
preparacdes com apenas 60% (Krieg et al., 1998).

Ainda sob o ponto de vista qualitativo, € importante ressaltar que durante a
extracdo dos plasmideos, o Kit utilizado apresenta um tampdo que poSSui
substancias com acdo quelante de endotoxinas. O LPS é uma endotoxina capaz
de induzir respostas imunolégicas inespecificas. Além disso, esta toxina se liga ao
mesmo receptor que as Hsp60, desencadeando respostas imunolégicas
semelhantes. A contaminagdo por LPS ainda apresenta o inconveniente de
diminuir a expressao do plasmideo transfectado (Krieg et al., 1998). Portanto, a
auséncia de contaminacdo por LPS evita a geracdo de respostas inespecificas

apos a imunizagdo e possibilita maiores niveis de expressao.

4.3.2. Imunizagdo com a vacina de DNA

Apoés obter os vetores a serem utilizados como vacina de DNA, iniciou-se a
imunizacdo. A escolha de uma vacina de DNA baseada no gene hsp60 de C.
pseudotuberculosis se deve aos resultados obtidos com a vacina de DNA tendo
como gene o0 hsp65 de M. leprae. Em ensaios experimentais, camundongos

BALB/c imunizados com esta vacina foram protegidos contra M. tuberculosis apds



o desafio por via endovenosa. Além do efeito profildtico, a vacina ainda
demonstrou efeito terapéutico (Silva et al., 2005).

Afim de avaliar a protecéo conferida pela imunizacdo com a vacina de DNA
baseada no gene hsp60 de C. pseudotuberculosis, camundongos BALB/c foram
imunizados com 4 doses de 100 ug de DNA plasmidiano por via intra-muscular. A
resposta humoral induzida pela vacina de DNA foi avaliada. A vacina de DNA
possui vantagens como a possibilidade de apresentar antigenos via MHC | e,
portanto, de gerar uma resposta CTL potente e de longa duracédo. As vacinas de
proteinas recombinantes geralmente ndo sdo apresentadas por essa via e geram,
preferencialmente, uma resposta humoral ao invés de celular (Liu, 2003). Além
disso, as vacinas de DNA apresentam sequéncias imunoestimulatdrias, 0s motivos
CpG, os quais geralmente polarizam a resposta para Thl. Esta se caracteriza
principalmente pela alta producdo de INF-y. Este tipo de resposta é ideal para

gerar uma resposta imunoldgica protetora contra C. pseudotuberculosis.

4.3.2.1. Avaliagdo do perfil de resposta humoral in  duzida pela imunizacdo

com a vacina de DNA em modelo murino

O nivel de producdo do isétipo IgG anti-rHsp60 nos animais imunizados
com a vacina de DNA foi avaliado através do ensaio imunoenzimatico do tipo
indireto. Além de IgG, a producdo de seus subtipos 1gG2a e IgG1 também foi

avaliada.



A producdo de IgG e IgG1 anti-Hsp60 pelos animais imunizados com o
vetor pVAX1:hsp60 foi estatisticamente significativa apds a segunda dose da
vacina em relacdo ao grupo controle (Fig. 34A e 34B). No caso de IgG2a, este
resultado j& é observado a partir da primeira imunizacao (Fig. 34C). A partir deste
resultado, pode-se afirmar que a imunizagcdo com a vacina de DNA induz a

producao de anticorpos especificos anti-Hsp60 de C. pseudotuberculosis.

A producdo dos subtipos IgGl e IgG2a sao referentes a producdo de
anticorpos neutralizantes e de opsoninas, respectivamente. Contudo, a relacdo
IgG2a/lgG1 apos a quarta imunizacdo com a vacina de DNA é maior em relacéo a
terceira imunizagdo com a proteina recombinante. O mesmo resultado foi obtido
apos a imunizacdo de BALB/c com a proteina recombinante e com a vacina de
DNA utilizando a Hsp60 de R. equi, como antigeno vacinal (Vanniasinkam et al.,

2004).
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Figura 34: Niveis de producio de (A) IgG, (B) 1gG1 e (C) IgG2a anti-Hsp80
pelos camundongos imunizados com a vacina de DNA baseada no gene
hsp60 de C. pseudotuberculosis. O soro de 5 camundongos BALB/c fcram
coletados com 15, 30, 45 e 60 dias apés a primeira imunizacdo dos animais com
100 ug por via intra-muscular. Diferencas estatisticamente significativas utilizando
o teste “t" de student ndo pareado (P<0,05) entre os animais imunizados
(PVAX1:hsp60) e o grupo controle (pVAX1)estio representadas por um asterisco
*. Diferencas estatisticamente significativas utilizando o teste ANOVA pos hock
Turkey (P<0,05) em relagao a coleta anterior estac representadas por #.



4.3.2.3. Andlise da protecao dos animais imunizados comava  cina de DNA
Doze dias ap0s a infecgéo, todos os animais vieram a ébito, incluindo todos
0s animais imunizados e todos do grupo controle. Com 3 dias apdés a infeccéo, os
animais comecaram a apresentar sinais clinicos de morbidade. Durante as 2
semanas, 0s animais apresentaram caquexia, pélos arrepiados (Fig. 39 e 40),

cianose, hipotermia e ascite.

Figura 35: Camundongos BALB/c imunizados com a vacina de DNA apds o
desafio. (A) Animais imunizados com pVAX1; (B) Animais imunizados com
pVAX1:hsp60.

Vacina de DNA baseada no gene hsp60 de diferentes microorganismos tem
sido utilizada com sucesso na imunizagdo contra diferentes microorganismos
(Lowrie et al., 1997; Yamaguchi et al., 2003). Contudo, também hé relatos onde
ndo se verifica protecdo, mesmo em casos onde a resposta imunoldgica gerada
pela imunizacdo foi a requerida para a protecdo (Leclerg et al., 2002;
Vanniasinkam et al., 2004). Assim como discutido para a vacina recombinante,
ndo ha uma explicacdo para a auséncia de protecdo. Os protocolos de vacinacao,

doses e vias utilizadas s&o os mais diversos (Tabela 8); o que nao permite



estabelecer uma comparagcao precisa entre os diversos fatores envolvidos na

geracdo de uma resposta eficiente apés a imunizagéo génica.

A protecdo contra C. pseudotuberculosis € dependente de uma resposta
adaptativa humoral e celular. A resposta humoral contra bactérias intracelulares
pode neutralizar os microorganismos antes que eles tenham acesso as células.
Mesmo tendo mais opsoninas em relacdo a imunizagdo com a proteina
recombinante, que favorecem a eliminacdo bacteriana, ndo houve protegcédo. Os
niveis de opsonina podem néo ter alcancado os niveis requeridos para gerar uma
resposta protetora. Ainda, a explicagcdo pode ser a mesma como discutido para a
proteina recombinante; antigenos intracelulares n&o estariam acessiveis a
resposta humoral.

Somente a resposta humoral ndo é capaz de resolver a infeccdo por C.
pseudotuberculosis. Respostas protetoras contra esta bactéria sdo mediadas
principalmente por uma resposta celular, especialmente linfocitos TCD8. A citocina
INF-y é essencial para a ativacdo de macréfagos. Mesmo que o processo de
imunizacdo génica tenha induzido os componentes requeridos contra C.
pseudotuberculosis, a auséncia de protecdo pode ocorrer se a vacinagdo nao
induziu uma resposta imunolégica especifica imediatamente apés a infeccao.
Assim, o microrganismo seria habil em se disseminar pelo organismo, induzindo
0s sinais patoldgicos vistos apos a infecgcdo (Vanniasinkam et al., 2004).

A linhagem de camundongos utilizada também deve ser considerada. A
protecdo obtida apds a imunizacdo com Hsp60 difere entre as linhagens de

camundongos utilizadas (Lowrie et al., 1997). Apesar de a imunizagéo de BALB/c



com Hsp65 de M. leprae proporcionar protecdo apdés o desafio com M.
tuberculosis, esta linhagem de camundongos é mais susceptivel a bactérias
intracelulares. Isto se deve a incapacidade destes animais de gerar uma resposta
rapida e vigorosa do tipo Thl (Noll e Autenrieth, 1996), induzindo
preferencialmente Th2 (Vanniasinkam et al., 2004). Portanto, o componente
genético dos animais experimentais também pode ter influenciado o
desenvolvimento de uma resposta imunolégica adequada.

Outro fator relevante é o fato de os actinomicetos terem 2 copias do gene
hsp60 no genoma. Estes genes ortdlogos, aparentemente com funcdes distintas,
podem ter propriedades imunoldgicas diferentes. A coépia 2 dos actinomicetos
parece ter maior nivel de expressdo apos exposicdo a estresses (de Léon et al.,
1997) e ser mais imunodominante sobre a copia 1 (Rinke de Wit et al., 1992).
Contudo, este fato ndo pode ser afirmado para Corynebacterium, j& que ndo ha
um estudo comparativo entre elas e nem de utilizacdo destas proteinas como
antigenos vacinais. Barreiro et al. (2005) verificaram somente que em condi¢des
de estresse térmico, as duas coOpias tém maiores niveis de expressdo em C.
glutamicum. Somente a diferenca entre as cOpias pode néo ser explicacdo para 0s
diferentes resultados obtidos em teste de imunizagao, pois, mesmo tendo sido a
copia 2 de M. leprae que conferiu protecao contra o desafio por M. tuberculosis, a
copia 2 de R. equi foi utilizada sem sucesso na imunizacdo contra este

microorganismo (Vanniasinkam et al., 2004).
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