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Resumo

Brucella abortus € um patdgeno intracelular facultativo que infecta animais e o homem. As
bases moleculares da viruléncia deste microrganismo comegaram a ser desvendadas
recentemente. Com o objetivo de identificar novos fatores de viruléncia da Brucella, foi
criado em 1998 pelos Laboratorios de Genética Celular e Molecular e Imunologia das
Doengas Infecciosas da UFMG um programa de descoberta génica, que baseia-se no
sequenciamento aleatorio de extremidades de clones de uma biblioteca gendmica da B.
abortus 2308, Em julho de 2000, o “National Center of Biotechnology Institut” (NCBI)
criou um novo banco de dados destinado a receber as seqiiéncias geradas por programas
semelhantes a este denominado “Genome Survey Sequence” (GSS). A criacdo desta nova
divisdo do NCBI mostra a importéncia dos dados fornecidos por estas seqiiéncias. Analises
da sequénciai nucleotidica e protéica destas extremidades revelaram um clone (clone 64) com
alta homologia ao gene exs4 de Rhizobhium melilofi. A seqiiéncia de aminoacidos deste gene
apresenta alta homologia as proteinas ABC (ATP-binding cassette) transportadoras e suas
fungdes estdo provavelmente envolvidas na biossintese e transporte através da membrana do
succinoglicano (EPS 1). A produg#o e o transporte deste composto em R. meliloti é essencial
a sua invasdo em seus hospedeiros. O clone 64 possui 1791pb do gene exs4 da B. abortus, o
que representa 99% da regido codificadora do mesmo e sua seqliéncia parcial foi depositada
em banco de dados sob nimero de acesso AF218367. Analises de “Southern Blot”
revelaram que o gene exs4 esta presente em copia tnica no genoma da B. aborfus. Com o
objetivo de verificar o papel deste gene na viruléncia na B. aborius, o cassete de canamicina
foi clonado no sitio £coRV do clone 64, interrompendo o gene exs4 e possibilitando a
constru¢dio de mutantes do mesmo neste microrganismo. Estudos posteriores revelaram a
existéncia de um segundo gene presente no mesmo clone, denominado gene cepAd (catabolite
control protein). Este gene-possui 1026pb e codifica uma proteina envolvida no controle da

expressdo génica e sua seqluéncia sera brevemente depositada em banco de dados.
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Summary

B. abortus is a facultative intracellular pathogen which infect animals as well as humans.
The genetic basis of B. abortus virulence is still unknown. In order to identitfy new virulence
factors, a gene identification program created in 1998 was taken. This approach is based on
sequencing of the end of random clones from a B. abortus 2308 genomic library. 1n July of
2000, the “National Center of Biotechnology Institut”, NCBI, created a new GenBank
division called “Genome Survey Sequence” to recept all kind of sequences derived from
similars projects. Nucleotide and amino acid sequence of one clone (clone 64) were
analysed and showed a high homology with the Rhizobium meliloti exsA gene. The amino
acid sequence of this gene shows significant homology to ATP-binding cassette (ABC)
transporter proteins and its function is probably involved in succinoglycan (EPS 1)
biosynthesis and transport across the membrane. The production and transport of this EPS I
in R meliloti is essential for its invasion in alfafa root nodules. The B. aborfus exsd gene
has 1791 bp, which represents 99% of the coding region of this gene and it was deposited in
the GenBank with the accession number AF218367. Southern Blot analysis revealed that
exsA gene is present as a single copy in the B. aborfus genome. ln order to verify the role in
virulence of B. abortus exsA gene, a kanamycin cassette was cloned in the FcoRV site of the
gene to construct exsd B. aborfus mutants. The cepA (catabolite control protein) gene,

which has 1206pb, is also present in this clone.



Introducio

1. Descobrimento do agente etioléogico da brucelose

No ano de 1887, David Bruce isolou pela primeira vez o microrganismo causador da “Febre
de Malta”, uma enfermidade muito dificil de diferenciar sintomatica e clinicamente de outras
febres endémicas do litoral Mediterrdneo e que causava grande debilidade fisica e levava a
morte alguns soldados ingleses residentes nesta ilha. O agente desta patologia era uma
bactéria que foi denominada, pelo seu descobridor, Micrococcus melitensis. Posteriormente,
foi descoberto que a mesma era transmitida através do consumo de leite de cabras residentes

no local (Bruce, 1887).

Em 1895, Bernhard Bang isolou, proveniente de um caso de aborto bovino, um cocobacilo
Gram-negativo, o qual foi denominado “Bacillus abortus”. Algum tempo depois observou-
se um grande parentesco entre ambos microrganismos e decidiu-se denominar este novo
género, Brucella, em homenagem ao seu descobridor, David Bruce (Meyer, 1990). Ambos
microrganismos eram capazes de infectar homens e animais, sendo a brucelose considerada

assim uma zoonose,

2, Caracteristicas do género Brucellu

A familia Brucellae é constituida de pequenos coco-bacilos Gram-negativos, sem motilidade,
sem flagelos, ndo secretam toxinas, e causam doenga infecciosa que afeta diversas espécies
animais e o homem. E muito resistente a intempéries ambientais e pode sobreviver grandes
periodos no meio ambiente (Crawford e/ al., 1990). A Brucella ¢ catalase positiva e
apresenta reagio de oxidase geralmente positiva. A produgio de HaS e a atividade ureasica
variam segundo as espécies. O citrato ndo € utilizado e o triptofano nfo ¢ catabolizado
(Freney er al., 2000). Seu crescimento € aerébico, mas algumas espécies requerem uma
atmosfera com adic@io de 5 a 10% de CO,. Crescem bem a 37°C, em meio rico, com pH
entre 6,6 e 7.4. Em meio liquido, as culturas se mostram turvas de maneira homogénea de
dois a quatro dias. As coldnias tornam-se visiveis em meio solido em dois ou trés dias,

podendo apresentar-se sob forma lisa ou rugosa, dependendo da linhagem, e redondas
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medindo de 3 a 4 mm de didmetro (Alton e7 /., 1988). Sua multiplicagdo se da dentro do
animal hospedeiro ou em meio de cultura, sendo entdic considerado um parasita intracelular
facultativo. Possui a capacidade de invadir e replicar-se em células de origem ecto e

mesodérmica (Smith & Ficht, 1990).

Semelhante a outras bactérias Gram-negativas, Brucella possui uma membrana externa
composta de lipopolissacarideos (LPS) que ¢ considerado o principal fator de viruléncia
deste género. Uma caracteristica que a diferencia de outras bactérias Gram-negativas,
principalmente das entéricas, € que o lipopolissacarideo ¢ altamente hidrofobico e possui
diferentes sensibilidades a detergentes e EDTA (Moriyon & Berman, 1982; Martinez de
Tejada & Moriyon, 1993),

Brucella compartilha a mesma estrutura antigénica daquela apresentada pela maioria dos
bacilos Gram-negativos. Os antigenos A (B. abortus) e M (B. melitensis) estio situados na
superficie de linhagens lisas (S) sobre um unico complexo: o lipopolissacarideo (L.PS-§).
Estes antigenos estio presentes em quantidades varidveis segundo as espécies e se encontram
ausentes nas linhagens rugosas (R). O antigeno LPS-S apresenta rea¢Ges cruzadas com

outras bactérias como Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae, e outros (Freney ef af., 2000).

A identificacfio das diferentes espécies da Brucella pode ser realizada através de uma bateria
classica de ensaios bioquimicos e por identificagio molecular. O primeiro baseia-se em
diferentes caracteristicas metabolicas (urease, oxidase, producdio de H:S), coloragdes,
especificidade sorologica e sensibilidade a fagos (Corbel, 1997). Ja a identificagio
molecular das mesmas ¢ realizada pelas técnicas de RFLP (Polimorfismo de Comprimento
de Fragmentos de Restrigio) (Michaux-Charachon e al., 1997), PFGE (Eletroforese em Gel
de Campo Pulsatil) e PCR (Reagiio em Cadeia da Polimerase) de seqiiéncias repetitivas

encontradas em todas as espécies da Brucella (Ouhrani ef al., 1993).
3. Consideracdes taxonomicas
Nos Gltimos anos a taxonomia do género Brucelln vem sendo inteiramente revista.

Classicamente, este género se divide em seis espécies, baseado em caracteristicas de cultura,

metabolicas e bioquimicas. As espécies sdo: B. melitensis, B. aborfus, B. suis, B. capis, B.
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ovis e B. neofomae. As trés primeiras sdo divididas em biovares. Apesar da patogenia
causada pelos microrganismos ndo constituir um critério taxondmico reconhecido, esta
classificaciio existente sempre foi influenciada pela viruléncia restrita de cada espécie a um
hospedeiro preferencial: ovinos e caprinos (B. melitensis), bovinos (B. abortus), suinos (5.
suis), caninos (B. canis), ovinos (B. ovis) e o rato de deserto (B. neotomae) (Freney ef al.,

2000).

A classificagdo do género Brucella comecou a ser revista apds estudos de hibridizagédo
DNA-DNA, os quais mostram uma forte similaridade de seqiéncia entre os acidos nucléicos
de todo o género (mais de 90%). Este estudo propde que este género é monoespecifico,
sendo as espécies recentes apenas resultado de modifica¢des da B. melitensis (Verger el al.,
1985), constituindo apenas biovares da mesma. Apesar de algumas poucas diferencas, o
estudo do polimorfismo de restricdio do DNA mostra que a estrutura gendmica,
especificamente a ordem dos genes, estd relativamente conservada entre as diversas espécies
da Brucella, reforcando o cariter monoespecifico do género (Freney et al., 2000).
Entretanto, baseado no fato destes seis representantes do género se diferenciarem em varias
caracteristicas como preferéncia por determinados hospedeiros, diferentes graus de
viruléncia e padroes de “fingerprint” de DNA gendmico, o argumentc que estes
microrganismos constituem uma Gnica espécie ndo parece ser verdadeiro (Smith & Ficht,
1990). Além disso, a variabilidade a nivel de DNA tem sido constantemente encontrada
entre as especies do género Brucella, possibilitando a distingdo entre as mesmas bem como

alguns biovares, através da analise de marcadores moleculares (Vizcaino et al., 2000).

Recentemente, varios estudos mostraram pela comparacdo de sequéncias do RNA
ribossomal 16S, que o género Brucella esta classificado na subclasse a2 da classe
Proteobacteria, proximo a bactérias patogénicas simbidticas de vegetais, como
Agrobacterium tumefaciens e Rhizobium meliloti, bactérias patogénicas ao homem,
Bartonella quintana e Ochrobactrum anthropi, e bactérias fotossintéticas, Rhodobacter
sphaeroides (Freney el al., 2000). Aparentemente, (). anthropi € o microrganismo da
subclasse Proteobacteria mais proximo das espécies do género Brucella. Tém-se proposto
que o ancestral comum entre as espécies da Brucella e (. anthropi teriam se separado por
volta de 180 a 75 milhdes de anos atras, perfodo este que coincide com o surgimento dos

mamiferos. Estudos recentes propdem que o ancestral do género Brucella originou as seis



Introdugdo 4

diferentes espécies ha relativamente pouco tempo em comparagio Aaquelas bactérias
representantes da subclasse a2 Proteobacteria (Ochrobactrum, Rhizobium, Agrobacterium)
(Vizcaino ef al., 2000). 'Este fato pode explicar a alta similaridade de seqliéncia existente

entre 0s 4acidos nucléicos das espécies do género Brucella.

Varios autores tém demonstrado a existéncia de algumas linhagens da Brucella que
apresentam caracteristicas diferentes de todas aquelas presentes nas seis espécies do género.
Estas tém sido isoladas de mamiferos marinhos, mostrando uma nova adaptagdo do género.
Estudos recentes a nivel de DNA tém confirmado que estas novas bactérias pertencem ao
género Brucella mas exibem caracteristicas diferentes das demais espécies, mostrando assim
a necessidade de um estudo aprofundado que podera alterar mais uma vez a classificagéio das

espécies do género (Vizcaino ef af., 2000).

4. Genoma do género Brucella

O genoma da Brucella é considerado rico em nucleotideos G+C, visto que a proporgao

destes é em média de 56% a 58% (Smith & Ficht, 1990).

Michaux e/ al (1993) mostraram que o genoma da Brucella é composto por dois
cromossomos circulares, geralmente de 2,1Mb e 1,15Mb, com excec¢do do biovar 3 de B.
suis, que consiste de apenas um cromossomo circular com 3,2Mb.  Os autores sustentam o
fato de se tratar de dois cromossomos e ndo de apenas um cromossomo e um plasmideo
devido ao fato de existirem genes essenciais & sobrevivéncia destas bactérias em ambos

(Vizcaino et al., 2000).

Apesar de ndo ser uma caracteristica comum, outras bactérias também apresentam a mesma
organizacdo gendmica daquela apresentada pela Brucella, como pode-se observar em varias
espécies da subclasse a2 Proteobacteria. Rhizobium, por exemplo, possul trés ou uatro
replicons, dependendo da espécie, representando um cromossomo e dois ou trés plasmideos.
Entretanto, ainda ndo se tem certeza se estes plasmideos constituem cromossomos pelo

mesmo motivo encontrado em Brucella. Nos plasmideos destes também foram encontrados
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genes essenciais a sobrevivéncia de Rhizobium, fazendo acreditar que os representantes deste

género possuam, na verdade, mais de um cromossomo (Vizcaino ef a/., 2000).

Esta organizagio cromossomica multipla tem sido observada na maioria dos representantes
da subclasse a2 Proteobacteria, levando a crer que existam estruturas ou fungdes gendmicas
destes microrganismos que favorecem o surgimento de varios cromessomos € que esta
caracteristica esta relacionada ao fato destes apresentarem um ancestral em comum. No
género Brucella, tem sido mostrado que a presenga de dois cromossomos pode ser explicada
por rearranjos em regides cromossdmicas que compreendem os trés operons de rRNA
(Vizcaino ef al., 2000). Entretanto, Jumas-Bilak e/ a/ (1998B), sustentam a idéia de que este
fato nfio esteja relacionado a evolugdo desta subclasse uma vez que existem representantes
da mesma que apresentam apenas um cromossome, como € o caso de B. suis (biovar 3) e

algumas espécies do género Rhodobacter.

O genoma da B. abortus apresenta algumas peculiaridades em relagdio as demais espécies do
género. Além de algumas alteragbes descritas recentemente, alteragdes estas que hoje
constituem caracteristicas que diferenciam as seis espécies do género, o genoma da 5.
abortus 544 apresenta uma grande regido invertida, que compreende 640Kb. Além disso, ha
também uma regido deletada, inicialmente estimada em 10Kb e que hoje sabe-se que
compreende 26Kb e estd presente em todas as linhagens da B. abortus (Vizcaino et al.,

2000).

Varios autores mostraram a presenca de seqiiéncias de insergio (IS) no genoma da Brucella.
Estas seqiiéncias, denominadas [S7// ou IS6501, foram primeiramente observadas em B.
ovis e constituem uma fonte de polimorfismo do género Brucella. Posteriormente, estes
autores determinaram o niimero destas IS nas demais espécies: 7 a 10 em B. melitensis, 6 a 8
em B. abortus, B. suis e B. canis, e mais de 28 em B. ovis. Estas IS tém sido utilizadas na
diferenciaciio das espécies e biovares da Brucella. Entretanto, esta diferenciagdo foi possivel
somente a nivel de espécies, sendo que alguns biovares ainda permanecem sem aparente

distin¢do (Vizeaino ef al., 2000).

Até o momento, seis grupos de fagos foram descritos em Brucella, e ainda ndo se sabe se

existem fagos lisogénicos neste género (Freney ef al., 2000). Ainda ndo foram descritas



Introdugdo 6

trocas génicas no género Brucella, nem a presenca de plasmideos naturais. Como
microrganismos intracelulares, sobrevivendo quase que exclusivamente nos hospedeiros
infectados, pensa-se que-as diferengas observadas nas seis espécies pode ser influenciada

pela adaptagdo particular de cada uma a seu hospedeiro (Vizcaino ef al., 2000).
5. Brucelose

A brucelose é uma enfermidade que traz duas preocupag¢des: sanitaria, devido a sua
possibilidade de transmissdo ao homem, e econdmica, devido & diminuigido na produtividade

animal, de seus produtos e derivados em consequéncia desta doenca (Freney e/ a/. 2000).

A maioria dds casos de brucelose humana € causada por B. melitensis, B. suis e B. abortus.
Esta enfermidade é adquirida diretamente a partir dos animais ou dos produtos de origem
animal contaminados. A contaminacio direta por contato cutineo-mucoso ¢ a modalidade
de infecgdo mais freqiiente (75% dos casos) enquanto que a contaminacdo digestiva (25%
dos casos) é dividida essencialmente no consumo de produtos do leite e seus derivados
contaminados ou mais raramente na ingestdo de carne contaminada (Freney e/ /., 2000).
Em humanos, causa febre ondulante, anorexia, fadiga, endocardite, artrite, osteomielite e
complicagdes neurolégicas, enquanto que nos animais domésticos os orgdos reprodutivos

sdo principalmente afetados, causando aborto e infertilidade (Smith & Ficht, 1990).

A distribuicdo geografica da brucelose ainda ¢ bastante ampla, apesar de alguns paises ja
terem erradicado a doenca como Canad4, Japdo, Austrdlia, Inglaterra e Dinamarca. A
principal incidéncia da doenga ocorre na regido do Mediterrdneo, Arabia Saudita, alguns

paises da Europa, Africa ¢ América Latina (Corbel, 1997).

No Brasil, a brucelose ocorre de maneira endémica em todo o territorio nacional,
especialmente a brucelose bovina, por ser esta espécie animal a mais difundida e com maior
expressdo econdmica no pais. Durante o ano de 1998, para um rebanho de aproximadamente
155 milhdes de bovinos, houve 21.551 casos diagnosticados da doenga em varias regioes,
principalmente na regido norte onde a incidéncia foi maior (15,11%) (Poester, 1999). Em
humanos, apos levantamento sorolagico realizado no estado de Sdo Paulo, no periodo entre

1977 a 1987, foram examinadas 168 amostras, as quais revelaram uma incidéncia .de
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aproximadamente 23,81% casos positivos (Feitosa et ai/., 1991). Esta alta incidéncia se deve
ao fato de que a maioria dos soros enviados para andlise eram provenientes de fazendas com

focos de brucelose.
£ 1. Profilaxia

A profilaxia da brucelose humana baseia-se na vacinagdo, diagndstico e eliminagio de
animais infectados, além de medidas de higiene alimentar (principalmente produtos do leite
e seus derivados e também da carne) e medidas de prote¢fio para as pessoas expostas ao
microrganismo. Todas as tentativas de vacinagfo humana ainda se mostram ineficientes e
perigosas, havendo ainda a necessidade de se desenvolver uma vacina que seja realmente
eficaz ao controle desta enfermidade. Sendo assim, a prevengdo da brucelose em humanos
depende até o momento da erradicagfio ou controle da doenga no animal hospedeiro (Freney

et al., 2000).

Segundo a Folha de Sdo Paulo, o governo brasileiro langaré, ainda este ano, um programa de
controle da brucelose em conjunto com as Secretarias da Agricultura e dos Estados, tornando
obrigatoria a vacinagdo do gado em todo o territorio nacional. Até o momento, esta
obrigatoriedade so existe no estado de Minas Gerais. Neste estado, das 20 milhdes de
cabecas de gado, pelo menos 500 mil se mostravam positivas para os testes soroldgicos antes
do programa de vacinagdo, representando um indice de 2,5% do rebanho (Nascimento,

2000).
5.1.1. Vacinas

As vacinas vivas tém se mostrado até 0 momento, superior as vacinas mortas na prevengao
da brucelose animal. Recentes estudos utilizando-se linhagens da B. abortus 19 viva e morta
pelo calor foram realizados com o objetivo de testd-las quanto a capacidade de induzir
protecio. Os resultados mostraram que a bactéria viva apresentou capacidade de induzir
uma imunidade protetora muito maior que aquela apresentada pela bactéria morta (Zhan &

Cheers, 1998).

A vacina viva ideal nio deve provocar doenga nos animais vacinados, deve prevenir a

infecgio em ambos os sexos, prevenir aborto e esterilidade, promover protegdo contra
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infecgdo por um longo periodo com uma simples dose, ndo induzir a produgio de anticorpos
os quais interferem no diagndstico sorologico, ser biologicamente estavel, ndo apresentar
risco de reversio da viruléncia ju vivo e in vitro, nfio ser patogénica ao homem e ser
facilmente produzida em grande escala. A vacina viva ideal deve também conter marcadores
fenotipicos ou genotipicos, que permitam uma facil diferenciagio dos isolados de campo

(WHO, 1998).

Atualmente a vacinagfo contra infec¢des por Brucella é feita através da administragfio de
linhagens lisas atenuadas da B. abortus S19 e B. melitensis Rev.1. A linhagem rugosa da B.
abortus RB51 tem sido recentemente introduzida em alguns paises como EUA e Chile

(WHO, 1998).

B. abortus S19 é efetiva contra B. abortus em bovinos enquanto que B. melifensis Rev.1 é
efetiva contra B. melitensis e B. ovis em cabras e ovelhas, respectivamente. Porém, ambas
vacinas possuem trés desvantagens: sdo patogénicas para o homem, podem causar aborto
quando administradas em fémeas gestantes e induzem a producio de anticorpos em animais

imunizados, interferindo no diagnéstico de populacdes infectadas (Cheville ef al., 1993).

Virias estratégias tém sido utilizadas com o objetive de produzir uma vacina viva atenuada
que ndo possua os problemas citados anteriormente. Uma destas estratégias ¢ a utilizagdo de
linhagens rugosas vivas da Brucella atenuadas, em especial B. abortus RB51, que consiste
em um mutante da linhagem virulenta 2308 resistente a rifampicina (Schurig et al., 1991).
Esta linhagem foi identificada apds sucessivos repiques em placa contendo ampicilina ou
rifampicina e apresenta como caracteristica principal a auséncia de antigeno-O do LPS.
Quando usada em dose tnica, seu efeito protetor em bovinos € similar ao provocado pela
linhagem 19, com a vantagem de, aparentemente, ndo ser patogénica aoc homem e ndo
induzir producdo de anticorpos normalmente detectados nos testes sorologicos
convencionais devido a auséncia de antigeno-O, podendo ser diferenciada de isolados de
campo. Estudos preliminares sobre a biosseguranga desta vacina tém demonstrado que ela
niio provoca reversio de viruléncia nem aborto em fémeas gestantes. Entretanto, esta vacina
apresenta algumas desvantagens. Veterinarios e trabalhadores rurais expostos a RBS5I,
quando testados pelos métodos sorologicos convencionais, serdo negativos, dificultando

assim o tratamento desta populagdo de risco. Finalmente, outra desvantagem apresentada
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por esta linhagem ¢ o fato desta ser resistente a um dos antibioticos utilizados no tratamento

contra a brucelose. Nos EUA a RB51 foi introduzida em 1996 (Ferraz, 1999).

Qutra estratégia consiste no uso de vacinas de DNA que se baseia na imunizacdo com o
DNA de genes bacterianos clonados em vetores que sdo capazes de expressar as suas
proteinas em células de mamiferos. Este tipo de vacinagio tem se mostrado efetiva na
prevencdo de infecgdes por patogenos intracelulares (Lowrie, et al,, 1997). Para o controle
da brucelose, a vacina de DNA pode ser uma estratégia efetiva na prevengfio da infec¢fo,
como indicaram recentes estudos com a vacina de DNA L7/L12 (Kurar e/ al, 1997).
Contudo, novos antigenos bacterianos, que induzam a resposta imune celular protetora ainda

necessitam ser identificados.

5.2. Tratamento

Os antibioticos ativos contra Brucella sio primeiramente as tetraciclinas, apesar de existirem
linhagens da B. melitensis resistentes aos mesmos. As espécies do género Brucella sao
particularmente resistentes aos P-lactdmicos. Normalmente, utiliza-se a rifampicina,
cloranfenicol ou eritromicina no tratamento contra brucelose. A utilizagio rotineira do
antibiograma normalmente ndo é necessaria, entretanto, quando ha suspeita de resisténcia a

algum antibiotico, este é pedido (Freney e/ al., 2000).

O tratamento da brucelose aguda sem aparente focalizagio se baseia na associagdo de
antibioticos, onde pelo menos um deles tenha uma boa penetragio intracelular, e deve ser
prolongado por no minimo 21 dias. No caso de focalizagdo, essas mesmas associacles sdo

utilizadas por no minimo trés meses (Freney e/ al., 2000).

6. Patogénese

O mecanismo geral de invasdo da Brucella tanto em bovinos como em outros animais
domésticos se da da seguinte forma: 1) sobrevivéncia no sitio de invaséo primaria, 2) entrada
em fagocitos e proliferagdo, 3) invasdo da corrente sanglinea e circulagio dentro de

fagbcitos, 4) disseminagdo em orgos, especialmente bago, figado, medula, nodulos
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linfaticos, rins e utero (Smith & Ficht, 1990).

Apo6s a invasdo, as espécies do género Brucella permanecem nas células do sistema
reticuloendotelial, particularmente as células fagociticas do sistema imune, sendo capaz
também de se multiplicar em células nfio fagociticas. Elas podem sobreviver em células de
origem ectodermal ou mesodermal, mas nfo sdo capazes de invadir tecide de origem
endodermal. Estes microrganismos conseguem se manter nestas células fagociticas uma vez
que sdo capazes de impedir a atividade bactericida das mesmas e se replicar normalmente
neste local. Na infec¢do inicial, os macréfagos sdo relativamente ineficientes no combate as
bactérias intracelulares. Estas sdo entfo transportadas se disseminando amplamente nos
tecidos linfoides regionais, causando a morte de macréfagos e células fagociticas
polimorfonucleadas, sendo entdio liberadas podendo invadir outras células. Estes tecidos
linfoides constituem a porta de entrada até certos orgdos ricos em elementos do reticulo
endotelial, como nodulos linfaticos, bago, figado, medula dssea e também oOrglos
reprodutivos. Os sintomas da doenga sdo diversificados, dependendo do hospedeiro (Smith

& Ficht, 1990).

Em 1960, um componente denominado eritritol foi encontrado na placenta de fémeas de
bovino gestantes e verificou-se que este estimulava o crescimento da B. abortus neste local.
Foi determinado que apos a infecgfo, os microrganismos se replicam no tecido da placenta,
levando & morte fetal e conseqiiente aborto provavelmente devido ao choque endotdxico

causado pela presenga destes microrganismos no local (Smith & Ficht, 1990).

A capacidade de metabolizar o eritritol é muito limitada entre os procariotos. Entretanto,
Brucella é capaz de metaboliza-lo nos testiculos, vesiculas seminais e nos produtos da
concepgdo encontrados em fémeas gestantes. Este composto estimula enormemente a
multiplicagio da bactéria principalmente devido ao fato da energia produzida pelo seu
metabolismo ser maior daquela produzida pela utilizagdo da glicose (27ATP/molécula vs
12ATP/molécula). Sendo assim o eritritol representa um potente fator de tropismo celular
fazendo com que as populagBes bacterianas tornem-se densas nestes locais podendo levar ao
choque endotdxico. A linhagem vacinal B. abortus 19 ¢é naturalmente incapaz de
metabolizar o eritritol apesar de, em algumas situagdes, ser capaz de causar aborto em
bovinos (Smith & Ficht, 1990). Em meados de 1994, foram isolados mutantes estaveis da

linhagem virulenta da B. abortus 2308 sensiveis ao eritritol, fendtipo apresentado pela
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linhagem vacinal 19. A comparagio deste mutante com esta linhagem vacinal possibilitou a
identificacdo de uma dele¢dio no cromossomo da B. abortus §19, que provavelmente €
responsavel pela sensibilidade a este componente. Esta descoberta torna facil e confiavel a
distincdo da linhagem 19-em relagdo aos demais membros do género Brucella, através da

utilizacdo da técnica de PCR (Sangari, 1996).

Finalmente, acredita-se que o microrganismo abandona o ttero apés o aborto e permanece
no ubere, onde a infecgdo se mantém até a gestagdo seguinte, tornando-se cronica. Entre os
anestros gestacionais a bactéria também pode ser encontrada nos nddulos linfaticos
associados ao Gbere, Gtero, trato digestivo, e bago. Nas demais gestagdes, ndo se observam
abortos mas o bezerro pode nascer infectado por Brucella. Em animais machos, podem ser

encontrados estes microrganismos no epididimo e testiculos (Smith & Ficht, 1990).

7. Viruiéncia

Virios componentes celulares sem divida contribuem para a sobrevivéncia e viruléncia das
espécies do género Brucella. A habilidade destas em invadir e se replicar nas células do
hospedeiro e bloquear a fusdo fagossomo/lisossomo consiste no mecanismo de viruléncia e
escape do sistema imune desenvolvido por estes microrganismos. Porém, pouco se conhece
a respeito das bases genéticas deste viruléncia. A identificagio de novos genes responsaveis
por este mecanismo ¢ fundamental para o entendimento de como estes patdgenos causam a

doenga (Ugalde, 1999).

Aparentemente, a especificidade por determinado hospedeiro pode ser resultado da
expressio diferencial de genes que contribuem para a viruléncia de cada espécie. Estas
alteragdes podem constituir respostas adaptativas s condigdes presentes em cada hospedeiro

(Smith & Ficht, 1990).

Em contraste a outros patégenos Gram-negativos, a superficie externa da Brucella ndo
possui estruturas como pili, fimbrias, nem material capsular. A membrana externa contém
apenas dois componentes identificados como fatores de viruléncia; o LPS e as proteinas de

membrana externa {OMP) (Smith & Ficht, 1990).
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O LPS é o principal componente responsavel pela morfologia das coldnias lisas ou rugosas
das diversas linhagens da Brucella. Aquelas que se apresentam lisas possuem a molécula
LPS completa, composta por dois dominios: a porgdo antigénica conhecida como antigeno-O
e a porgdo toxica conhecida como lipideo A, As linhagens rugosas possuem a molécula de
LPS incompleta, ndo apresentando o antigeno-O. Nas espécies lisas patogénicas, o antigeno-
O tem sido descrito como um importante fator de viruléncia. Esta proposi¢do baseia-se na
observacdo de que as linhagens lisas sobrevivem e replicam-se nos animais ¢ em cultura de
macrofagos de maneira mais eficiente que aquela apresentada pelas rugosas (Smith & Ficht,

1990).

As proteinas de membrana externa, OMPs, se encontram expostas na superficie celular da
Brucella, Alguns autores mostram uma suposta relagdo entre OMPs e a viruléncia destes
microrganismos, uma vez que a resposta imune protetora desencadeada nos mesmos €
diretamente contra estas proteinas. Esta prote¢io também ji foi observada em outras
bactérias Gram-negativas. Ja foram identificados trés grupos destas proteinas da Brucella,
sendo classificadas de acordo com o tamanho de cada uma. Estudos recentes mostraram que
a fagocitose estimula uma condigéo de estresse que altera a sintese de varias proteinas em
Brucella, bem como em varios outros patogenos intracelulares. Foi constatado que algumas
proteinas, entre elas OMPs, sfo expressas somente sob indugdo especifica no macrofago ou
sob alteracio de pH abaixo de 4,0, sugerindo que elas possuem um papel na resisténcia a
destruicfio intracelular no macrofago e consequentemente representam um importante fator

de patogenicidade e viruléncia da Brucella (Smith & Ficht, 1990 e Sangari, 1996).

Até o momento, ndo foi evidenciada a produgdo de toxinas no género Brucella semelhantes
aquelas produzidas pelos demais microrganismos, tais como Fibrio cholerae,
Corynebacterium diphtheriae, Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Clostridium botulinum

e C. tetani (Smith & Ficht, 1990).

Os parasitas intracelulares necessitam de mecanismos que impegam sua destruigdo pelas
células do hospedeiro. O tipo celular no qual estes microrganismos sobrevivem € muito
importante na determinagiio do mecanismo de escape que estes utilizam. As espécies do
género Brucella possuem mecanismos interessantes uma vez que sao Capazes de sobreviver
em células fagociticas e ndo-fagociticas (Smith & Ficht, 1990). Varios mecanismos tém sido

propostos como contribuintes para a sobrevivéncia da Brucella no interior de célujas
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fagociticas: 1) produgdo de enzimas que a defendem contra a destrui¢do oxidativa, 2)
produgdo de enzimas que inibem a fusfo fagossomo/lisossomo e 3) a secregdo de 5'-
guanosina monofosfato: (GMP) e adenosina, que inibem a agdo bactericida da
mieloperoxidase-H20, (Tatum e a/., 1992). Alguns autores sugerem que o eritritol, citado
anteriormente, pode constituir um fator de viruléncia, entretanto este fato ainda ¢ discutido

no meio cientifico (Smith & Ficht, 1990).
7.1. Estratégias moleculares para identificaciio de fatores de viruléncia

A compreensio dos mecanismos de patogenicidade e viruléncia de bactérias e fungos é
dependente da identificagdo e caracterizagdo de produtos génicos que estejam de algum
modo envolvidos com o progresso da infecgdo. O desenvolvimento de técnicas de biologia
molecular associado aos progressos da genética, bioquimica, fisiologia e microbiologia, ha
cerca de 20 anos, tem levado a identificaciio de varios fatores de viruléncia. Além da
identificacdio, estas novas estratégias, que baseiam-se em experimentos de estudo da
expressio e transferéncia génica, mutagdes aleatorias e dirigidas e comparagio gendmica,
possibilitam a caracterizagdo funcional destes fatores, bem como o desenvolvimento de

novos agentes antibacterianos e vacinas (Hensel er al., 1995).

Uma das técnicas baseadas em expressio génica é a “Hibridizagdo Subtrativa” RNAs
mensageiros bacterianos sdo recuperados apds infecgio de macrofagos e convertidos em
¢DNA. Em seguida, cDNAs do microrganismo crescido em meio de cultura sdo recuperados
e biotinilados, sendo utilizados posteriormente na remoc¢io dos cDNAs obtidos de bactérias
crescidas dentro dos macrofagos, provenientes de expressao constitutiva. Dessa maneira
torna-se possivel a obtengdo de um gene exclusivamente expresso durante a invasdo de
macrofagos.  Atualmente, esta técnica vem sendo utilizada na identificagio de RNAs

mensageiros induzidos apos a fagocitose por macréfagos (Plum & Clark-Curtiss, 1994).

Outra técnica baseada na expressio génica € a “in vivo Expression Technology™ (IVET).
Fragmentos de DNA genémico de um determinado patogeno sdo clonados em fase ao gene
purd, fusionado ao gene lacZ, sem o seu promotor. Linhagens bacterianas mutantes
auxotroficas para o gene purd sio transformadas com estas construgdes e utilizadas na
infeccio de camundongos. Como ndo ha disponibilidade dos compostos necessarios a

suplementacdo nutricional do mutante, os patdgenos recuperados do bago do hospedeiro que
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se apresentarem Lac+ sdo selecionados. Estes possuem as construgdes integradas no
cromossomo da bactéria onde os fragmentos de DNA clonados possuem promotores que sdo

induzidos no momento da infec¢do (Mahan ef a/., 1993).

Na tentativa de selecionar genes expressos apds a invasdo intracelular também € utilizado
um sistema de identificacdo que consiste na utilizagdo do vetor pBBRIMCS (figura 1,
anexo), contendo o gene codificador da proteina fluorescente verde (GFPuv) sem o seu
promotor. Uma biblioteca gendmica da B. suis foi construida neste vetor. Promotores da B.
suis expressos constitutivamente levam & formagéo de coldnias esverdeadas em placa apos
incubagdo de trés dias a 37°C. As colbnias que ndo apresentavam expressio do gene gfp
foram entio infectadas em macrofagos, sendo a multiplicagdo intracelular da B. suis
visualizadas por microscopia de fluorescéncia. Clones fluorescentes foram comparados
aqueles obtidos das bactérias inoculadas em meio e somente aqueles clones que
apresentaram exclusivamente a fluorescéncia em ambiente intracelular foram utilizados em
estudos posteriores. Esta técnica possibilitou a identificagdo de 12 clones. Canavessi ef al
(2000) também utilizaram este mesmo sistema em B. aborius, identificando varios genes
envolvidos em protegdo osmatica, recombinagfo sitio-especifica, metabolismo e biossintese
desta bactéria. fornecendo dados para melhor compreensdo da patogénese deste

microrganismo (Kohler ef a/., 1999 e Canavessi e/ al., 2000).

A mutagénese aleatoria, utilizando transposons in vivo e in vitro, € uma técnica que também
vem sendo utilizada na identificacio de genes envolvidos na sobrevivéncia intracelular.
Mutantes sio obtidos em cultura bacteriana e posteriormente utilizados na infecgdo de
macrofagos in vitro, permitindo a verificagdo da incapacidade de se estabelecerem dentro
destas células (Smith & Ficht, 1990). Esta técnica foi primeiramente descrita em B. abortus
em 1987, por Smith e Heffron. Em seguida, vérios autores utilizaram a mesma em seus
estudos: em 1991, Sangari e Aguero compararam trés sistemas de transposigdo em 5.
abortus, posteriormente, em 1994, estes mesmos autores descreveram as primeiras analises a
nivel molecular da sensibilidade ao eritritol da linhagem vacinal de B. abortus (S19). Lai ef
al (1990) descreveram a insergdo de varios transposons no genoma de B. abortus, analisando
principalmente a freqiiéncia de transposigdo ocorrida neste microrganismo. Com o objetivo
de analisar uma linhagem rugosa da B. abortus, que apresenta como caracteristica principal a
auséncia de antigeno-O em seu LPS, Allen e/ af (1998) e McQuiston ef al (1999), utilizaram

a técnica de mutagénese por inser¢do de transposons na produgfio de uma linhagem mutante
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conhecida como RA1. Anélises deste mutante mostraram uma reduzida sobrevivéncia em
camundongos, entretanto, no figade destes animais, estas linhagens se mantinham por mais

tempo que a linhagem vacinal RB5S1.

Qutra estratégia muito utilizada em complementagdo ou alternativamente & anterior € a
“Signature-Tagged Mutagenesis” (STM). Este meétodo combina a mutagénese aleatoria a
selecdo simultdnea de varios mutantes utilizando um unico animal. Neste processo, cada
mutante gerado pela insercdo do transposon carrega uma regiio Gnica, capaz de diferencia-
los uns dos outros. Estas regides ou etiquetas sdo fragmentos curtos de DNA, associados a
um transposon, contendo 40pb variaveis, Unica na regido central e flanqueada por duas
regides invaridveis de 20pb. Dois “pools” de mutantes sdo formados por “replica plate”, um
destes sera inoculado em meio ¢ o outro introduzido em camundongo. Apos 8 dias, as
bactérias presentes no bago dos animais sio recuperadas, seu DNA extraido, amplificado por
oligonucleotideos desenhados nas regides invaridveis e posteriormente marcados por
fluorescéncia. Este mesmo procedimento ocorre com as bactérias crescidas em meio liquido.
Os fragmentos de DNA marcados sdo entdo utilizados na “varredura” das duas placas
produzidas por “replica plate”. Aqueles clones que se mostrarem marcados pelo “pool” de
mutantes recuperados do meio liquido e ndio se mostrarem marcados pelo “pool” de mutantes
recuperados do bago de camundongos possuem sua viruléncia atenuada pois foram incapazes
de sobreviver nas células do animal (Hensel ef al, 1995). Esta abordagem vem sendo
amplamente utilizada em estudos da Brucella. Hong et al (2000) vém utilizando a técnica de
STM na identificacdo de genes envolvidos na infecgdo cronica da Brucella, Foulongne et al
(2000) identificaram genes envolvidos na sobrevivéncia intracelular e biossintese de LPS nas
linhagens lisas e finalmente, Lestrate er al (2000) utilizaram esta mesma técnica €
identificaram genes com varias fungdes como: transportadores, metabolismo de aminoacidos
e DNA, regulagiio transcricional, sintese de peptideoglicano, e outras. A identificagdo de
todos estes genes possibilita o surgimento de novas informagoes sobre as bases moleculares

da viruléneia da Brucella.

Além do uso de transposons na obtengiio de mutantes aleatorios inm vivo e in vitro, a
inativagio de um determinado gene pode ser realizada de uma maneira dirigida, através da
recombinagio homologa dupla. Inicialmente, ¢ feita a clonagem de um gene marcador,
geralmente um gene de resisténcia a algum antibidtico, no meio do gene de interesse,

interrompendo-0. As construgdes sdo inseridas em bactérias selvagens e em um segundo
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momento estes plasmideos podem se integrar no genoma destas bactérias de duas formas: 1)
recombinagdo simples, ou de apenas um ponto, e 2} recombinagdo dupla, envolvendo dois
pontos. Esta abordagem vem sendo utilizada com sucesso na construgiio de mutantes, como
por exemplo no estudo da Cu-Zn superoxido dismutase (sod(’) e htrd em B. aborius (Tatum

et al., 1992) e purls em B. melitensis (Drazek et al., 1995).

Em 1998, foi criado nos Laboratérios de Genética Celular ¢ Molecular e Imunologia das
Doengas Infecciosas da UFMG um programa com o objetivo de identificar genes envolvidos
nos processos de viruléncia e patogenicidade da B. abortys. Uma das estratégias deste
programa baseia-se no sequenciamento aleatorio de extremidades de uma biblioteca de DNA
gendbmico deste microrganismo construida em pUC12 e apresenta uma série de vantagens em
relagdo as técnicas de descoberta génica citadas anteriormente. A principal vantagem € 0O
baixo custo desta abordagem, pois baseia-se em um Gnico sequenciamento das extremidades.
Apos a geragio das seqiléncias, estas sdo submetidas a analise computacional e comparadas
com todas as sequéncias de nucleotideos e aminoacidos depositadas em banco de dados.
Esta analise permite a identificagdo, através de homologia, de possiveis genes relacionados a
viruléncia e patogenicidade de varios microrganismos. O banco de dados hoje apresenta
uma série de genes depositados, provenientes de varios organismos, desde bactérias até o
proprio homem. Até o momento 27 genomas de microrganismos ja foram totalmente

sequenciados e outros 100 ja estdo em andamento (Tabela 3, n° 1, anexo),

Recentermnente, o “National Center of Biotechnology Information”, NCBI, criou uma nova
divisio do banco de dados denominado “Genome Survey Sequence”, GSS. Esta divisdo ¢
similar aquela existente das ESTs (Etiquetas de Seqiiéncias Transcritas), diferenciando-se
destas apenas por se tratar de seqiiéncias gendmicas enquanto que na primeira S30
seqiiéncias geradas a partir de cDNA, A criag@io deste GSS foi muito importante no sentido
de aproveitar a grande produgdo de seqiiéncias geradas aleatoriamente que podem conter
informacgdes valiosas sobre o funcionamento dos organismos. Estas informages sd0
provenientes de plasmideos, cosmideos, BACs, YACs, “exontrapping” ou de seqiiéncias

Alu-PCR (Tabela 3, n° 2).

Através desta abordagem, foram geradas 100 GSS da B. abortus pelos grupos dos

laboratorios de Genética Celular e Molecular e Imunologia das Doengas Infecciosas,
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seqiiéncias estas que permitiram a identificagdo de varios genes (11) que apresentam alta
similaridade a genes implicados em viruléncia deste microrganismo. O gene vacB € um dos
genes identificados por este programa (Miyoshi, 2000). Este codifica, em L. coli e S
flexneri, uma RnaseR e estd intimamente envolvida na regulagdo da expressdo génica de
fatores de viruléncia. Um segundo gene identificado pelo programa, gene exs4, € parte do
presente trabalho. Até o momento ja existem quase 2000 GSS da B. abortus depositadas em

banco de dados.

Em setembro de 2000, foi apresentado no Congresso de Brucelose na Franga o
sequenciamento total do genoma da B. melitensis 16M (Del Vecchio e/ al., 2000). Este
avango permitira uma melhor compreensdio dos mecanismos de viruléncia e patogenicidade
utilizados por Brucella através da analise de seus genes. O conhecimento completo das
informacdes genéticas de um organismo permite uma identificagio de genes candidatos a
vacinas envolvidos em viruléncia bem como aqueles que podem ser utilizados em

diagnostico (Weinstock, 2000).
7.2. Genes da Brucella envolvidos em sua viruléncia

Varios genes tém sido identificados em Brucella como supostamente envolvidos nos seus
mecanismos de viruléncia. Porém, é importante considerar que o verdadeiro resultado para
determinar se um gene constitui um fator de viruléncia é obtido através de estudos in vivo
realizados com a linhagem mutante em animais experimentais e hospedeiros naturais (Smith

& Ficht, 1990).

As principais proteinas de choque térmico da Brucella, como GroEL e DnaK, tém sido
reportadas como altamente imunogénicas. Esta alta imunogenicidade pode estar relacionada
com o aumento da sintese desta proteina dentro do macréfago, onde a bactéria sobrevive € se
multiplica, devido aos varios estresses a que a bactéria ¢ exposta, tais como elevacio da
temperatura, estresse acido e oxidativo (Cloeckaert e/ af., 1996). Em mutantes da B. suis
para o gene dnaK foi observada uma grande sensibilidade & acidez além de uma reduzida
multiplica¢gdo em macrofagos, sugerindo o envolvimento desta enzima no mecanismo de

viruléncia da Brucella (Kohler et al,, 1996).
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A proteina HtrA (high-temperature-requiremente A) estd envolvida na degradagiio de
proteinas que sofreram danos oxidativos funcionando como uma proteina de resposta a
condicdes de estresse celular. Patdgenos intracelulares, inclusive Brucella, normalmente
expressam estas proteinas de resposta ao estresse quando presentes no ambiente intracelular.
Supde-se que estas proteinas desempenham papel principal na adaptagdo fisiologica da
bactéria no ambiente hostil existente no fagossomo. A proteina HtrA de Salmonella
typhimurium esta envolvida na viruléncia desta bactéria. Mutantes B. abortus hird sdo
incapazes de crescer em meio sdlido a 40°C e possuem uma maior sensibilidade a agdo de
agentes oxidativos como HyO, e Oz-. Estes estudos mostraram que existe uma atenuagéo
transitoria destes mutantes atrd da B. abortus. Entretanto, as bases genéticas que explicam

esta atenuagio ainda permanecem desconhecidas (Sangari, 1996).

Os macrafagos possuem a capacidade de converter o oxigénio em metabélitos bactericidas,
inclusive intermediarios toxicos do oxigénio como peroxido de hidrogénio (H,O2) e &nions
superoxido (0,-). A sobrevivéncia dos microrganismos depende da possibilidade destes
conseguirem se manter nestes ambientes. A catalase, enzima produzida pelas espécies do
género Rrucella, consiste em um mecanismo de defesa destes microrganismos permitindo
sua sobrevivéncia no ambiente hostil que existe nos fagocitos. Ela atua protegendo a
Brucella contra os intermediarios tdxicos do oxigénio, HyO, por exemplo, liberados pelos
macrofagos durante a fagocitose. Linhagens altamente virulentas apresentam alta atividade
da catalase enquanto que linhagens pouco virulentas apresentam baixa atividade da mesma.
Este fato mostra o possivel envolvimento desta enzima na viruléncia da Brucella.  Além
disso, a localizacdo periplasmatica da catalase implica no seu envolvimento na defesa da
bactéria contra o HyO, exdgeno, que constitui um dos compostos mais toxicos para as
células. Estudos realizados com mutantes da linhagem 2308 que ndo produziam catalase
mostraram que esta enzima desempenha um papel importante na sobrevivéncia da Brucella

nos macrofagos nos estagios iniciais da infecgdo (Sangari, 1996).

Tatum ef a/ (1992) construiram mutantes das linhagens 2308 e 19 da B. abortus do gene que
codifica a Cu-Zn superéxido dismutase (sod(’). Esta enzima também estd envolvida na
protecio das bactérias contra agentes toxicos produzidos pelos macrofagos pois os converte
a oxigénio (02). A sobrevivéncia e replicagio destes mutantes em macrofagos foi

semelhante aquela observada nas linhagens selvagens. Entretanto, em camundongos
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‘nfectados com linhagens mutantes, um menor numero de bactérias foi recuperado em
comparagio aqueles infectados com as linhagens selvagens, sugerindo assim o envolvimento

desta enzima oxidativa na sobrevivéncia e patogenicidade da B. ahortus it vivo.

recA é um gene envolvido em varias fungdes no metabolismo do DNA bacteriano, inclusive
no reparo dos danos produzidos no mesmo por produtos oxidativos do macrofago.
Rearranjos genéticos mediados pela proteina RecA podem aumentar potencialmente a
viruléncia do patdgeno ou habiliti-lo a escapar da defesa do hospedeiro, especialmente em
um microambiente onde danos ac DNA ocorrem (Sangari, 1996). Com o objetivo de
determinar se 0 gene recA desempenha papel importante na viruléncia da B. abortus, Tatum
el al (1993) construiram um mutante para este gene na linhagem 2308, utilizando
recombinacdo homologa dupla. Quando introduzido intraperitonealmente em camundongos,
foi identificada persisténcia do mutante rec4 100 dias apés a infecgfio, semelhante aquela
observada na linhagem selvagem, indicando que este gene ndo € essencial & sobrevivéncia da

B. abortus.

Drazek et ol (1995), mostraram que o mutante para o gene purly de B. melitensis, gene este
que codifica a proteina 5'phosphoribosyl-5-amino-4-imidazolle carboxilase envolvida na
sintese de purinas, apresentou reduzida capacidade de replicagdo em macréfagos humanos.
Estudos mostraram que um dos mecanismos pelo qual Brucella inlbe a fusdo
fagossomo/lisossomo ¢ através da produgdo de purinas, sendo assim, este gene purkl, estd

diretamente envolvido nos processos de viruléncia e patogenicidade deste microrganismo.

O polissacarideo B (cyclic B (1-2) glucan) é produzido por varios membros da subclasse a2
da classe Proteobacteria, como Rhizobium e Agrobacterium, sendo localizado no espago
periplasmatico destes microrganismos. Mutantes de Agrobacterium ¢ Rhizobium defectivos
na producdio deste polissacarideo sdo incapazes de invadir os seus hospedeiros, o que
demonstra a sua relacio na viruléncia dos mesmos. Recentemente, fot clonado um gene da
B. abortus, cgs (P (1-2) cyclic glucan synthetase) por lannino ef af (1998), que
provavelmente esta envolvido na sintese deste polissacarideo. Este gene constitui uma
proteina integral de membrana interna e estudos sugerem que este esta envolvido também no

transporte de proteinas para os espagos periplasmatico e extracelular da célula. Mutantes da
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Brucella para o gene ¢gs mostraram reduzida viruléncia em camundongos, sugerindo que o
polissacarideo B ou algu.ma outra fun¢do do gene cgy ainda nfo identificada, fornecem a
bactéria uma vantagem para a sua sobrevivéncia no hospedeiro. A redugdo na viruléncia, a
baixa produgdo de anticorpos contra LPS e a capacidade de conferir imunidade apresentadas
pelos mutantes cgs, sugerem que o mesmo constitui um candidato a vacina humana contra a

brucelose (Ugalde, 1999).

8. Transportadores ABC (ATP-binding cassette)

Todos os compartimentos celulares e subcelulares sdo separados do meio externo por
membranas lipidicas. A sobrevivéncia celular requer uma passagem regulada e seletiva de
moléculas especificas através destas membranas, tanto na assimilagdo de nutrientes quanto
na excrecdio de varios produtos. A importincia do transporte através de membranas €
exemplificada pelo fato de terem sido identificados 57 e 78 proteinas responsaveis por este
tipo de transporte em £. coli e Bacillus subtilis respectivamente, correspondendo a 5% do
genoma destes microrganismos (Higgins, 1992, Young & Holland, 1999; Braibant ef al.,

2000).

Nos ultimos anos o sequenciamento completo de varios organismos tem possibilitado a
reconstrucfio e analise de vias bioquimicas utilizadas pelos mesmos, especialmente o
transporte, sintese e degradagdo de compostos bioquimicos.  Através de estudos
comparativos, pode-se inferir sobre o transporte e a capacidade metabdlica de varios
organismos, estabelecendo evolutivamente as relages destes com o ambiente em que vivem

(Tomii & Kanehisa, 1998).

A patogenia da Brucella esta intimamente ligada as suas interagdes com as células
hospedeiras. Estas interagdes entre patdgenos e seus hospedeiros incluem ndo somente o
contato direto entre células e bactérias, como também a assimilagdo e excrecdo de
compornentes entre os mesmos, atividade esta que ¢ facilitada por transportadores (Ko &

Splitter, 2000).

Transportadores ABC (ATP-binding cassette) constituem um dos sistemas de transporte

ativo celular, amplamente distribuidos pelos organismos, estando presentes em

kel
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archaebacteria, eubacteria e eucariotos. Estes transportadores sdo parte de uma superfamilia
de permeases que transportam vérias moléculas (ions, aminoacidos, peptideos, antibioticos,
polissacarideos, proteinas, letc) através da membrana citoplasmatica com especificidade por
determinado substrato. Os- transportadores ABC utilizam a energia produzida pela hidrolise
do ATP no transporte contra um gradiente de concentragao para o exterior ou interior da

célula (Braibant ef al., 2000; Ko & Splitter, 2000).

Estes transportadores sdo também conhecidos como “periplasmic” ou “binding protein-
dependent transport systems” devido & existéncia de um receptor periplasmico existente
nestes transportadores que os distinguem de outros tipos de transportadores bacterianos.
Entretanto, esta classificagdo € impropria para a superfamilia como um todo devido ao fato
de varios transportadores ABC ndo estarem associados a um componente periplasmico

(Higgins, 1992).

Os transportadores ABC consistem de quatro dominios associados & membrana. Dois deles
sio altamente hidrofdbicos, constituindo dominios transmembranicos (MSDs: “membrane
spaning domain”).  Os demais constituem dois dominios citoplasmaticos (NBDs:
“cytoplasmic nucleotide binding domain”) localizados na periferia da face citoplasmatica da
membrana, Os transportadores estdo normalmente associados com alta afinidade a uma
proteina extracitoplasmatica de ligagdo ao substrato (SBP). Acredita-se que os MSDs sao
responsaveis pela especificidade de cada transportador (Higgins, 1992 ¢ Braibant ef al.,

2000).

Em varios transportadores ABC bacterianos, estes quatro dominios diferentes sdo expressos
como polipeptideos independentes, codificados por genes organizados em operons, ou pelo
menos organizados em “clusters™. Nos eucariotos, transportadores ABC séo normalmente
codificados por um unico gene. Entretanto, hi casos em que estes transportadores
bacterianos sio codificados por apenas um unico gene, assim como observado em eucariotos

(Braibant ef /., 2000).

Estas proteinas séo classificadas como importadores ou exportadores dependendo da direcdo
de translocaciio de seu substrato. Importadores 540 encontrados apenas em procariotos €
estio envolvidos na assimilagdo de moléculas extracelulares. Exportadores sao encontrados

tanto em procariofos quanto em eucariotos, sendo que estes sa0 responsaveis pela exportagdo
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de varias moléculas do citoplasma. Os exportadores procarioticos inctuem transportadores
de proteinas, peptideos, drogas, antibidticos ou polissacarideos. Alguns destes requerem
proteinas adicionais responsaveis pela conexd@o entre proteinas de membranas externa e
interna. Na figura 2 pode-se observar a estrutura dos transportadores de procariotos (Fath &

Kolter, 1993; Braibant ef a/., 2000).

Bactérias Gram-negativas

Importadores Exportadores

Membrana Externa

Espaco
Periplasmatico A

Membrana
Citoplasmatica

Citoplasma

Figura 2: Organiza¢do dos transportadores ABC.  Importadores e exportadores,
dependendo da dire¢do de translocagdo de seus substratos (indicados por setas). O
protétipo procariotico é composio de dois dominios transmembrdanicos (MSDs), e dois
dominios citoplasmaticos (NBDs). SBP indica a presenga de uma profeina de ligagdo ao
substrato, normalmente presente nos importadores (figura adaptada de Braibani et al.,

2000).
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Os dominios citoplasmaticos, NBDs, dos transportadores ABC se ligam as moléculas de
ATP desencadeando a hidrolise destas levando ao inicio do processo de transporte. Estes
sio os dominios mais conservados destas proteinas, apresentando cerca de 30 a 40% de
homologia. Estes dominios possuem algumas seqiiéncias presentes em todos 0s organismos:
motivos Walker A e B e “ABC signature”, presente entre os dois primeiros. Aparentemente,
todos os trés constituem motivos de ligacdo a ATP. Recentemente, foi descrito outro
motivo, encontrado apds Walker B, composto de seis aminodcidos sendo, aparentemente,

essencial ao processo de transporte de varios transportadores ABC (Braibant ef a/., 2000).

Os dominios transmembranicos, MSDs, consistem de quatro a oito a-hélices que atravessam
a membrana formando um canal que permite a translocagdo do substrato através da mesma.
Estes dominios sdio menos conservados em comparacdo aos NBDs, mas alguns deles
apresentam algumas caracteristicas em comum. O “EAA-loop” esta presente entre as o-
hélices, constituindo provavelmente o sitio de interacio entre MSDs e NBDs. Entretanto,
este ndo se encontra presente em todos os transportadores ABC. Um segundo motivo
presente nestes dominios € responsavel pela exporta¢do de drogas e carboidratos de uma
subfamilia de transportadores ABC bacterianos, denominado proteina de membrana integral
do sistema de transporte do tipo ABC-2. Finalmente, as proteinas de ligagdo ao substrato,
SBPs, apresentam-se pouco conservadas em relacio aos dois dominios citados anteriormente

(Braibant ez alf., 2000).

Os transportadores ABC bacterianos sdo muito importantes e podem estar relacionados aos
mecanismos de viruléncia destes microrganismos. Este envolvimento existe uma vez que
estes transportadores s3o responsaveis pela assimilagdo de varios nutrientes essenciais ¢
também realizam a exportagdo de drogas bem como fatores de viruléncia, como por exemplo

polissacarideos (Braibant ef /.. 2000).

Em 1998 foi realizado um estudo com transportadores ABC de sete organismos diferentes:
estes sdo representantes de bactérias Gram-negativas, Gram-positivas, cyanobacteria e
archaeabacteria (Tomii & Kanehisa, 1998). Estes transportadores foram entfo classificados
em 25 grupos ortologos, permitindo-se reconhecer a especificidade por determinado
substrato de cada transportador. Entre estes grupos, os mais importantes sio aqueles

envolvidos nos mecanismos de viruléncia que os microrganismos utidizam, como por



Tutroduedo y

exemplo os responsaveis pelo transporte de drogas e polissacarideos. O grupo ortdlogo 6
inclui transportadores de toxinas RTX e transportadores do “cyclic -1-2 glucan” tambem
conhecido como poiissac:‘arideo B. As toxinas RTX sdo fatores de viruléncia em muitas
bactérias patogénicas, sendo que seus mutantes frequentemente apresentam fenotipo
atenuado. O polissacarideo esta envolvido na osmoregulagdo bem como nas interagdes entre
bactérias patogénicas e seus hospedeiros, como a simbiose e tumorigénese de Rhizobiaceae.
Sendo assim, a possibilidade de transportadores ABC classificados no grupo ortologo 6
estarem envolvidos em patogénese bacteriana € maior que em qualquer outro grupo de

ortologos dos mesmos (Ko & Splitter, 2000).

Estudos com varias proteinas ABC de 4. fumefaciens mostraram que estas estdo envolvidas
em processos de invasdo e viruléncia celular uma vez que os mutantes para estes
transportadores foram incapazes de transportar um componente essencial a invasdo destes

microrganismos em seu hospedeiro (Matthysse ef al., 1996).

O gene exsd de R. meliloti codifica um  transportador ABC, provavelmente envolvido no
transporte de um polissacarideo para o exterior da célula, conhecido como polissacarideo
extracelular ou succinoglicano (EPS 1). Este gene, quando mutado, torna o microrganismo
incapaz de transportar normalmente o polissacarideo dificultando o processo de invaséo do
mesmo. Este processo so nio é totalmente abolido em mutantes para o gene exsA devido ao
fato de existir outro transportador ABC, codificado pelo gene ndvd, que substitui a fungio

do gene exsA (Becker ef al., 1995).
8.1. Polissacarideos

Analises moleculares tém revelado que o estabelecimento do contato entre patdgenos e seus
hospedeiros depende de uma troca de moléculas sinalizadoras entre os mesmos. Existem
varias moléculas envolvidas neste contato e nos mecanismos de viruléncia, sendo que a
principal sio os polissacaridens. A classe Profeobacteric possui varios tipos de
polissacarideos envolvidos nos processos de invasdo e viruléncia: polissacarideo extracelular
ou succinoglicano (EPS 1), “cyclic -1-2 glucan™ ou polissacarideo B e lipopolissacarideo

(LPS) (Gonzélez et al., 1996). A biossintese e o transporte destes polissacarideos para o
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exterior das células pode ser realizado pelo sistema de transporte ABC, citado anteriormente

(Vizeaino et al., 1999).

O polissacaridec B € produzido por Rhizobium e Agrobacterium e se localiza no espago
periplasmatico destes microrganismos. Mutantes destas bactérias defectivos na produgao
deste tipo de polissacarideo sdo incapazes de invadir e manter uma intera¢o normal com

seus hospedeiros, mostrando-se avirulentos (Ugalde, 1999).

O LPS, discutido anteriormente no presente trabalho, é um importante componente da
membrana externa de varias bactérias Gram-negativas. Estudos tém demonstrado que a
auséncia do antigeno O, componente do LPS, faz com que os microrganismos se tornem

mais sensiveis 4 a¢dio do sistema imune do seu hospedeiro (Ugalde e/ a/., 2000).

O succinoglicano ou EPS I, também produzido por Rhizobium e Agrobacterium, ¢ um
polimero extracelular originado de agucares citoplasmaticos, composto de um residuo de
galactose e sete de glicose, apresentando modificages pela adi¢do de radicais acetato,
succinato e piruvato. O processo de biossintese do mesmo envolve interessantes
mecanismos de reunido, polimerizagio e exportagdo. O EPS [ pode ser separado em duas
fragGes: HMW (alto peso molecular) e LMW (baixo peso molecular) (Gonzalez ef al., 1996).
Sugere-se que o ancestral comum da classe Profeobacteria possuia este polissacarideo,
mostrando a possibilidade de todos os membros desta classe serem capazes de produzir esta

molécula (Leigh & Walker, 1994 ¢ Vizcaino ef al., 1999).

Rhizobium pertence a classe Proteobacteria e compartilha varios genes que desempenham as
mesmas fungdes em Brucella (genes exoB e gualli, por exemplo). Estes microrganismos
fixam nitrogénioc em associagdo simbidtica as plantas leguminosas.  Durante ©
estabelecimento desta simbiose, a bactéria induz a formagio de nodulos nas plantas, invade
estes nodulos, se protege com formagdo de uma capa de origem membranosa produzida pela
propria planta e se dispersa pelo interior da mesma. Varios estudos comprovam que
exopolissacarideos produzidos por Rhizobium desempenham papel especifico no
desenvolvimento desta associagdo dos mesmos com seus hospedeiros. Acredita-se que o
EPS 1 estda envolvido principalmente neste processo de invasio uma vez que mutantes
incapazes de produzir esta molécula n3o conseguem invadir seu hospedeiro.  Este

polissacarideo também ¢ produzido por Agrobacterium, entretanto sua fun¢@o nestes
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microrganismos ainda € desconhecida {Reuber er a/., 1991, Reuber & Walker, 1993;

Gonzalez et al., 1996).

Supde-se que o EPS I desempenha uma fungdo estrutural, beneficiando a adesdo de
Rhizobium as raizes, aumentando a aquisi¢do de nutrientes e/ou promovendo prote¢@o contra
estresse causado pelo meio. Alternativamente, o EPS I pode atuar como uma molécula
sinalizadora, desencadeando o desenvolvimento de uma resposta na planta ou regulando a

mesma (Becker ef af., 1995 e Gonzalez et al., 1996).

Vizcaino el al (1999), levantaram a possibilidade da Arucella produzir um tipo de
polissacarideo ainda ndo identificado, devido ao fato da regifio presente em outras espécies
da Brucella mas que se apresenta deletada em B. aborfus, apresentar varios genes
supostamente envolvidos na sintese e/ou transporte de polissacarideos. O LPS da Brucella,
bem como o EPS de outros microrganismos sdo considerados fatores de viruléncia
bacterianos como citado anteriormente. A identificacdo de um novo polissacarideo em
Brucella é muito importante ¢ interessante pois possibilitarda um melhor entendimento nas
diferencas de patogenicidade e preferéncia por hospedeitro observada entre as espécies deste

género.

9. Repressio catabolica

A repressdo catabolica (CR) é um mecanismo regulatorio no qual a sintese de varios
sistemas de enzimas envolvidas neste processo ¢ inibida na presenca de fontes de carbono
rapidamente metabolizadas, tais como glicose, sucrose e manitol. Esta repressdo influencia
diversos aspectos da fisiologia celular em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A
expressio de varios fatores de viruléncia em varias bactérias patogénicas e ©
desenvolvimento de processos de inicializagiio de esporulagiio em Bacillus sio controlados
pela CR. Entretanto, os mecanismos primarios mediadores deste processo em bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas sdo bem diferentes (Chauvaux, 1996, Behari &

Youngman, 1998).

A CR em bactérias Gram-negativas, como /.. coli, vem fornecendo informagdes para um
melhor entendimento da regulaciio da sintese de varias enzimas catabolicas envolvidas neste

processo. O mecanismo da CR nestas bactérias envolve uma proteina de ativagdo catabolica
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(CAP) e seu ligante regulador, AMP ciclico. Este mecanismo nestas bactérias ¢ bem

conhecido (Jones et al., 1997, Behari & Youngman, 1998).

Em bactérias Gram-positivas o mecanismo de repressio é bem diferente daquele conhecido
das demais bactérias. Em contraste a estas (ltimas, nas Gram-positivas, a CR ¢ controlada
negativamente e ndo ha presenga de produgio de AMP ciclico (Egeter & Bruckner, 1996;

Behari & Youngman, 1998).

Os genes envolvidos na CR de B. subtilis, por exemplo, sdo controlados por mais de um
mecanismo de regulagio. Um destes mecanismos é mediado por dois fatores negativos de
transcricdo, a proteina CcpA (catabolite control protein), uma proteina de liga¢io ao DNA,
membro de uma familia de reguladores transcricionais, e a proteina HPr que consiste em um
sinal de transdug:e”xo. Esta ultima interage com CcpA, aumentando sua especificidade. Um
terceiro elemento estd envolvido neste mecanismo e consiste em uma seqiiéncia designada
cre (catabolite-responsive element), representando a seqiéncia de DNA onde a proteina
CcpA se liga, sendo essencial & CR de varios genes. Em varias bactérias Gram-positivas
com baixo contelido de GC, sequéncias cre estdo presentes nas regides promotoras ou
proximo a estas na maioria dos genes controlados por este processo. Aparentemente, este
tipo de mecanismo regulatorio se encontra presente em todas estas bactérias Gram-positivas
que possuem esta caracteristica em sua seqiéncia de DNA (Chauvaux, 1996; Egeter &

Bruckner, 1996; Behart & Youngman, 1998).

HPr é uma proteina fosfocarreadora que pode ser fosforilada em dois locais: no residuo
catalitico de histidina 15 e no residuo regulatorio de serina 46. As interagdes entre CcpA e
HPr envolvem fosforilagdo desta Gltima no residuo regulatorio de serina 46 (Chauvaux,

1996).

Analises de varios autores permitiram a determinacio do mecanismo de repressdo catabdlica
através da proteina CcpA: a glicose ou outro carboidrato de rapida metabolizagdo geram
intermediarios metabolicos da via glicolitica que por sua vez ativam uma enzima quinase
(“ATP-dependent HPr Kinase™) que provoca a fosforilagdo da proteina HPr no residuo de
serina 46. [Esta proteina HPr fosforilada (HPr ser-P) interage com a proteina CcpA
favorecendo a ligag@o ao elemento cre. E esta ligagdo a este elemento que bloqueia o inicio

da transcrigdo neste local. A intera¢do entre o elemento cre e a proteina CepA foi
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contirmada por varios autores, entretanto ainda nfio se sabe exatamente se esta interagdo
ocorTe somente com a proteina CepA ou se ocorre com o complexo formado pelas proteinas

CcpA e Hpr (Chauvaux, 1996; Behari & Youngman, 1998).

A mutacdo no gene ccpA tem como conseqiiéneia um efeito pleiotropico no crescimento
celular e na regulacdo enzimatica de varios organismos, indicando o importante papel que
CcpA desempenha na CR dos mesmos. Apesar do controle catabdlico mediado por CepA-
HPr se mostrar uma importante via de regulagéo, varias evidéncias sugerem que este nfo € o
tnico mecanismo responsavel pela CR em 5. subiilis e outras bactérias Gram-positivas com
baixo conteido de GC. Recentemente, foi mostrade em Sirepfococcus mutans que a
mutacdo do gene regh, homdlogo ao gene ccpA, ndo tem nenhum efeito sob varias enzimas

envolvidas na CR deste microrganismo (Behari & Youngman, 1998).

Em Listeria monocylogenes varios aglcares sfo responsaveis pela regulagiio de genes de
viruléncia. PrfA é uma proteina regulatoria positiva determinante de viruléncia neste
microrganismo. A regulagio destes genes pelos aglcares representa um controle catabélico
e provavelmente ocorre através da modificagdo da atividade de PrfA. Este fato esta de
acordo com a observagio de que mutagBes nesta proteina resultam na expresséo desregulada
do gene Aly, o qual codifica o fator de viruléncia hemolisina, na presenga de agticares e
outros fatores ambientais. Entretanto, mutagdes no gene ccpd sugerem que a proteina
codificada por este gene ndo € responsavel pela regulacdo de hly, sugerindo que outros
fatores ainda ndo identificados estdo envolvidos na regulaciio de genes de viruléncia de L.

monocylogenes na presencga de agiicares (Behari & Youngman, 1998).
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Justificativa e Objetivos

As doencas infecciosas constituem importante causa de mortes na historia da humanidade.
A identificacdo de fatores de viruléncia, através da utilizagio de novas tecnologias
desenvolvidas nos (ltimos anos, tém sido crucial para melhor compreensio dos mecanismos
de interaciio e sobrevivéncia utilizados pelos microrganismos patogénicos, bem como sua

capacidade de causar danos ao hospedeiro.

A brucelose, doenca causada por espécies do género Brucella, é uma zoonose responsavel
por grandes perdas socio-econdmicas, afetando gravemente homens e animais. Brucella séo
bactérias Gram-negativas, intracelulares facultativas que podem sobreviver em células
fagociticas bem como em células ndo fagociticas. Os mecanismos de invasdo e
sobrevivéncia em varios organismos modelo ja sdo bem conhecidos, entretanto, em Brucella,

estes eventos comecaram a ser desvendados nos tltimos anos desta década.

Atualmente nfio existe uma vacina eficaz ao controle da brucelose humana. Entretanto, no
controle da brucelose animal, ha uma vacina constituida de uma linhagem viva atenuada da
bactéria que apresenta trés grandes desvantagens: (i) esta preparagio com a bactéria viva
pode causar aborto quando administrada em fémeas gestantes; (ii) € uma linhagem
patogénica para humanos; (iii) esta vacina induz produgdio de anticorpos em animais
imunizados, interferindo no diagnostico de populagdes infectadas. Desta forma, torna-se
necessario o desenvolvimento de uma vacina efetiva e segura para o controle desta

enfermidade.

As vacinas vivas atenuadas apresentam vantagens em relagfio a outros tipos de vacinas por
serem capazes de induzir uma excelente imunidade. A identificagio de novos genes
envolvidos na viruléncia da B. abortus pode permitir a obtengdo de um candidato a vacina
viva, além de contribuir para uma melhor compreensio dos mecanismos de viruléncia
utilizados por este microrganismo. Sendo assim, com o objetivo de identificar genes desta
bactéria envolvidos nestes processos foi utilizado no presente trabalho um programa de
identificagio génica. As seqiiéncias geradas podem ser depositadas na nova divisdo do

banco de dados do “National Center of Biotechnology Institut”, NCBI, denominado
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“Genome Survey Sequence” (GSS). Esta é destinada exclusivamente a seqiiéncias geradas a

partir de programas semelhantes a estes.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo o isolamento, a identifica¢do e a
caracterizacio molecular do clone 64, que possui os genes exsA e cepA da B. abortus, atraveés
da elaboracdo de um mapa de restrigdo, determina¢fio e analise de sua estrutura primaéria,
além de analises de motivos protéicos, modelagem das estruturas secundaria e terciaria,
analise do perfil de hidropatia e verificagdo do namero de copias do gene exs4 no genoma da

B. abortus.
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Material e Métodos

1. Isolamento do clone 64

1.1. Linhagens bacterianas utilizadas

As linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho foram:

B. abortus 2308 e B. abortus S19. Todas foram fornecidas pelo Dr. JM. Verger do
laboratorio de Patologia Infeciosa do Instituto Nacional de Pesquisa Agrondmica, Nouzilly,
Franca.

E. coli DH5a (F ¢80dlacZAMI15 A(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl
hsdR 17(r- myt) phoA supE44 N thi-1 gyrA96 relAl)

1.2. Meios de cultura

Para o cultivo das linhagens de B. abortus foi utilizado o meio de cultura “Brucella Broth”
(BB) (DIFCO) e para F. coli, os meios Luria Bertani (LB) (DIFCO), SOB e SOC (GIBCO
BRL). Estes meios foram suplementados com 1,5% de agar bacterioldgico para cultura em

meio solido.

1.3. Biblioteca gendmica da B. abortus

A biblioteca genémica utilizada foi construida no laboratdrio do Prof. Sérgio Costa Oliveira
(ICB/UFMG), a partir da digestdo parcial do DNA gendémico de B. aborfus 2308, com a
enzima Clal (GIBCO BRL). Os fragmentos que possuiam 4Kb, em média, foram clonados
no sitio Accl do vetor pUC12 (figura 3) (Vieira & Messing, 1982).

1.4. Obtenciio de bactérias eletrocompetentes e eletrotransformacio

Uma colénia de £. coli DH5¢. foi inoculada em 10 ml de meio SOB e incubada durante 18
horas a 37°C sob agitaciio de 200 rpm. Uma aliquota de 5 ml desta cultura foi diluida em
500ml do mesmo meio e incubada, sob as mesmas condigdes, até que a DOggg 0.2-0.25 fosse

alcangada. A cultura foi entdo transferida para um banho de gelo durante 30 minutos e em
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seguida centrifugada durante 20 minutos a 8000 rpm a 4°C (centrifuga Sorvall T21, rotor
§L.250). Em seguida o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 200 ml
de glicerol 10% gelado ¢ estéril e submetido as mesmas condigdes. A suspensio bacteriana
foi novamente centrifugada sob as mesmas condigdes e o precipitado ressuspendido em 200
ml de glicerol 10% gelado e estéril. Este passo foi repetido uma vez e o precipitado foi
ressuspendido em 100 ml de glicerol 10% gelado e estéril. Finalmente, ressuspendeu-se o
precipitado em 2 ml de glicerol 10% gelado e estéril e aliquotas de 50 pl da suspensio
bacteriana foram congeladas, utilizando-se uma mistura de gelo seco e metanol, sendo estas

estocadas a -70°C.

Para analise da eficiéncia de transformacdo, tubos com células eletrocompetentes,
congeladas a -70°C, foram colocadas no gelo durante cinco minutos. Em seguida adicionou-
se, em dois tubos de células, 1 ¢ 10 ng de pUCI18, respectivamente, sendo estas misturas
transferidas para cubetas de eletroporagdo, previamente resfriadas. Ambas amostras foram
submetidas a um pulso de 2.5 Volts, capacitincia 25 pUFD e resisténcia de 200 Q. Apos o
choque, foi acrescentado 950ml de meio SOC a cada cubeta. A mistura foi transferida para
um tubo de 2ml e incubada a 37°C durante 1 hora. Diluigdes de 107, 107, 10™ foram
semeadas em meio LB agar suplementado com ampicilina (100pg/ml), X GAL (40ug/ml) e
IPTG (0,04mM) e incubadas a 37°C durante 18 horas. Obteve-se 8,7 x 10° unidades

formadoras de coldnia (UFC) por micrograma de DNA.
1.5. Extraciio e dosagem do DNA plasmidiano

As colbnias bacterianas que possuiam o fendtipo indicativo da presenga de inserto foram
inoculadas em 5 ml de meio LB suplementado com ampicilina (100pg/ml) e os inodculos
foram incubados durante 18 horas. Em seguida, o DNA plasmidiano foi extraido pelo
método de lise alcalina (Birnboim & Doly, 1979), utilizando-se o “Kit” comercial Wizard™
Plus SV MiniPrep (Promega). Trés mililitros da cultura bacteriana foi centrifugado, o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido em 250ul de solugdo 1 (Tri-HCI,
50mM pH 7.5, EDTA, 10mM; RNase A 100ug/ml). Apds cinco minutos, foi acrescentado
250ul de solugdo II (NaOH, 0,2M; SDS, 1%) e homogeneizada por inversdo até que a
mistura ficasse translicida. Adicionou-se entfo 350ul de solugdo IfI (KOAc, 0,759M; 4cido

acético glacial, 2,12M pH 4.2) e o produto foi incubado durante cinco minutos a temperatura
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ambiente. Em seguida, foi realizada uma centrifugagdo de 10 minutos a 13000 rpm e o
sobrenadante transferido para uma coluna do “Kit” e centrifugado durante 1 minuto. A
coluna foi lavada com 1ml de uma solugdo contendo 60mM de NaOAc, 10mM de Tri-HCI
pH 7.5; etanol 60% e o' DNA plasmidiano foi eluido em 50l de tampdo TE (Tris-HCI 10
mM pH 7.2, EDTA 1 mM).

Cinco microlitros do DNA plasmidiano, acrescentado de tampdo de amostra (azul de
bromofenol 0.5%, glicerol 25%), foi depositado em gel de agarose diluido 1% em tampdo
TAE 1X (Tris base 40mM pH 7.2, NaOAc 20mM, EDTA 1mM). A corrida eletroforética
foi efetuada a 100 Volts durante 60 minutos em uma cuba horizontal. A quantificagiio do
DNA das amostras foi estimada comparando-se com a intensidade do DNA de fago lambda

(Stratagene) na concentragéo de 55ng/pil.

1.6. Sequenciamento

As reagdes de sequenciamento foram feitas pelo método de terminagido da cadeia de DNA
(Sanger et al., 1977). Foram utilizados iniciadores fluorescentes ¢ uma DNA polimerase
termoresistente seguindo as instrugdes do “Kit Thermo Sequenase fluorescent labelled
primer cycle sequencing with 7-deaza-dGTP” (Amersham Pharmacia Biotech). Os
iniciadores fluorescentes utilizados foram : M13 (-40, Forward) 5° GTT TTC CCA GTC
ACG AC 3" e M13 (Reverse) 5° CAG GAA ACA GCT ATG AC 3,

O sequenciamento ciclico, baseado na reagio em cadeia da polimerase (PCR), foi realizado

em um termociclador (Mini-cycler ™

, MJ Research). Dois programas foram utilizados. O
primeiro com o iniciador M13 (-40, Forward) cujas condi¢des foram: 95°C - cinco minutos/
25 ciclos de 95°C - T minuto. 50°C - 36 segundos. 72°C - 1 minuto e 24 segundos/ 72°C - 8
minutos. O segundo com o iniciador M13 (Reverse), seguindo as mesmas condi¢des, com

excecdo da alteragdo da temperatura de anelamento que fol alterada para 55°C.

Os produtos do sequenciamento foram submetidos a eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida a 6% e 8M de uréia em um sequenciador automatico de DNA (A.L.F.-
Automatic Laser Fluorescent Sequencer, Pharmacia Biotech), a 1500Volts, 4SmAmper, 34

Watts e 45°C durante 12 horas. Os resultados do sequenciamento foram armazenados sob a
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forma de cromatogramas e processados automaticamente pelo aparetho, utilizando o
programa ALFwin Sequence Analyser 2.0 (Amersham Pharmacia Biotech). As sequéncias
foram editadas para eliminagio de regides indesejaveis do vetor, ambiglidade entre

nucleotideos e dados de baixa qualidade no final da mesma.
1.7. Pesquisa de homologia em banco de dados

As seqiiéncias editadas foram comparadas a todas as seqiiéncias de DNA e proteinas
conhecidas, previamente depositadas em banco de dados, utilizando-se os programas
BLAST N, para comparagdo entre seqiéncias de acidos nucléicos, e BLAST X, para
proteinas, apds tradugdo automatica das seqiiéncias de DNA nas seis fases de leitura (tabela

3/ n°3).
2. Caracterizacio molecular do clone 64
2.1. Extracio de DNA plasmidiano em larga escala

O clone denominado 64 foi inoculado em uma pré-cultura de 5ml de meio LB suplementado
com 100ug/ml de ampicilina durante 8 horas a 37°C sob agita¢fo de 200 rpm. A mesma foi
entfio diluida em 500ml do mesmo meio nas mesmas condi¢des de cultura durante 18 horas.
A cultura foi centrifugada durante 10 minutos, a 8000 rpm, em temperatura ambiente
(Sorvall T21, rotor SL250). O sedimento foi entdo ressuspendido em 18ml da solugdo 1 a
4°C (Glicose 50mM, EDTA 10mM, Tris base 25mM), suplementado com 2 ml de lisozima a
10mg/ml (SIGMA) e incubado a temperatura ambiente durante 10 minutos. Em seguida, foi
adicionado a mistura 40ml de solucdo II (0,2N NaOH e 1% SDS), preparada no momento do
uso. seguindo-se de inversdes ¢ incubagio em gelo durante cinco minutos, 20ml da solugdo
11 (KOAc 3M pH 4.8) a 4°C foi acrescentada e incubada no gelo durante 15 minutos. A
mistura foi centrifugada a 10.000 rpm a 15°C e filtrada em papel de filtro duplo e o volume
mensurado. A precipitagio do DNA foi feita adicionando-se 1 volume de isopropanol
(MERCK) a mistura, ficando esta incubada durante 15 minutos em temperatura ambiente e
foi entdo centrifugada a 13.000 rpm durante 30 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
precipitado ressuspendido em 11ml de tampdo TE pH 7.5, acrescido de 0,6ml de EDTA e

transferido para um tubo cénico de 50ml contendo 13,25¢ de cloreto de césio (SIGMA) e
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1,25ml de solugdo de brometo de etideo 10mg/ml. A mistura foi em seguida transferida para
tubos de ultracentrifugacio (Sorvall) com capacidade de 12ml e posteriormente lacrados em
apareiho selador Crimper (Sorvall) e entdo centrifugados a 65.000 rpm durante 16 horas

(Rotor VHG5 - Sorvall ultracentrifuga).

O DNA plasmidiano fracionado foi visualizado com luz ultravioleta manual (320nm),
coletado com o auxilic de uma agulha acoplada a uma seringa plastica descartavel de 5ml e
transferido para um tubo de 2ml. Sucessivas lavagens com 1ml de alcool isoamilico foram
realizadas até que a fase inferior ficasse totalmente limpida. Em seguida esta fase foi
coletada e submetida a dialise em membrana previamente tratada com tampdo TE. Apos a
dialise, foi acrescentado 1X o volume de isopropanol, € a mistura mantida a -20°C. O
produto foi entdio centrifugado por 30 minutos a 13000 rpm e precipitado com etanol 70%.

Finalmente, o DNA foi ressuspendido em 100ul de agua mili-Q estéril.

A concentragiio e pureza do DNA foram estimadas apds leitura em espectrofotdmetro nos
comprimentos de onda de 260 e 280nm (UV mini 1240 UV-VIS
SPECTROPHOTOMETER, SHIMADZU) de uma aliquota diluida 1:50 em agua milli-Q

estéril.
2.2. Digestao enzim:tica

Cerca de 1pg de DNA plasmidiano (clone 64), obtido através da técnica descrita no item 2.1,
foi digerido utilizando-se 5 unidades das seguintes enzimas de restri¢ao LicoRl, Pstl, Hindlll,
Bgll, Xmnl, EcoRV, BamH1, Notl, Bglll, Hincll, Nhel, Smal, Xbal e Hpall. As condigdes
de reacfio foram as mesmas recomendadas pelos fabricantes e o volume final da reagdo foi

de 20ul,
2.3. Resolugiio eletroforética

Os DNAs plasmidianos digeridos acrescidos de 1:10 do volume de tampdo de amostra (azul
de bromofenol 0,5%, glicerol 25%) foram fracionados em gel de agarose cuja concentragao
variou de 0,7 a 1,2%, dependendo do tamanho dos fragmentos de restricio gerados, em

tampdo TAE 1X (Tris base 40mM pH 7.2, NaOAc 20mM, EDTA 1mM), contendo brometo



Material e Métodos 36

de etideo (0,5ug/ml). As corridas foram realizadas a 100Volts durante aproximadamente 1
hora. O DNA foi visualizado e o gel fotografado sobre um transluminador de luz
ultravioleta (320nm) através do sistema de documentagio 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 1Kb DNA ladder (GIBCO BRL).
2.4. Purificacio dos fragmentos de DNA

Os fragmentos de DNA foram recuperados do gel de agarose e purificados de acordo com o

protocolo do fabricante do “Kit” comercial “Rapid Gel Extration” (GIBCO BRL).
2.5. Subclonagem dos fragmentos do clone 64 em pUC18 Smal/BAP

O preenchimento dos fragmentos que apresentavam extremidades coesivas foi realizado
utilizando-se entre 0,2-1pug de DNA, 2mM de dNTPs, 1,5 unidades de Klenow e tampéo
universal one-phor-all 1X (Amersham Pharmacia Biotech), incubados em banho maria 2
25°C durante 30 minutos e transferidos para outro que estava a 75°C durante 15 minutos
para inativagdo da enzima. As clonagens foram feitas utilizando-se 50 ng de pUCI8
Smal/BAP (figura 4, anexo) (Amersham Pharmacia Biotech), 2 unidades de T4 DNA ligase
(GIBCO BRL), 150 ng dos fragmentos de DNA com extremidades “cegas” ou coesivas que
foram preenchidas, tampdo de ligagdo 1X (GIBCO BRL) a 16°C durante 18 horas em um

termociclador “Mini-cycler ™ MJ Research”.
2.6, Verificaciio da presenca e tamanho dos insertos dos subclones

Colénias brancas obtidas apos transformagdo, descrita no item 1.4, tiveram o inserto do
DNA plasmidiano amplificado através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando
os seguintes iniciadores: M13 (universal) 5 CGA CGT TGT AAA ACG ACG GCC
AGT 3’ e M13 (reverse) 5> CAG GAA ACA GCT ATG AC 3"

As reacdes de amplificaciio foram realizadas em um volume final de 10pl, contendo 20 pM

de cada iniciador, 0,25mM de dN'TPs, 0,1 unidade de Taq DNA polimerase (GIBCO BRL),
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2mM de MgCl; e tampdo da enzima 1X concentrado (GIBCO BRL). A reagio ocorreu em
um aparelho termociclador “Mini-cycler ™ MJ Research”. O programa utilizado consistiu
de: 95°C - cinco minutos; 25 ciclos de 95°C - 1 minuto, 55°C - 36 segundos, 72°C - 1
minuto e 24 segundos; 72°C - 8 minutos. Apds a reagdo, todo o volume da mesma foi
aplicado em gel de agarose a 1%, sendo a corrida eletroforética analisada e documentada

como descrito no item 2.3,

Confirmada a presenca do inserto, a coldnia correspondente foi inoculada em Sml de meio
LB, suplementado com ampicilina (100pg/mi) e incubada sob agitagdo constante durante 18

horas a 37°C.

O DNA plasmidiano foi extraido através da técnica de lise alcalina utilizando-se o “Kit”
comercial “Wizard Mini Prep” (Promega). A concentracdo do DNA plasmidiano obtido, as
reacdes de sequenciamento e suas analises em banco de dados de DNA e proteinas, foram

realizadas como descrito nos itens 1.5, 1.6 e 1.7 respectivamente.
2.7. Organizagiio da estrutura primaria do inserto do clone 64

As fitas senso e antisenso dos subclones foram sequenciadas em média 5 vezes, como
descrito no item 1.6. As sequéncias geradas foram analisadas manualmente ou com 0 auxilio
dos programas computacionais BlastN e BCM Search Launcher (tabela 3, n°s 3 e 4
respectivamente) com o objetivo de se eliminar regides de vetor, ambigiiidades e ordeni-las

para se reconstituir o inserto do clone 64.

Com o objetivo de se completar a estrutura primaria do clone 64, foram também realizados
sequenciamentos (item 1.6) com oligonucleotideos desenhados no interior da seqiiéncia
deste clone. Estes oligonuclectideos sio os seguintes: (exsAR) 5GAT CCG ACA CAC
CGT TCT G 3, (exsAF) 3’ATC TCG CTT GGT TTC GTG G 3’, (operonkF) 57 CCT
CAT CGC CCT GCT CTC 3’ e (operonR) 5° CTC CAG TTA TGT CAC CGA AT 3.

As buscas das possiveis janelas de leitura abertas (ORFs) e motivos regulatorios na
sequiéncia do clone 64, bem como a definigdo das estruturas secundaria e terciaria da

proteina, foram realizadas pelos programas de nimero 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 14 (tabela 3).
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Foram consideradas, nestas anilises, as regides que codificavam polipeptideos iguais ou
maiores a 70 aminoacidos as quais foram submetidas a uma analise mais detathada em banco

de dados de DNA e proteinas.
3. Determinaciio do niimero de cépias do gene exsA
3.1. Extraciio do DNA gendmico da B. abortus

Uma Unica coldnia de B. abortus 2308 foi inoculada em 25ml do meio “Brucella Broth”
(DIFCO) e cultivada durante 72 horas a 37°C sob agitagdo de 200 rpm. Em seguida, a
cultura foi centrifugada a 9000 rpm durante cinco minutos em uma minicentrifuga MSE
(Sanyo). O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 1ml da solugdo 1
(Tris-HCI 10mM pH 7.0, EDTA 10mM pH 8.0, NaCl 300mM) e novamente centrifugado
nas mesmas condi¢des anteriores. Desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o
precipitado em 300pul de solugdo I (Tris-HCI 25mM pH 8.0, EDTA 10mM pH 8.0, NaCl
10mM) e 300ul de lisozima (10mg/ml) diluida nesta mesma solugdo, que foi entdo incubada
no gelo durante 10 minutos e transferida para um banho maria, durante 10 minutos a 37°C.
Em seguida, foi acrescentado 4 mistura 22l de sarcosil 30% e incubado a 63°C durante 20
minutos, seguida de incubagfio em gelo durante cinco minutos. Foi acrescentado & mistura |
volume de fenol (GIBCO BRL) e homogeneizado vigorosamente durante 1 minuto. Em
seguida, 2 mesma foi centrifugada durante cinco minutos a 13000 rpm. O sobrenadante foi
entdo transferido para um novo tubo no qual foi acrescentado 1 volume de fenol-cloroférmio
(1:1). O procedimento citado anteriormente foi repetido e o sobrenadante novamente
transferido para um novo tubo. Foram adicionados 2,5 volumes de etanol absoluto (Synth) e
200mM de NaOAc, apos esta etapa, a mistura foi incubada durante 30 minutos a -20°C e
centrifugada durante cinco minutos a 10.000 rpm.  Acrescentou-se ao DNA precipitado.
600pl de etanol 70% seguindo-se de centrifugagio sob as mesmas condi¢es. O
sobrenadante foi descartado e 0 DNA mantido a temperatura ambiente para que este secasse
completamente. O mesmo foi ressuspendido em 50l de tampéo TE ( Tris-HCI 10 mM pH

7.2, EDTA | mM) e tratado a 37°C, em banho-maria durante 1 hora com RNaseA
(100ug/ml).
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3.2. Digestiio enzimatica do DNA gendmico e fracionamento eletroforético

O DNA genémico de B. aborius 2308 sofreu digestdes enzimaticas simples com as enzimas
Xbal, Hindlll, BamHI, Clal e LcoRI. As reagdes foram realizadas com 15ug de DNA
gendmico, 45 unidades de cada enzima, o respectivo tampdo 1X concentrado para as

digestdes simples (Amersham Pharmacia Biotech), durante 2 horas a 37°C.

Apos a digestdo enzimatica, foi preparado um gel de controle com 1/10 do volume das
reacdes ¢ em seguida realizou-se o fracionamento eletroforético em gel de agarose 1%, com
o restante das reacdes, durante 5 horas a 100 Volts. Os géis foram fotografados e

documentado}s como descrito no item 2.3.
3.3. “Southern Blot”

Apés ser fotografado, o gel foi tratado com a solugéo I (HCI 0,2N) durante 15 minutos, a
solucdio foi entdo descartada e o gel enxaguado com agua bidestilada. Em seguida o mesmo
foi tratado trés vezes, durante 15 minutos, com solucdio IT (NaCl 1,5M; NaOH 0,5N) e
novamente enxaguado com agua bidestilada. Por fim, o gel foi tratado trés vezes durante 15

minutos com a solugdo II (Tris base 1M pH 7.4 e NaCl 1,5 M).

O gel foi colocado sobre um suporte contendo papel Wattmam sobre um reservatorio
contendo 10X SSC. Foram colocadas sobre o gel uma membrana de “naylon” Hybond-N"
(Amersham Pharmacia Biotech), trés folhas de papel Wattmam umedecidas em solugdo de
2X SSC, duas pilhas de papel toalha, uma placa de vidro e um peso de 500 gramas. A
transferéncia foi efetuada durante 18 horas em temperatura ambiente. O sistema fol desfeito

e a posi¢do das canaletas marcadas.

O DNA foi fixado 4 membrana através de exposigdo a luz ultra violeta (320nm) em um
aparelho CL1000 crosslinker (UVP), com trés pulsos de 60 segundos a 1,2 X 10% pl/em?, e

estocadas entre duas folhas de papel de filtro até o momento da hibridizagéo.
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3.4. Marcacio radioativa do fragmento do gene exsA4

Utilizou-se como sonda um fragmento de 1600pb do gene exsA obtido através da digestdo
com Hindll. 50ng deste fragmento purificado foi marcado radioativamente com [a'? P]
dCTP (3000 Ci/mmol) através da técnica de “random primer” utilizando-se o “Kit”
comercial “Random Primers DNA Labelling System” (GIBCO BRL), de acordo com as
recomendagbes do fabricante. Os nucleotideos ndo incorporados foram purificados por
fracionamento em coluna de Sephadex G50 Fine, previamente preparada em pipeta Pasteur e
equilibrada com tampdo TE (Tris base, 10mM, EDTA, 1mM) acrescido de 50mM de NaCl.
O mesmo processo foi utilizado para marcar o padrdo de peso molecular 1Kb DNA ladder
(GIBCO BRL).

3.5. Hibridizagio
3.5.1. Pre-hibridizacao

As membranas foram umedecidas em solucdo de 2X SSC (1XSSC — 0,15M NaCl, 0,015M
de citrato de sodio) e em seguida submetidas a pré-hibridizacdo durante 3 horas a 37 °C, em
um forno de hibridizacdo (Techne Hybridizer HB-1D), em 50 ml de sdluc;ﬁo de: formamida
deionizada (50%), DNA de esperma de salmio (100ug/ml), NaCl (0,9M), NaHPO.
(0,048M), EDTA (0,005M), SDS (0,1%) e Denhardt (0,2%).

3.5.2. Hibridizacao e lavagens das membranas

Apés o periodo de pré-hibridizacfio, a sonda, desnaturada a 95°C durante 7 minutos, foi
acrescentada (500ul; 5x10° cpm) & solugdo citada anteriormente (item 3.4) e incubada
durante 18 horas nas mesmas condicdes usadas na pré-hibridizagdo. Apos este periodo as
membranas foram lavadas 6 vezes; 3 vezes na solugdo I (2X SSC, 0,1% SDS) e 3 vezes na
solucdo 11 (1X SSC-0,1%SDS), com temperatura variando eatre a ambiente e 65°C. Em
seguida, as membranas foram colocadas juntamente ao filme (TMG/RA 35x43, Kodak) em

um “cassete” de autoradiografia com intensificador (X-OMATIC CASSETTE, Kodak) a -
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70°C durante 24 horas. Os filmes foram revelados de acordo com as especifica¢des do
fabricante (GBX Kodak).

4. Construciio de um plasmideo suicida para mutagénese do gene exsA4 de B. abortus
4.1. Obtencdo do gene que confere resisténcia a canamicina

Utilizou-se 10ug do vetor pUC4K (figura 5, anexo) na digestdo com a enzima FEcoRI
(GIBCO BRL) para a retirada do gene de resisténcia a canamicina. As condi¢des de reagdo
foram as mesmas recomendadas pelos fabricantes e o volume final da reacdo foi de 100pl.
A reagdo de digestdo foi posteriormente submetida a eletroforese em gel de agarose 1%, o
fragmento de interesse de aproximadamente 1,28Kb foi excisado do gel, purificado e
dosado, como descrito nos itens 2.3, 2.4 e 1.5, respectivamente. Apos esta purificagdo o
fragmento correspondente ao gene de resisténcia a canamicina foi submetido ao

preenchimento de pontas conforme descrito no item 2.5.
4.2. Clonagem do gene que confere resisténcia A canamicina no clone 64

Apos anilise de restricio do clone 64, aproximadamente 10pg do DNA do mesmo foi
utilizado na digestdo com a enzima FeoRV, sendo as condigdes de reagdo as mesmas
recomendadas pelos fabricantes e o volume final da reagdo de 100ul. A purificagdo do clone
64 digerido foi realizada conforme descrito no item 2.4, Este clone purificado foi
desfosforilado com a enzima fosfatase alcalina (CIAP — GIBCO BRL). A reagio de
desfosforilacio foi feita com 8ug do vetor, 2,67U/ul da enzima CIAP e tampdo da mesma
(1X). A reacdo foi incubada a 37°C por 1 hora, sendo transferida para banho-maria a 75°C
por 15 minutos para inativa¢io da agiio da mesma. Posteriormente, a reagdo foi submetida a
purificaciio conforme descrito no item 2.4, e dosada em gel de agarose 1% de acordo com o

item 1.5,

Apos estas preparacdes, o gene de resisténcia i canamicina foi utilizado na mistura de
ligagio com o clone 64 digerido, desfosforilado e purificado conforme descrito no item 2.5.
A transformacdo deste produto de ligagio foi realizada de acordo com o item 1.4
Posteriormente, foram selecionadas colénias que fossem resistentes aos antibioticos

ampicilina (100pg/ml) e canamicina (50pg/ml). Os clones positivos para esta construgo
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foram denominados clone 64:Kan. Para confirmagio do fendtipo canamicina resistente, o
DNA do clone 64:kan foi digerido com a enzima de restrigdo Psfl e o produto da digestdo

analisado em gel de agarose, conforme descrito nos itens 2.2 e 2.3, respectivamente.
4.3. Inativacio do gene exsA em B. abortus
4.3.1. Preparacao de células eletrocompetentes da B. abortus S19

Inicialmente, com o objetivo de se obter uma cultura saturada da B. abortus S19, uma
aliquota de 5ul desta bactéria em estoque (mantida a -70°C) foi inoculada em Sml de meio
BB, em um tubo conico de 50ml e incubado a 37°C, 200 rpm durante 48 horas. Apos este
periodo, 1ml deste cultivo saturado foi diluido em 100ml de meio BB em erlenmeyer de
250ml e incubado a 37°C, 200 rpm durante aproximadamente 12 horas, até alcangar DQOggo
0,4-0,5. Em seguida a cultura foi mantida em banho de gelo por 30 minutos, e centrifugada
durante 10 minutos a 10000rpm e 4°C (centrifuga Sorvall T21, rotor SL250). O
sobrenadante foi eliminado e ressuspendeu-se o precipitado em 100ml de agua mili-Q estéril
a 4°C. O produto foi novamente centrifugado seguindo-se as mesmas condigdes, 0
precipitade novamente ressuspendido em 50ml de dgua mili-Q a 4°C, seguido de nova
centrifugagdo. Repetiu-se o mesmo procedimento de ressuspensio e centrifuga¢io com
25ml de agua mili-Q a 4°C e em seguida ressuspendeu-se o precipitado em 10ml de agua
mili-Q com 10% de glicerol a 4°C, centrifugando-se novamente. | Finalmente o precipitado
foi ressuspendido em 1mi de agua mili-Q com 10% de glicerol a 4°C, separadc em aliquotas

de 100pl e estocado a -70°C.
4.3.2. Eletroporagio

Para analise da eficiéncia de transformacgdo, tubos com células eletrocompetentes,
congeladas a -70°C, foram colocadas no gelo durante cinco minutos. Em seguida adicionou-
se, 200ng do vetor pBBRIMCS (figura 1), sendo esta mistura transferida para as cubetas de
eletroporagdo de 0,2cm, previamente resfriadas e estéreis, e deixou-se no gelo até o
momento da eletroporagdo (ndo ultrapassando 20 minutos). O mesmo procedimento foi
realizado com 200ng do vetor pBluescript IT SK - -+ (figura 6, anexo), que € utilizado como

controle negativo. O eletroporador (Gene-Pulser/Pulse Controller, BioRad CA, USA)
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instalado em fluxo laminar foi ajustado com os seguintes pardmetros: 251F de capacitancia,
2.5kv de voltagem e 600 OHMs de resisténcia. Em seguida, eletroporou-se as células, as
quais foram imediatamente ressuspendidas em 900yl de meio SOC e incubadas a 37°C, 200
rpm durante 4 horas. Posteriormente, 100p! destas suspensdes foram plaqueados em meio
BB sélido suplementado com canamicina (50ug/mi) e ampicilina (100pug/ml) para as
transformacdes realizadas com os vetores pBBRIMCS e pBluescript II SK -
respectivamente, e incubados a 37°C em estufa com 10% de CO,. O mesmo procedimento
foi realizado com o clone 64:kan seguindo-se as mesmas condig¢des citadas anteriormente,

com exceciio das concentragdes do DNA que variaram de 500ng a 10ug.
5. Expressiio da proteina ExsA
5.1. Clonagem do gene exsA no vetor pProEX HTb

Para clonagem direcional do gene exs4 no vetor pProEX HTb (figura 7, anexo), foram
desenhados oligonucleotideos com adaptadores nas pontas, de modo que estes permitiram a
amplificacio deste gene e posterior digestdo com enzimas de restricio para a clonagem (sl
e BamHTI). Os oligonucleotideos desenhados foram: exsABamF (Foward) 5° GGG_GAT
CCA TCG ATT TCC GGG GG 3’ e exsAPstR (Reverse) 5" GGC TGC AGT TAA CAG
ATA TGT CTT 3’ (sublinhado e negrito: sitios das enzimas BamH1 ¢ Pstl, respectivamente).
As condicBes para a PCR foram as mesmas citadas no item 2.6. Apds a reagdo, todo o
volume da mesma foi aplicado em gel de agarose a 1%, sendo a corrida eletroforética

analisada e documentada como descrito no item 2.3.

A banda com o tamanho esperado, referente ao gene exsA, foi excisada do gel, purificada e
dosada conforme citado nos itens 2.4 e 2.3, respectivamente. Em seguida o produto
purificado foi digerido com as enzimas st e BamHI e novamente purificados e dosados
como descrito acima. As condigdes utilizadas nas digestdes foram seguidas conforme

especificagdes do fabricante.

O vetor pProEX HTb foi digerido com as enzimas Pstl e BamHI conforme especificagdes do
fabricante, o produto analisado em gel, purificado e dosado conforme citado nos itens 2.3,

2.4 ¢ 1.5, respectivamente. O vetor purificado foi entdo desfosforilado conforme descrito no
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item 4.2. Finalmente, foi feita a liga¢do do gene exsd no vetor pProEX HTb, sendo
posteriormente realizada a transtormac@io deste produto em DHS5a como descrito nos itens
2.5 e 1.4, respectivamente, e as colonias brancas selecionadas. Para confirmagdo da
clonagem do gene exs4d no vetor pProEX HTb, o DNA dos clones obtidos foi extraido,
digerido com as enzimas HindIll e BamH]1 e analisados em gel de eletroforese como descrito

nos itens 1.5, 2.2 e 2.3, respectivamente.
5.2. Expressio da proteina ExsA no vetor pProEX HTb
5.2.1. Experimento piloto

Foi preparado um pré-inoculo saturado, utilizando-se 5ml de meio SOB suplementado com
ampicilina (‘1 00pg/ml), com periodo de incubagdo de 16 horas, a 37°C e 200 rpm. Apods o
crescimento da cultura, 500l da mesma foram inoculados em 50ml de meio SOB, 0,1% de
glicose, suplementado com ampicilina (100pg/ml) e mantido sob as mesmas condighes ate
atingirem DOggo 0,5. Neste momento, foi retirada uma aliquota de 25ml da cultura e
adicionado IPTG (0,6mM, concentragdo final). As células eram novamente incubadas sob as
mesmas condi¢des e foram retirados 1ml de cultura a cada 1 hora apds a indugio com IPTG.
Foram retiradas no total 6 aliquotas, referentes a 1, 2, 3, 4, 5, ON (over ﬁight‘) horas de
expressdo. As aliquotas retiradas foram centrifugadas e o precipitado diluido em tampéo de
amostra (1X) (Tris-HCl 0,0625M, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol
0,05%, B-mercaptoetanol 5%).

5.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada em sistema de mini-gel (BioRad). Os
géis foram feitos a partir de uma solugfio estoque (p/v) de acrilamida 29,2% e bis-acrilamida
0,8%. O gel de separagio foi feito com 10% acrilamida (3,05ml de estoque de
acrilamida/bisacrilamida, 2,5ml de Tris-HCI estoque 1,5M pH 8,8 e 0,1% SDS). O gel de
empacotamento foi feito a 4% de acrilamida (600! de estoque de acrilamida/bisacrilamida,
1,25ml de Tris-HCI estoque 0,5M pH 6,8 e 0,1% SDS). A polimerizago dos géis ocorreu
na presenga de persulfato de aménio e TEMED, nas concentragdes finais de 0,1% e 1:2000,

v/v, respectivamente. As amostras diluidas em tampdo de amostra foram fervidas por cinco
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minutos e aplicadas no gel. A corrida das mesmas foi realizada em tamp@o de corrida (15%
Tris, 72% glicina, 5% SDS, pH 8,3) a 100V até migra¢do completa pelo gel. O padrdo de
peso molecular utilizado foi o 10kDa Ladder (GIBCO — BRL). O gel foi corado com azul
brilhante de Comassie (Comassie Blue R 250 0,25%, metanol 50% e acido acético 10%) em
temperatura ambiente por 30 minutos. O gel fot descorado com solugdo de metanol 50% e

acido acético 10% por aproximadamente trés horas, até que as bandas fossem evidenciadas.
5.4, “Western Blot”

Apos a separaciio eletroforética em gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE), as proteinas
foram transferidas para membranas de nitrocelulose (BioRad), utilizando-se o sistema Mini
Transblot (BioRad), em tampdo de transferéncia (0,025M Tris, 0,192M glicina, pH 8,3 €
20% metanol), por 1 hora a 100V, em banho de gelo em cimara fria. A transferéncia das
proteinas foi monitorada pela colora¢dc da membrana por uma solugfio de 1% de Ponceau S
(Merck), em acido acético 10%. Em seguida o padrdo de peso molecular foi retirado e a

membrana cortada em tiras, sempre que necessario para utiliza¢do de diferentes soros.

As membranas foram bloqueadas em 50ml de solu¢do TBST (NaCl 0,5M, Tris 0,02M, pH
7,5, Tween 20 0,05%) com 5% de leite em pd desnatado, por 1 hora sob agitagdio branda em
temperatura ambiente. As membranas foram entfo lavadas trés vezes durante 10 minutos
cada, com TBST nas mesmas condigdes acima. Apos o bloqueio, as membranas foram
incubadas com o soro anti-histidina (Anti-His, Amersham Pharmacia A’Biotech) diluido
1:1000 em TBST, por | hora, temperatura ambiente, sob agita¢fio branda. Apds a reagao
com o anticorpo, as membranas foram submetidas as lavagens como descrito acima. As
membranas foram entdio incubadas por 1 hora, a temperatura ambiente com Anti-IgG de
camundongo conjugado a fosfatase alcalina (Sigma), diluide 1:2000 em TBST e novamente
lavadas como descrito anteriormente. A (ltima lavagem foi realizada com Tampdo da
Fosfatase alcalina (Tris-HCI 100mM, pH 8,5, MgCl, 5mM e NaCl 100mM). A reagéo foi
revelada com incubagio a temperatura ambiente das membranas em tampdo fosfatase
alcalina contendo os substratos NBT (Nitro Blue Tetrazolium) 4mM e BCIP (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate) 3,8mM, até que as bandas se tornassem visiveis. Esta foi

paralisada pela submersdo das membranas em agua destilada.
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1. Identificacio e isolamento do gene exsA da B. abortus
1.1. Geracio das GSS (“Genome Survey Sequence”)

A compreensdo dos mecanismos de patogenicidade e viruléncia de bactérias e fungos
depende da identifica¢fio e caracteriza¢do de produtos génicos que estejam de algum modo

envolvidos com o progresso da infec¢do destes organismos (Hensel ef /., 19953).

Com o objetivo de identificar genes envolvidos no processo de infecgdo da B. abortus, fo
utilizado um Programa de Descoberta Génica baseado no sequenciamento aleatorio de
extremidades de clones de uma biblioteca gendmica da linhagem 2308. A principal
vantagem desta técnica € o seu baixo custo, pois baseia-se em um Unico sequenciamento
destas extremidades. Estas sdo entdo submetidas a analises de homologia e suas seqliéncias
nucleotidicas e protéicas comparadas as demais existentes em banco de dados (tabela 3/n° 3).
Em julho de 2000, o “National Center of Biotechnology Information” (NCBI) criou uma
nova divisdo do banco de dados denominada “Genome Survey Sequence” (GSS), destinada a
receber seqiiéncias produzidas a partir de programas similares ao citado anteriormente. A
criagio desta mostra a importdncia da geragdo destes dados, uma vez que estas seqiiéncias

podem fornecer informagdes valiosas sobre o funcionamento de varios organismos.

Através desta abordagem, foram geradas 100 GSS da B. abortus (tabela 1). Nesta tabela
estdo apresentados o nome dos clones sequenciados, a homologia encontrada em banco de
dados (tabela 3/n° 3, anexo) e o programa utilizado nas andlises bem como as suas

homologias.

Analises das GSS geradas permitiram a identificagio de varios genes supostamente
envolvidos em viruléncia e patogenicidade (11%), genes homologos a enzimas (24%), a
proteinas envolvidas no transporte celular (7%), proteinas “heat shock™ (2%) e genes com
outras funcdes (52%). Das 100 GSS geradas, apenas 4% destas ndo apresentaram homologia

a nenhuma seqiiéncia depositada em banco de dados. Estes resultados s@o apresentados no
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grafico 1. Dos 11% de genes identificados como supostamente envolvidos em viruléncia,
hoje a grande maioria ja foi estudada e seu envolvimento nestes processos foram
confirmados, como por exemplo os genes htrd, purf. da B. abortus e o gene ndvB de R.
meliloti. No grafico 2 sdo mostrados as homologias das seqiiéncias da Brucella e de outros
organismos as GSS da B. abortfus. Das 100 seqiiéneias geradas, 11% apresentaram
homologia a genes de espécies da propria Brucella, 52% apresentaram homologia as demais
bactérias, 21% a outros organismos e em 16% destas ndo foi possivel a identificacdo do

organismo homalogo.

Os dados fornecidos pelas seqiiéncias permitem analises referentes a qualidade da biblioteca
utilizada. Como mostrado na tabela 1, das 100 GSS geradas apenas duas se mostraram
idénticas (clones 9A/N/ F e 16A/N/ F), indicando que esta biblioteca apresenta uma
redunddncia muito baixa. Além disso, em alguns clones a homologia é igual em uma
extremidade do mesmo e diferente na outra, mostrando que as seqiiéncias destes clones se
completam, sendo uma a continuidade da outra. Este fato é importante quando se precisa
analisar genes de tamanho superior ao tamanho dos insertos dos clones da biblioteca ou
quando os genes, mesmo menores que o tamanho destes insertos, nfio se apresentam

completos em um Unico clone.

Os dados fornecidos pela geragdo das GSS mostram que este método € muito eficaz na
identificagio de genes envolvidos nos processos de viruléncia e patogenicidade dos
organismos, pois levou a identificagio de 11 genes supostamente relacionados a estes
processos. Varios estudos semelhantes a esta abordagem utilizando-se técnicas como-STM e
transposons necessitam da produgdo de um niimero muito maior de clones (em torno de
20.000). No presente trabalho, como houve identificagio de um nimero grande de supostos
genes de viruléncia, decidiu-se parar o programa de sequenciamento aleatorio e estudar
especificamente estes genes encontrados. Sendo assim, dos 11 genes identificados, 2 foram
selecionados visando a avaliagdo de sua fungdo e o provavel envolvimento nos processos de
viruléncia e patogenicidade da B. aborius. Um destes genes, o gene vacB (clone pO11R) foi
objeto de estudo de uma tese de mestrado (Miyoshi, 2000) e o segundo gcne'esic'éllhidc, 0
gene exsA (clone 64/A/N/ F), ¢ parte deste trabalho. O clone 64 foi escolhido por apresentar
em uma de suas extremidades sequenciadas uma alta homologia ao gene exsA de R meliloti e
por este gene constituir, neste organismo, um importante fator de viruléncia uma vez que ¢

essencial a invasdo do mesmo em seu hospedeiro.
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Rhizobium e Brucella sio representantes da subclasse «-2 Profeobacteria.  Estudos
realizados por Scupham e Triplett (1997), mostraram que estes microrganismos
compartilham genes que possuem fungdes idénticas, sendo que genes rhizobiais s@o
normalmente funcionais em Brucella. Baseados neste fato, acredita-se que o gene exsd
identificado em B. abortus esteja envolvido em algum mecanismo de viruléncia deste
microrganismo, provavelmente desempenhando uma fungdo muito semelhante aquela
existente em K. meliloti. Estes mesmos pesquisadores sugeriram a auséncia de qualquer gene
da familia exs no genoma da Brucella. Entretanto, dados encontrados neste trabalho
revelaram dois clones homodlogos a dois genes desta familia, contrariando os resultados
destes pesquisadores. O clone pO16F provavelmente representa o gene exsD, e o clone

64/A/N/ F o gene exs4 da Brucella.

Até o momento ja existem 2.148.783 GSS depositadas em banco de dados, das quais 1.994
sdo representadas por B. aborfus. Na tabela 2, em anexo, sio mostrados alguns dos
organismos e suas GSS depositadas. As 100 GSS geradas pelo programa de descoberta

génica referente a este trabalho serdio brevemente depositadas neste mesmo banco de dados.
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O clone 64, objeto de estudo deste frabalho, esia destacado em azul e sublinhado.
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Tabela 1: GSS da B. abortus obtidas no Programa de Descoberta Génica. Lm vermelho

estio destacados os supostos genes envolvidos em viruléncia e patogenicidade da B. abortis.

Escherichia coli

Nome dos Homaologia Programa Probubilidade
 Clones
(AN
AA/N/R Fscherichia coli K12 M1655 Blast N Je-11
secio 235 de 400 do genoma completo
Proteina CLPB ( U20646 ) CLpB (Syaechococcus sp.) Blast X de-05
3A/N/F Proteina CreA Blast X 0.26
JA/N/ R Rhodobacter sphaeroides Blast N 1,2
. “dentrificans biotin "
Trytophanyl-+RNA sintetase — Blast X 3e-05
Mycobacterium tuberculosis
- 5A/N/F Psendomonas aeruginosa — Blast N 3.4e-08
‘ glutamato sintase
Glutamato sintase {(NADPH) Precursor Blast X 2.5e-07
6A/N/ F (X99622) “homologous ton-termini” a “glucose-6- Blast X 3e-12
3 phosphate dehydrogenase™
TA/N/ F Glycoprotein Humana 11b (GPl1Ib) Blast N 0.999
Exon 2-29
X59103 (Z80226) Proteina hipotética Rv0783c¢ Blast X 3e-08
Mycobacterium tuberculosis
Escherichia coli regido cromossomal de 76.0 a §1.5 Blast N 3.7e-33
minutos
“Nickel-binding periplasmic protein precursor” Blast X 1.8e-20
H0A/N/ R Brevibacillus brevis Blast N 0,24
“tyrocidine biosynthesis™
Proteina NiKD Blast X le-16
Escherichia coli
2A/N/ R Brucetla melitensis 16 Blast X 8e-12
' Genes: “S'phosphoribosyl-5-amino-4-imidazolle
earhnxilase” (purf) e ®earbon dioxide binding
protein” (purk}
l4A/N/ F Rhizobium tropici Blast N le-09
“putative uridylytranferase”
(U47030) “putative uridylyl transferase Blast X 2e-29
16A/N/F Escherichia coli Blast N 3.7e-33
Regifio cromossomal de 76.0 a 81.5 minutos
" “Nickel-binding periplasmic protein precursor” Blast X 1.8e-20
16A/N/ R Ascaris lumbricoides Blast N 0.25
: Gene: “small nuclear RNA™ (snRNA) U4-!
Proteina niKD — Blast X le-16
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1A/N/ F Pseudomonas aeruginosa Blast N 5.6e-03
glutamato sintase
. “large subunit of NADH-dehydrogenase Blast X 2.2e-08
1A/N/R Brucella melitensis 16M Blast N 2e-11
Genes: ““S'phosphoribosyl-5-amino-4-imidazolle
carboxilase™ (purE) e “carbon dioxide binding protein™
(purK)
Proteina hipotética KIAAQ192>gil16636941 Blast X 2.6
4A/N/ R Mycoplasma preumoniae Blast N 0,0010
- Segdo do genoma completo de 9 a 63 minutos
(D64004) CobW (Syrechocystis sp) Blast X 6.e-12
27A/N/R Caenorhabditis elegans “cosmid W04d2”, seqiiéncia Blast N 0,93
completa
| Proteina (y14964) “amide urea binding” Blast X Te-05
35A/N/R Brucella abortus clone pJD58 Blast N 4e-96
" “D-Xylose transport ATP-binding cassette protein™ Blast X de-11
Escherichia coli
36A/N/R Bacillus subtilis gene hspN Blast N 0.079
. “90kDa protease (bacillopeptidase F)”
(AE001080) “Carbohydrate Kinase™ Blast X Te-06
familia pfKB
. (Archaeogolbus fulgidus)
G4A/N/ T Rhizobium meliloti Blast N Ge-12
“ fragmento de DNA de 10.06Kb do gene exol3 a0 exsG
“ATP-binding cassette transporter protein” ExsA Blast X Se-30
: Rhizobinm meliloti
G4A/N/ R Vibrio cholerae cromossomo 1, secfio de 138 a 251 do Blast ™ Je-04
cromaossomo completo
“atabolite control protein”, CepA Lactococcus lactis Blast X 1e-07
1A V/F Mycobacterium tuberculosis H37Rv Blast N - 0.97
HHAY/F Agrobacterium tumefaciens Blast N 4e-29
Proteinas Fla
“Tlagellar P-Rinz protein precursor” Blast X Se-20
13AV/R Bradyrhizobium japonicum Blast N 9.4e-21
Gene:
“beta-hydroxybutyl-CoA-dehydrogenase” (hbcd4)
(U32229) HbdA Blast X 1.7e-36
: (Bradyrhizobivm japornicum)
A5AV/F Bacillus subltilis Blast N 7.3e-09
Genes: yWid, sbo, ywiB
“ArgnyltRNA SYNTHETASE” (“ARGININE— Blast X le-18
tRNA”)
WA VIR (U39453) 31kDa “puter membrane protein™ Blast N 3e-04
{(Brucellu melitensis)
(U393970) 25kDa “outer menbrane protein” Blast X 4.2e-07
{(Brucella melitensis)
2BV/R Brucelia suis Blast N 1.3e-133
“urease gene cluster”
Hipotética “ABC Transporter Permease family” Blast X

3.7e-10




Resultados e Discussio 51
g v/ R Salmonella typhimurinm Blast N 3.6e-05
Genes: malM, mall. (LamB), malk
(AED000597) “iron-regulated outer membrane Blast X 1.9e-05
protein”
BV/F Brucella ovis Blast N 3e-86
Proteinas “heat shock™ 70 (dnaK)
PROTEINA DNAK Blast X 4e-27
{“Heat shock protein” 70) (HSP70)
5B V/ R Brucella ovis Blast N 8.0e-59
Proteina “Heat shock™ 70 (dnaK)
{(Y09633) Proteina hipotética Blast X 3.2e-03
Proteina  Xrfbl Blast X Te-14
. Vibrio cholerae
QBN/ R Brucella abortus Blast N 6.8e-10
' Gene mazC
(U78089) Desconhecido Blast X 0.0015
(Brucella abortus)
0B/V/ F Escherichia coli K12 MG1655 Blast N 1.9e-05
secdo 187 de 400 do genoma completo
Proteina hipotética 111,0kDa Blast X 3.0e-05
4-1/F “Synthetic construct hygromycin B phosphotransferase™ Blast X 0.006
4-I/ R “hs UV operon heat shock protein (hs1U)” Blast X 4e-36
pOOLF B. bronchiseptica Blast N 1,0
Gene: cyvad codificando “adenylate cyclase hemolysin™
{AF006000) Desconhecido Blast X 4e-20
Bordetella pertusis
pOOIR Escherichia coli K12 MG1655 Blast N 8.0e-05
se¢do 135 de 400 do genoma completo ‘
“Dipeptide ABC transporter, permease protein dppB” Blast X de-21
Archaeoglobus fulgicus
p002F “Pumpkin mRNA for glycolate oxidase”, (abobora) Blast N 0,59
: “Lactate dehydrogenase” Blast X 1.0e-17
p002R Raistonia eutropha Blast N 1.8e-24
Gene: chbBe “formate dehydrogenase-like protein”
Proteina hipotética: 84,6kDa CY274 31C Blast X 2.4e-21
) Mycobacterium tuberculosiy
003F Proteina Rdmc Blast X 0,025
Streptomyces purpurascens
03R Rbizobium meliloti Blast N 4.6e-49
Proteina 319kDa, Gene ndvlB
Proteina 319kDa NdvB Blast X 6.6e-50
Rhizobium meliloti
004F Escherichia coli Blast N 1.3e-21
Genes: “thiosulfate binding protein” (cys/F), “sulfate
permease” (cyvsT, cysW, cysA) e “o-acetylserine (thiol)-
lyase-B™ (cysAd)
“Sulfate/thiosulfate transport protein” CysA Blast X 2.5e-40
Escherichia coli
004R “Serine acetyltransferase” Blast X 2.5e-28
Escherichia coli
pOQSF “Interleukin-11 receptor alpha chain” Homo sapiens Blast X 0,14
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pOO6E Brucella abortus Blast N Ze-64
‘ Gene fitrAd-like
Brucella abortus Blast X le-17
Proteina HirA-like
pO{}GR Bruceila abortus Blast N 8.6e-99
Gene; recd
Brucella abortus Blast X 3e-28
Proteina RecA
'pO07F Seqiiéncia cromossomica humana do 9q34 Blast N 1,1
. Homao sapiens
Proteina hipotética: YDE6_SCHPO Blast X 0,38
: Schizosaccharomyces ponibe
~ pO007R Gene de Pseudomonas aeruginosa Blast N 5.5e-28
“Phosphate-specific transport complex” PstB Blast X le-19
~_ Psendomonas aeruginosa
. pOO8F Escherichia coli Blast N 1.6e-52
Regido cromossémica de 76.0 a §1.5 minutos
Proteina NicD Blast X 2.7¢-38
Escherichia coli
pOOSR Escherichia coli K12 MG1655 Blast N 1.8e-27
se¢do 313 de 400 do genoma completo
Proteina hipotética Blast X 1e-22
0314 - Escherichia coli
pOO9F Brucella abortus Blast N 1.5e-220
Gene uvrAd “UV endonuclease” e Gene ssb “single
stranded DNA binding protein”
Proteina SSB “Single-strand binding” Blast X 9e-17
Brucella aborius
pOOSR (AEQ000694) Proteina hipotética Blast X Te-13
Aquifex aeolicus
pO10F Proteina SPY75 Blast X 0,58
Mus musculus
pO10R Brucella melitensis 16M Blast N 1.0e-86
Genes: “‘5'phosphoribosyl-5-amino-4-imidazolle
carboxilase” (purE) e “carbon dioxide binding protein”
{(purk)
“Two component sensor” Blast X 0,62
Pseudomonas aeruginosa
pOL1E “multidrug resistance protein”™ MDR Blast X 8e-28
pOTIR Pseudomonas geruginosa PAU1 Blast N 1,0
serfio 144 de 820 do eenoma campletn
Proteina YacB “Ribonuclease B” Blast X Se-10
{Rnase R)
Thiobacillus ferrooxidans
pOi2F Homo sapiens Blast N 0,99991
“mRNA for serotonin transporter”
“Polyprotein precursor” Blast X 1,7
“Hepatitis GB virus A”
pO12R “Spore-cortex-lytic enzyme prepeptide precursor” Blast N 0,070
Bacillus subtilis
pO13R “IAA-Ala hydrolase, [AA-amino acid hydrolase™ Blast X 4e-05
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p014F Homo sapiens Blast N 0,85
Cromossomo 16, clone BAC
Regulador transcricional hipotético da regido intergénica Blast X 4e-04
THIK-EPR
Bacillus subtilis
p014R Bradyrhizobium japonicum Blast N 2e-14
Gene hemA “encoding S-aminolevulinic acid synthase™
“S-aminolevulinate synthase precursor” Blast X 3e-35
Mus musculus
015R “Periplasmic iron-binding protein™ Blast X 6e-16
Sviechocysiis sp.
~ 5016F Rhizobium meliloti Biast N 1 2e-20
fragmento de DNA de 10.6Kb do gene exoB ao exsG
Proteina ExsD Blast X 1e-09
Sinorhizobium meliloti
017F Synechocystis sp. Blast N 0,994
PCC6803 genoma completo
“Similar to mucin, similar to lactoperoxidase, thyroid Blast X 2,9
peroxidase, myeloperoxidase and eosinophil peroxidase™
Caenorhabditis elegans
p0l7R “Segment polarity protein dishevelled” Dsh Blast X 6,7
Drosophila melanogaster
p018F Caenorhabditis elegans Blast N 0,82
Cosmideo FO1G12
“Carboxynorspermidine decarboxylase” Blast X 0,99
Synechocystis sp.
pO18R Pseudomonas aeruginosa Blast N 4.3e-27
Gene uvrB
Produto génico wvrB Blast X 1e-29
. Fscherichia coli
 pOI9F Mycobacterium tuberculosis Blast N 9.5e-05
‘ cosmideo 128
“Actin interacting protein 27 Blast X 8e-09
Saccharomyces cerevisiae
pOI9R A, thaliana Blast N 0,00017
' Gene hch codificando “blue copper-binding protein”
“Actin interacting protein 2” Blast X. 5e-04
- Saccharomyces cerevisiae
p020F Seqiiéncia de DNA de Blast N 5,0
Drosophila melanogaster
Proteina “Naphtalene dioxygenase iron sulfur” Blast X 6,9
- Neptunomonas naphthovorans
pO20R “UPP_Yeast Uracil phosphoribosyltransferase (UMP Blast X 0,13
pyrophosphorylase)”
Saccharomyces cerevisiae
pO21F Nenhuma homologia Blast N
' “Mannosyltransferase” Blast X 0,053
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021R Escherichia coli K-12 MG1655 Blast N P.4e-16
Seciio de 185 a 400 do genoma completo
Proteina Rf6D Blast X Te-14
Vibric cholerue
Proteina transmembranica Blast X 5.8
" Rhodobacter sp.
Pseuclomonas viridiflava Blast N 8a-04
“pectate lyase”
“Spore-cortex-lytic enzyme prepeptide precursor”™ Blast X 3,4
Bacillus subtilis
pO24F Pseudomonas cepacia Blast N 0,002
Seqiiéncias de insergdo: 1S401, 1S401 transposase, 15408
transposase
“ABC transporter” Blast X 3e-07
Homo sapiens
p024R Proteina hipotética 2 Blast X 3,1
Mus musculus
p025F Nenhuma homologia Blast N -
“Phenol catabolic pathway positive regulator” DnpR Blast X 1,8
Psendomonas sp.
Nenhuma homologia Blast N -
Nenhuma homologia Blast X -
p026R “VF17-VARYV DNA-binding 1 1kD phosphoprotein™ Blast X 1,4
Virus da variola
p027F Saccharomyces cerevisiae Blast N 0,51
Genes: PRP21, SPP91, CDC6, NUC1 e CRY?2
Proteina hipotética de 44.2KD da regido intergénica Blast X 2e-07
GLK-NUPC Escherichia coli
. p027R “PBP3 penicillin-binding protein 3 precursor” Blast X 5e-06
Escherichia coli
- p028F DNA humano do cromossomo 19-“specific Blast N 0,22
cosmidF25419 containing family members™
Homo sapiens
“Hepatocyte growth factor activator inhibitor” Blast X 9.2
Homo sapiens
p028R “AMP1 Human putative aminopeptidase 1” (metap 1) Blast X 3e-11
{(peptidase M 1)
p029F Gallus gallus Blast N 0,14
Seqiiéncia de DNA do contig do cosmideo cB12
Transcriptase reversa Blast X L7
Cacnorhubdius elegans
GumO Blast X 0,27
Xanthomonas campestris
Brucella ovis Blast N 2e-04
Fragmento génico, regido repetida
“Homeobox protein HOX-D3” Blast X 6,9
Homo sapiens
pO30R “AQPZ Aquaporin 2 Blast X 5e-36
(bacterial nodulin-like intrinsic protein)”
Escherichia coli
pO3IF “L-sorbose dehydrogenase, FAD dependent™ Blast X Se-14
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2F Proteina FtsK-like Blast X 6e-26
Azospirillum brasilense
p032R ATPase CipC Blast X 473
Freponema pallidum
p033F “Cobalamin biosynthesis protein D” Blast X le-09
Methanobacterium thermoautotrophicun
p033R Proteina BluC Blast X 6e-05
Rhodobacter capsulatus
p034F HUMF 12MUT “coagulation factor XIilI gene™ Blast N 0,35
Homo sapiens
“Y4JC_Rhisin” Proteina hipotética de 13,1kDa Y4jC Blast X 3e-23
Rhizobium sp.
p034R 51A Proteina de superficie Blast X 4,6
Paramectium tetraurelia
035F Caenorhabditis elegans Blast N 0,088
Cosmideo ZC8
“Adaptative response regulatory protein” Blast X 6e-13
Pseudoalteromonas sp.
p035R Bacillus subtilis Blast N 2,1
Genes: nprE, yla(A-0) e pycA
“Aspartate-B-semialdehyde dehydrogenase” Blast X 2e-06
Legionella pneumophila
p036F “Tox protein DT-201” Blast X 0,003
Gene artificial
p037F Mycobacterium tuberculosis H37Rv Blast N 0,015
Proteina hipotética Rv2476c¢ Blast X 2e-07
Mycobacterium tuberculosis s
p039F Caenorhabditis elegans Blast N 0,86
Cosmideo F56C9
Nenhuma homologia Blast X -
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Provaveis Funcoes das GSS da
B. abortus

Enzimas

&

Transporte
Celular

@ Viruléncia e
Patogenicidade

Proteinas "Heat
Shock"
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Gridfico 1: Proviveis fungdes das GSS da B. abortus. Andlises das GSS geradas permitiram
a identificagdio de 11% de genes supostamente envolvidos em viruléncia e patogenicidade,
24% de genes homdlogos a enzimas, 7% «a proteinas envolvidas no transporie celular, 2% a
proteinas “heal shock” e 52% com outras fungdes. Das 100 GSS geradas, apenas 426 desias

néo apresentaram homologia a nenhuma seqiiéncia depositada em banco de dados.
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Homologia das sequéncias da
Brucella e outros organismos

7 Brucella

QOutras
Bactérias

21% Qutros

Organismos

# Organismos

Homodlogos
Desconhecidos

Grdafico 2: Homologia das seqiiéncias da Brucella e outros organismos as GSS da B.
abortus. Das 100 seqiiéncias geradas, 11% apresentaram homologia a genes de espécies do
género Brucella, 52% apresentaram homologia as demais bactérias, 2% a outros

organismos e em 16% destas ndo foi possivel a identificagdo do organismo homdlogo.
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2. Caracterizacio Molecular do clone 64

A obtencdo da estrutura priméaria completa do clone 64 foi alcangada através da construgao
de subclones e utilizagio de duas estratégias. A primeira consiste no sequenciamento dos
subclones obtidos através da analise do perfil de restri¢do deste clone e a segunda estratégia
consiste no “primer walking” através da utilizagio de oligonucleotideos desenhados nas
seqiiéncias dos subclones, possibilitando a definigdo da estrutura priméria completa do

inserto deste clone.

2.1. Mapa de restri¢io

Com o objetivo de determinar o tamanho do inserto do clone 64, bem como organiza-lo
estruturalmente, foi realizado um mapeamento por endonucleases de restrigio com as
seguintes enzimas: LcoRl, Psil, Hindlll, Bgll, Xmnl, EcoRV, BamHI, Notl, Bglll, Hincll,
Nhel, Smal e Xbal (figura 8). As analises dos perfis de restricio apresentados pela figura 8
permitiram estimar o tamanho do inserto do clone 64 em aproximadamente 3,0Kb e construir
subclones derivados do inserto do mesmo. Nesta figura nas canaletas de 2 a 5 estdo
mostradas as digestdes utilizadas na geragio dos subclones do clone 64. A canaleta 2
apresenta a digestdo com duas enzimas que ndo cortam o inserto (£coRI e Psil), liberando-o
do vetor pUCI2 (figura 3, anexo). Sendo assim, apesar da existéncia de digestdo parcial,
verifica-se que o inserto possui em média 3,0Kb que somados acs 2,6Kb do vetor
correspondem ao clone 64 nio digerido. As canaletas 3 e 5 mostram digestdes com as
enzimas HindlIl e Xmnl respectivamente, e seus produtos de digestdo originaram os trés
subclones deste trabalho. A primeira enzima possui um sitio na seqiiéncia do inserto e um no
vetor. O fragmento de 1,5Kb produzido por esta digestdo foi utilizado como sonda no
“Southern Blot” e representa quase que exclusivamente o gene exsd da B. abortus. O
fragmento de 4,0Kb foi recircularizado originando o segundo subclone. O fragmento de
1,0Kb produzido pela digestio com Xmnl representa exclusivamente o inserto do clone 64
originando o terceiro subclone deste trabalho. O fragmento de 2,0Kb da canaleta 4 também
foi utilizado na construgdo de um subclone, porém sem sucesso. As digestSes das canaletas
de 6 a 13 mostram a linearizacdo do clone 64 devido a existéncia de um sitio tnico das

enzimas no inserto deste clone ou na seqii€ncia do vetor.



Resultados e Discussio 59

12 34585 6 7 89 1011 12 13

5.0kb
4,0kb
3,0kb
2,0kb
1,6kb

1,0kb

0,5kb

Figura 8: Mapa de restricio do clone 64. Gel de agarose a 1% exibindo os perfis
eletroforéticos de digesides enzimdaticas simples e duplas. A canaleta | mostra o padréo de
peso molecular | Kb DNA Ladder (GIBCO BRL). As canaletas 2 a 13 mostram os perfis das
digestdes com as enzimas: EcoRl/Pstl; HindlIl; Bgll; Xmunl; LeoRV,; BamHl; Notl; Bglll,

Hincll; Nhel; Smal e Xbal, respectivamente.
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2.2. “Primer Walking”

Os trés subclones de 4,0Kb, 1,5Kb e 1,0Kb, representados na tabela 4 foram sequenciados
em suas duas extremidades. Um niimero maior de subclones poderia ser gerado através da
utilizagdo de digestdes duplas (com duas enzimas) do clone 64. Entretanto, decidiu-se

utilizar a segunda estratégia que consiste no “primer walking”, citado anteriormente.

Nesta abordagem oligonucleotideos interiores as seqiiéncias dos trés subclones construidos
foram desenhados e utilizados em reagdes de sequenciamento com o objetivo de completar a
estrutura primaria do clone 64 (item 2.7). Esta técnica utilizada é rapida pois elimina as
etapas de clonagem e transformacdo utilizadas na primeira estratégia. Além destes
oligunucleotideos interiores 4 seqiiéncia do inserto do clone 64, foram realizados
sequéhciamentos com os oligonucleotideos universais (M13 Foward e Reverse, item 1.6),
que sdo complementares 4 seqiiéncia do vetor pUC12. Ambas as fitas de DNA dos subclones
gerados foram sequenciadas em média cinco vezes, devido a alta porcentagem de GC
encontrada no genoma da B. abortus, permitindo a determinac@o da seqiiéncia nucleotidica

com 0 minimo de erros.
2.3. Ordenamento clonal

Todas as seqiiéncias geradas foram ordenadas e editadas manualmente ou através de
programas computacionais (tabela 3/n° 4). A organizago da estrutura primaria do clone 64 €
mostrada na figura 9, com representagio esquematica de todos os subclones provenientes de
digestdes enzimaticas e de todas as seqiiéncias geradas pela utilizagdo dos oligonucleotideos.
A estrutura do clone 64 esta de acordo com os resultados sugeridos pelo mapa de restrigdo
apresentando 3063pb de inserto. Andlises posteriores permitiram a identificagdic de um

segundo gene presente neste clone: o gene ccpA.
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Tabela 4: subclones do clone 64

61

Clone Enzimas utilizadas na digestiio
pUC18:1000 Xmnl
(1,0Kb)
pUC18:1500 Hindlll
(1,5Kb)
pUC12A1500 Hindlll

(4,0Kb)
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2.4. Seqiiéncia nucleotidica do clone 64

Apos o sequenciamento do inserto do clone 64, todas as sequiéncias geradas foram
submetidas a analises computacionais (tabelal/n°s 3 e 5) com o objetivo de identificar as
possiveis ORFs (janelas abertas de leitura) e seus elementos regulatorios existentes neste
clone. Foram encontradas duas ORFs, homoélogas aos genes exsd de R. meliloti € ccpA de

Lactococcus laciis e B. megaterium.

Alguns critérios foram adotados para a classificagdo das seqiiéncias como ORFs. Elas
deveriam possuir mais de 70 residuos de aminoacidos, comegar com ATG, GTG ou TTG e
serem precedidas pela seqiiéncia complementar 3 AUU CCU CCA CUA G 5’ para o 168
de E. coli conhecida como Shine Dalgarno (SD) (Shine & Dalgarno, 1974).

A seqliéncia codificadora do gene exs4 de R. meliloti possui 1812pb, 603 aminoacidos e €
composto por trés possiveis codons de iniciagio. Até o momento ainda ndo se sabe qual
destes trés codons é verdadeiramente o responsavel pelo inicio da tradugdo da proteina pois
todos eles sdo precedidos por SD (Becker ef al., 1995). O gene exs4 da B. aborius apresenta-
se incompleto no clone 64 e baseando-se no primeiro cédon de iniciagdo de Rhizobium pode-
se concluir que estdio faltando apenas 15pb na porgdo 5° deste gene para que sua seqiiéncia

codificadora se torne completa.

A determinacdo da estrutura primaria completa do clone 64 (figura 10) mostrou que o gene
exsA da B. abortus é composto por 1791pb, codifica um polipeptideo de 596 aminoacidos e
65,5kDa. Sua sequéncia parcial foi depositada em banco de dados sob nimero de acesso
AF218367 (tabela 3/n° 9 e 13). Nesta seqiiéncia foi encontrado um provéavel codon de
iniciacdo, TTG, e um cédon de terminagdo, TAA. O codon de iniciagio TTG identificado
tem a mesma localizagio do segundo codon de iniciagdo do gene exs4 de R. meliloti. Devido
a este fato e devido a existéncia de uma seqiiéncia SD anterior ao mesmo, acredita-se que
este codon TTG constitua realmente um codon de iniciagdo do gene exs4 desta bactéria,

podendo ser o local onde a tradugdo comega.
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O gene ccpd da B. abortus, também presente no clone 64, é composto por 1026pb, codifica
um polipeptideo de 341 aminoacidos e possui peso molecular de 36,8kDa (tabela 3/n° 9 e
13). Sua seqiiéncia codificadora esta completa neste clone. Neste gene foram encontrados
codons de inicia¢dio e terminagdo, bem como a seqiiéncia SD anterior ao primeiro. Anélises
computacionais mostraram que este gene é expresso no sentido contrdrio ao gene exs4
(tabela 3/n°9). Entre os genes ccpA e exs4 da B. abortus existe uma regido intergénica de

91pb. A seqiiéncia génica do ccpA sera depositada em breve em banco de dados.

O gene exsd de R. meliloti apresenta-se organizado formando grupos funcionais juntamente
a outro gene da mesma familia que se localiza posteriormente a este primeiro, conhecido
como exsB (Becker ef al, 1995). Em P. aeruginosa, os genes exsA, exsB e exsC foram
caracterizados como parte de um grande operon. Este fato ndo é muito relevante nas analises
do gene exsd da B. abortus pois estes genes de P. aeruginosa desempenham fungSes muito
diferentes da provavel fungio exercida por este gene da B. abortus (Hovey & Frank, 1995).
Entretanto, baseados na proximidade filogenética existente entre Brucella e Rhizobium,
esperava-se que a organizacdo do gene exsA fosse a mesma para estes dois microrganismos.
Contrariando o esperado, analisando-se as caracteristicas encontradas entre os genes exs4 e
cepAd da B. abortus citadas acima, pode-se dizer que posteriormente ao primeiro ndo existe
nenhum outro gene desta mesma familia. Sendo assim, em Brucella, a organizagio do gene
exsd é diferente daquela presente em outros organismos. Um fato que pode explicar esta
diferenga é que, apesar da proximidade existente entre Brucella e Rhizobium, em algum
momento do processo evolutivo, estes se diferenciaram, levando & aquisigio de uma
organizagdo génica diferente para cada um destes microrganismos. A figura 11 mostra a
organizacdo estrutural dos genes exsd da B. aborius e R. meliloti, destacando-se a diferenga

existente entre as sequiéncias génicas destes dois microrganismos.
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ATCGATTTCCGGGGGCCTGCGTTCCGCAGCGTTCTCGGCTACACGTTCAGCCACTGGCGAAGTCAGCCCTTGCG

o
>

Gene exsA

CTGTCGGCGATGATTATCGGCATGTTGCTGGCGACACCGCCCGACGTTCTCACCCCGCTCTATTCCGGGCGGCTG

.

GTGGATTCGCTGTCGCTGGGCAGCAAT GCATGGGATGCGGCGATCCACGCLLTCATCGCLCTECTICTCGCTGGET
operon F e

—b
GCGCTGGCGCTCETTTCGCEGGECAGGTCACGTTTTTATGTCCTTGACCGACTTCACCTTGAAAATCATGAGCGAC

o

ATGGCGGCARGCGCCTTTCGCAAGCTGCARCGCTTTTCGACCGACTGGCACGCGAATGCCTTTGCCGGCTCGACE

B

GTGCGCAAGGTGACACGCGGCATGTGGGCGCTCGACCTGCTGAACGACACGCTCATCATCGCGCTTCTGCCCTCG
—p

CTCCTGATGCTCGTGGGTTCEETGETGCTGCTGGCATGETTCTGGCCACTGATGGGCCT GATGGTGGCAATCGEC

—p

TCGETGCTTTATATCGCCTGCACCATCGTCATCTCECTTGETTTCGTEGCGCCTGCGGCCACGCTCGCAAATAGC
eusAF b

—p
TGGGATACGCGCATGGGCECTGCACTGGCCEGATTCCATGTCGTGCAACGCCGTGGTCAAGGCTTTCGGCGCAGAA
—

GCGCGCGAGGATCAACGECTCGCCATGETCGTGAACAAGT GGCGCACGCACACGGCGCACATGGCTGCAGGTCTG

—

CACGCAGGATCCCGTTTCATCCAGGGGACAAACCTTCTGGTGATGCGCEGCET CATCATCGCTTTTGCCCTTTAT
—

CTGTGRACCAGGRGGCAAGCRACGECTGGCGATATAACCTTTCGTTCTCACCGCCTTTTCTTCATGCTGCAAGGC
>

TATCTGCGTGATET GGGCATGCATATCCGCAACCTGCARCGCTCGGTCAARTCACATGGAGGAACTGGTCGATATC

—

GAAGCCCAGCTACGCATTGCCGACAAGCCLGECGCECCCGCEGATCAGGATCGELAATGGCGAGATCACCTTCAAT

—p

Figura 10 (continua)
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CACGTCACCTTCCATTATGGCAGGCACGAAGCCGCGCTCTACCGCGACTTCTCGGTGCGGATCCAAGCTGGCGAG
B

CGGGTCGGTCTGGCGGGLTCLGGCTCCGGCAAGACGACCTTCGTGAAGCTCATCCAACGGCTTTATGACGTCAAT

P

GGCGGLGCAATCCTGATCGACGGGCAAAACATCGCCGATGTCACACAGGCGTCCCTGCGETTCEGCAGATCGCCATC

B

GTGCAGCAGGAACCAATCCTGTTTCACCGGACGCTGGCGGAARAACATCGCCTATGCCCGCCCCGGCGCATCACAG

—p

GCCGAGATCGAGGAAGCCGLTCGCLCTTGCCAGUGCGCATGACTTTATCAGCCGGCTGCCCAAGGEECTACCGEGACE

P

CTGGTGGGCGAGCGCGGCGTGAAGCTTACCGGCGGTGAGCGTCAGCGCGTGGCAATTGCCCGCGCCTTCCTCGCG

—

GATGCGCCGATCCTCATTCTGGACGAGGCCACATCGAGCCTCGATTCGGAATCEGAAGTGCTGATCCAGCACGCC
i

ATGGAACGGCTGATGGTGGGGCGCACCACGCTTGTCATCGCCCACCGTCTTTCCACAGTGCGCGCGCTCGACCGG

b

CTTCTGGTGETTCGACAAGGGCCECATTGTCGAAGAAGGCAATCATGACGCGCTGATCCGCAAGTCAGACGGCATT

—p

TATCGTCGCCTGTTCGAGCGCCAGGCGCTGGARACTGACCARAGGGATTTGGAAGACATATCTGTTAACAAGCCAG
>

ATCCAGATATGGACGGCAGGGCCGGGAATATTCCGGCCCTGTTTCTGGATAAAGGCAAGTGCAAAACCGCTCGAA

ACGCGTTOTAGGCAGGAACTCTGGCGGRAAGACT GGCGAACGATGAGCTTATAGTCGATCCGCTGTGCAGGCGAL
-

TTTCCCCGCTCTCCATCTGGCECAARAGCATATCGGCGGCATCCCGCGTCATCTCGAAAATCGECTGGCGAACAG

<

TGGTGATCTGCGGCGAGACCATAGTTGCAATCGCACTATCGTCAAAACCGACGACCGTAAGATCATCGGGAACGE
<

CGATCCCGGCATCATAGGCGACCTGCATCACGGECGECTGCCATATCGTCATTGGAGGCGAAGATGGCGETCGELC
<

Figura 10 (continua)
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TGTTCGGGAGCGAAAGCAGCTTGCGGCCCGCCACAAGGCCGCTTGCARAARCTGAACCCGCCCTGCACCTCATAAT
§—

CGGAATTGCCTTCGATCCCCGCCTCACGCAGCGCGCGGCGATAGCCTTCCAGGCGCAATTCGGCAGAACGGTGTG
G
R

TCGGATCGCCAATCACGATGGCGATCTTTCGAT GACCGAGTTCCAGGAGATAGT TCATCAGATCGACAGCCGCCG
exsAR (complementar)

e
<G

CCTCGTCGTCGATGGTGACGCTETCGGTCGEGATGCACATTCGCATCCCCCGCCACACGCGUGARAGGCACTGGCC
<

GAGGCCGTAAATTCCTGCAAAATGTCCGGGETCATCCGACATGGEGEEGCGTGACGATGATGCCGTCAAGACTCGGAA
<4

GCATGGGCGGTTTCGACAAGCGCACCGUGAATATCGGCCCGGTTTTCGACCGGAAAGATAAGGAGCCGGTAGCGC
<

GTGCCACGCAGGCGTTCGAGTGCGCCCATCTGCAATTCGETGACATAACTGGAGCTCGGETTTTCAAAGARARGG
= pperon B (complementar)

¢
CCGATCCAGGTGCGAGCGGCECTCGACCAGATTGECET GCCGCCACATTGGGGGCGATAGCGCAGTTGCGCACCGG
<

CCTGTTTTACTTTTTCGCGTATGGCTTCGCGCACGTTCCGGCTCGTCGTTATAGACGLGCGAAACAGTCTTGATCG
4

ACACGCCAGCAAGGCGCGCCACATCATGTATCGTTGCTCTTTTGCCCGTCGCGGCLCATGCGGATCGTCTTCCCT

o
~&

Gene ccpA

GTCTGTTTTCTARCTAACCGTTCGCCGCGAAACGAARAAGGGAAAGCAGGGAACCGAACAAAACGCGCGAGCGLGT
CAGAAACCGAACTTCGCGCCCGTTGT CGAGCGAGAACATGCCGLCGCGCCCCGEAACGACATCGAT

Figura 10: Seqiiéncia nucleotidica do inserto do clone 64. Na primeira linha estdo
representacdos os nucleotideos do clone 64. A flecha indica a diregéio do transcrito esperado.
Os possiveis cadons iniciadores estdo destacados em azul e os terminadores em vermelho.
As provaveis segiiéncias “Shine-Dalgarno” (SD) estéo sublinhadas e em negrito. A regido
intergénica esi¢ destacada em itdlico.  Em vermelho escuro estido destacados os
oligonucleotideos utilizados no sequenciamento e as setas que os acompanham mostram a
diregdo de cada um. F importante lembrar que a segiiéncia do gene ccpA estd representada

pela sua fita complementar.
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3. Gene exsA da B. abortus

3.1. Andlise de homologia

A seqiiéncia de aminoécidos do gene exsA da B. abortus possui alta homologia com proteinas
do tipo ABC (“ATP-binding cassette™) transportadoras de varios organismos (tabela 5).
Estes transportadores sdo responsaveis pelo transporte de varias moléculas (ions,
aminoacidos, peptideos, antibioticos, polissacarideos, proteinas, etc) através da membrana

citoplasmatica, com especificidade ao substrato (Braibant ef al., 2000).

Tabela 5: Blast X do gene exsA da B. abortus

Organismo - Homologia Probabilidade Identidade
Rhizobium meliloti ATP-binding 0.0  67%
transport protein
exsA \
Brucella abortus ATP-binding protein 6x10™ 38%
B
Brucella abortus ~ ATP-binding protein  5x10”  42%
A . | |
Vibrio cholerae ABC transporter, 8§x10™ 38%
ATP-binding protein |
Deinococcus— ABC transporter, 1x '1(_}‘_59_ L 34%

~radiodurans ATP-binding protein

A mais alta homologia encontrada foi com o gene exsd de R. meliloti. Neste microrganismo
este gene codifica um transportador ABC envolvido no transporte de polissacarideos para o
exterior da célula, especificamente o polissacarideo extracelular conhecido como
succinoglicano ou EPS 1. Este gene de R. meliloti foi identificado por Becker ef al (1995).
Mutantes deste gene neste microrganismo mostraram reduzida capacidade de invadir as
raizes de suas plantas hospedeiras. Gonzalez e/ al (1996), mostraram que os polissacarideos

constituem fatores de viruléncia de varios organismos, desempenhando um papel estrutural
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no processo de invasfio, possibilitando a adesdo destes em seus hospedeiros, aumentando a
aquisi¢cdo de nutrientes ou promovendo protegdo contra estresse causado pelo meio. Sendo
assim, baseados na semelhanca das seqiiéncias, pode-se dizer que provavelmente o gene exsA
da B. abortus codifica um transportador ABC e consiste em um importante fator de
viruléncia desta bactéria, estando provavelmente envolvido no transporte de polissacarideos
para o exterior deste microrganismo. Andlises posteriores que serdo brevemente discutidas

fornecem dados que refor¢cam esta afirmagio.

O gene exs4 é também encontrado em P. aeruginosa. Entretanto, neste microrganismo, este
gene desempenha uma fungdo muito diferente daquela encontrada em Rhizobium, pois
consiste em um fator de ativagio de transcricio da familia AraC, responsavel pelo controle
da expressio de proteinas extracelulares de viruléncia. Este gene também esta envolvido nos
processos de viruléncia deste microrganismo, mas de uma forma diferente daquela observada

em R. meliloti (Hovey & Frank, 1995).
3.2. Motivos protéicos presentes no gene exsA

Os transportadores ABC possuem quatro dominios associados a membrana. Dois deles sdo
altamente hidrofobicos, conhecidos como dominios transmembréanicos e os outros dois sdo
caracterizados como dominios citoplasmaticos, localizados na periferia da face

citoplasmatica da membrana (Higgins, 1992 e Braibant e a/., 2000).

As analises de motivos protéicos conservados na sequéncia do gene exsd da B. abortus
(tabela 3/n°6) identificaram os dois dominios citados anteriormente, presentes em todos 0s
transportadores ABC de todos os organismos, como mostrado na figura 12. Os dominios
citoplasmaticos se ligam as moléculas de ATP desencadeando a hidrolise destas, iniciando o
processo de transporte. Estes sio os dominios mais conservados destas proteinas e
provavelmente os mais importantes, uma vez que alteragdes em suas seqliéncias bloqueiam
totalmente a fungdo dos  transportadores ABC, Acredita-se que os dominios
transmembranicos sdo responsaveis pela especificidade de cada transportador (Braibant e al.,
2000). A identificacio destes dominios protéicos altamente conservados em todos os
transportadores ABC confirma a hipotese anterior de que o gene exsA da B. aborfus codifica
uma proteina membro da familia dos transportadores ABC. Os dominios citoplasmaticos

desta familia possuem algumas seqiiéncias altamente conservadas em todos os organismos
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que constituem motivos de ligagdo ao ATP: motivos Walker A e B e “ABC signature”,
situado entre os dois primeiros. Estas seqiiéncias podem variar um pouco de localizagiio mas
sdo caracteristicas tipicas destes transportadores. Analises da seqiiéncia protéica ExsA da B.
abortus revelaram a existéncia das trés seqiiénecias citadas acima, contribuindo na
caraterizagdo do gene exsA como um transportador ABC. Na figura 13 esta representado o
alinhamento das seqiiéncias protéicas ExsA de B. abortus e R. meliloti, destacando-se os
motivos Walker A e B e o “ABC Signature”. No inicio desta mesma figura é possivel
observar os cinco amoinoacidos que faltam na seqiiéncia codificadora do gene exs4 da B.

abortus.
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3.3. Estrutura secundaria

Os dominios transmembréélicos dos transportadores ABC consistem de quatro a oito -
hélices que atravessam a membrana, formando um canal que permite a translocagdo do
substrato através da mesma. Estes dominios sdio menos conservados em comparagdo aos
citoplasmaticos (Braibant et a/., 2000). Varios transportadores ABC apresentam seis -
hélices, como descrito por Ko e Splitter (2000). Estes pesquisadores descreveram dois outros
transportadores ABC da B. abortus, denominados BapA e BapB. Entretanto, o numero de o~

hélices pode variar entre as proteinas desta grande familia.

Analises computacionais da proteina ExsA da B. abortus (tabela 3/n° 7) permitiram a
determina¢io da estrutura secundaria da mesma, sugerindo que sua estrutura
transmembréanica possui cinco o-hélices, separadas por duas algas citoplasmaticas e duas
periplasmaticas (figura 14). Esta informagédo fornece, mais uma vez, um dado importante na
afirmacéo de que a proteina ExsA desta bactéria representa um transportador ABC, uma vez
que estas proteinas apresentam o mesmo tipo de estrutura secundéria. A presenca destas o~
hélices é importante para o transporte de compostos através da membrana e principalmente
para a especificidade do substrato, uma vez que acredita-se que estes dominios
transmembranicos sdo os responsaveis por esta especificidade. Este fato é facil de ser

compreendido pois sdo estes dominios que entrardo em contato com o substrato transportado

(Higgins, 1992 e Braibant ef a/., 2000).
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3.4. Analise de hidrofobicidade

Analises de hidrofobicidade pelo método Kite-Doolittle da proteina ExsA da B. aborius
(tabela 3/n°7) indicaram que esta proteina € uma tipica proteina transmembrinica composta
por cinco segmentos que atravessam a membrana, exatamente como foi proposto pela
modelagem da estrutura secundaria da mesma. Este perfil de hidrofobicidade coincide com
varias outros transportadores ABC, como por exemplo, BapA e BapB de B. aborfus e NdvA
de R. meliloti, que possuem um maior nimero de segmentos transmembrénicos mas com

estrutura semelhante (Ko & Splitter, 2000).

A figura 15 mostra o perfil de hidropatia da proteina ExsA da B. abortus, destacando-se as
cinco porgdes transmembrénicas e seus respectivos padrdes de hidrofobicidade. Os
resultados desta figura coincidem com aqueles da figura 12, que mostra que os dominios
transmembranicos se concentram na por¢do inicial desta proteina (destacados em vermelho
na figura 12 e em verde na figura 15). Sendo assim, os resultados da figura 15, além de
confirmarem aqueles da figura 12, reforcam a argumentagdo de que esta proteina € um
transportador ABC e que esta possui todas as caracteristicas dos membros desta familia.
Estes resultados obtidos s&o os mesmos daq‘ueles encontrados no gene exsA de R. meliloti

{Becker er al., 1995).
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3.5. Modelagem computacional da seqiiéncia protéica do gene exsA

Com o objetivo de determinar a estrutura tridimensional da proteina ExsA da B. abortus, sua
seqiiéncia foi submetida a modelagem computacional (tabela 3/n° 8). A figura 16 mostra o
modelo tedrico gerado por estas analises, visualizado através do programa RasMol (tabela
3/n° 15). Este resultado mostra a modelagem de apenas 113 dos 596 aminoacidos presentes
na proteina ExsA da B. abortus, que representam uma das subunidades dos transportadores
ABC. As anilises foram baseadas na difragdo de raios X obtidas do modelo disponivel da
subunidade de ligagio a ATP (“ATP-binding subunit™) do transportador ABC de S
typhimurium (acesso PDB:1BOU).

A seqiiéncia parcial protéica ExsA modelada ¢ caracterizada por seis a-hélices, duas fitas f e
15 algas ou “loops” (figura 16). Os resultados obtidos através desta analise confirmam mais
uma vez que a seqiiéncia protéica do gene exsd da B. abortus codifica um transportador
ABC pois tem como modelo a subunidade mais conservada das proteinas desta familia que €

o dominio que se liga a molécula de ATP de S. typhimurium.

As analises de modelagem computacional ndo perntitiram a defini¢io completa do nimero de
a-hélices, fitas § e alcas ou “loops” da proteina ExsA da B. abortus. Entretanto, analises do
programa PredictProtein (tabela 3/n°14) mostraram que esta provavelmente € composta por

65,3% de a-hélices, 9,4% de fitas B e 25,3% de al¢as ou “loops™.

A maioria dos transportadores ABC bacterianos sdo codificados por varios genes
normalmente organizados em operons, ou em “clusters” funcionais (Braibant ez a/., 2000).
Aparentemente, este é o caso do transportador ABC de S. typhimurium. Esta afirmacéo
baseia-se na proteina deste microrganismo utilizada na modelagem da proteina ExsA da B.
abortus. A proteina de S. typhimurium é codificada por um Unico gene e € composta por 262
aminoacidos que representam a subunidade de ligagdo ao ATP dos transportadores ABC.
Provavelmente, outros genes deste microrganismo codificam os demais dominios destes
transportadores. Em Brucella o transportador ABC identificado neste trabalho € codificado
por um Unico gene, o gene exs4 como demonstrado nas figuras 12 e 16. Na primeira sdo
mostrados os dominios citoplasmatico e transmembréinico da seqiiéncia protéica do gene

exsd da B. abortus. Um transportador ABC ¢ composto por estes dois dominios, sendo
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assim o gene exsA da B. abortus, que possui 596 aminoacidos, codifica todos os dominios
desta proteina. Os resultados da figura 16 comprovam esta afirmagdo uma vez que apenas
uma por¢do da proteina ExsA composta por 113 aminodcidos foi modelada, representando a
subunidade de ligagio ao ATP. O restante do gene exs4 provavelmente codifica os demais

dominios deste transportador.
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Figura 16: Modelagem da estrutura tridimensional parcial da proteina ExsA. O modelo
foi feito com [13 dos 396 aminodcidos presentes na seqiiéncia protéica do gene exsA da B.
abortus. Esta estrutura é caracterizada pela presenca de 6 a-hélices (representadas em
rosa), 2 fitas B (representadas em amarelo) e 15 algas ou “loops” (representadas em azul).
Os segmentos em branco representam residuos diferentes destes citados anteriormente.  As
porcdes N-terminal e C-terminal da seqiiéncia protéica Exs4 modelada estdo representadas
em verde e vermelho respectivamente. A estrutura tridimensional obtida foi baseada na
difracdo de raios X da subunidade de ligagdo a ATP do transportador ABC de S.

typhimurium, composto por 262 aminodcidos.
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3.6. Transporte de polissacarideos

Em 1998 foi realizado um estudo com transportadores ABC de sete organismos diferentes
(Tomii & Kanehisa, 1998). Estes transportadores foram entdo classificados em 25 grupos
ortélogos, permitindo-se reconhecer a especificidade por determinado substrato de cada
transportador.  Entre estes grupos, os mais importantes sio aqueles envolvidos nos
mecanismos de viruléncia dos microrganismos, como por exemplo os responsaveis pelo
transporte de drogas e polissacarideos. O grupo ort6logo 6 inclui transportadores de toxinas
de E. coli, por exemplo, e transportadores de polissacarideos, principalmente o “cyclic $-1-2
glucan” também conhecido como polissacarideo B de R. meliloti (Tomii & Kanehisa, 1998 e
Ko & Splitter, 2000). Gonzalez et al (1996), mostraram que polissacarideos séo
reconhecidamente fatores de viruléncia de varios organismos. lannino ef al (1998),
mostraram qhe o “cyclic B-1-2 glucan” desempenha importante papel na simbiose ¢
tumorigénese de R. meliloti e A. tumefaciens respectivamente, sendo também caracterizado
como um fator de viruléncia. Sendo assim, a possibilidade de transportadores ABC
classificados no grupo ortologo 6 estarem envolvidos em patogénese bacteriana € maior que

em qualquer outro grupo (Tomii & Kanehisa, 1998 e Ko & Splitter, 2000).

Com o objetivo de confirmar a classificagdo do transportador ABC da B. abortus em um dos
grupos ortélogos citados anteriormente, andlises computacionais da estrutura proteica ExsA
da B. abortus foram solicitadas aos pesquisadores Kentaro Tomii e Minoru Kanehisa,
Universidade de Kyoto, Japdo. Estas analises permitiram a estes pesquisadores classificar
esta proteina da B. aborius no grupo ortdlogo 6 dos transportadores ABC. Esta informagéo ¢
muito importante pois confirma que o gene exsA codifica um transportador ABC e também
mostra a possibilidade deste gene estar envolvido nos processos de viruléncia e

patogenicidade da B. abortus,

Baseando-se nestas informacdes, pode-se inferir sobre os compostos que provavelmente sido
transportados pela proteina ExsA da B. abormus. Recentemente, lannino er a/ (1998)
caracterizaram o gene cgs da B. abortus, que codifica uma proteina integral de membrana
interna responsavel pela biossintese do “cyclic B-1-2 glucan” e transporte de proteinas para o
espaco periplasmatico e meio extracelular. A atenuagdo da viruléncia da Brucella em

camundongos foi verificada em mutantes deste gene, mostrando que 0 mesmo esta envolvido
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nas interagdes entre este microrganismo e seu hospedeiro. Outra informagio importante €
que estes mutantes ndo induzem produgdo de anticorpos contra o antigeno O do LPS,
possibilitando diferencia-los de espécies de campo da Brucella. A proteina Cgs apresenta
alta homologia as proteinas ChvB de A. rumefaciens e NdvB de R. meliloti e interagdo com os
produtos génicos de chvA e ndvA, destes mesmos microrganismos, respectivamente. Estes
ultimos genes codificam proteinas do tipo transportadores ABC (Ugalde, 1999). Como o
gene exsA da B. abortus, caracterizado neste trabalho, apresenta alta homologia ao gene
ndvA, pode-se supor que os genes ¢gs € exsA da B. abortus interagem entre si, promovendo a
biossintese do “cyclic B-1-2 glucan”, papel do gene cgs, bem como seu transporte para o
espago periplasmatico, papel que provavelmente seria desempenhado pela proteina ExsA.
Sendo assim, pode-se dizer que os genes exsA e cgs da B. abortus estio envolvidos nos
processos de viruléncia desta bactéria pois provavelmente sdo responsaveis pela biossintese e

transporte de compostos caracterizados como fatores de viruléncia.

Os transportadores ABC sdo parte de uma superfamilia de permeases que transportam varias
moléculas como ions, aminoacidos, peptideos, antibioticos, polissacarideos, proteinas, €
outros, através da membrana citoplasmatica, com especificidade por determinado substrato.
O LPS, componente da membrana externa de bactérias Gram-negativas, € composto por uma
porgdo antigénica, polissacarideo O ou antigeno O, e uma porgdo tdxica, conhecida como
lipideo A. O gene exsd de R. meliloti é responsavel pelo transporte de polissacarideos
através da membrana, especificamente o polissacarideo extracelular ou succinoglicano (EPS
1). Mutantes deste microrganismo apresentam reduzida invasdo em seus hospedeiros. Sendo
assim, baseados nesta afirmacgdo e na alta homologia dos genes exsd de R. meliloti ¢ B.
abortus, pode-se supor que o gene exsd deste ultimo esta envolvido no transporte de
polissacarideos através da membrana e mutantes do mesmo podem apresentar redugfo na
invasio de células hospedeiras como foi demonstrado em Rhizobium. Finalmente, pode-se
inferir que o polissacarideo O do LPS provavelmente consiste em um dos compostos
transportados pela proteina ExsA, estando esta, mais uma vez, envolvida no processo de
viruléncia da Brucella, uma vez que este composto ¢ reconhecidamente um fator de

viruléncia desta bactéria.

Se o gene exsA estiver realmente envolvido no transporte do polissacarideo O para o exterior
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da célula e se andlises de mutantes para este mesmo gene apresentarem atenuagio da
viruléncia da Brucella, este gene sera um otimo candidato a vacina. Primeiramente, devido a
atenuagdo da viruléncia e em segundo lugar devido ao fato de que a linhagem mutante para o
gene exsA provavelmente ndo levara a produgo de anticorpos contra o polissacarideo O do
LPS. Esta ndo produgdo de anticorpos ocorrera em conseqiiéncia da auséncia deste compaosto
do LPS, permitindo-se a diferenciag@o desta linhagem mutante em relagdo as linhagens de
campo da B. abortus. Um dos problemas da utilizagdo da linhagem 19 da B. abortus como
vacina ¢ que esta induz produgio de anticorpos contra o polissacarideo O do LPS, assim
como ocorre com as linhagens de campo. Sendo assim, fica dificil diferenciar se a producéo
de anticorpos contra este polissacarideo proveniente do gado vacinado com S19 € em
resposta 4 linhagem vacinal ou & de campo, dificultando o diagndstico da brucelose nestes

animais.
3.7. Determinaciio do niimero de copias do gene exsA no genoma da B. abortus

O género Brucella apresenta uma organizagdo gendmica constituida por dois cromossomaos,
cujo modelo evolutivo envolve eventos de duplicagdo a partir de um ancestral comum,
seguido de divergéncia até a situagdo atual (Jumas-Bilak e a/., 1998A). Para a construgo de
mutantes da Brucella € necessario verificar o nimero de copias dos genes nos cromossomos,

pois a presenga de mais de uma copia génica pode inviabilizar a obtengdo dos mesmos.

O namero de copias do gene exsd presente no genoma da B. abortus foi verificado através da
técnica de “Southern Blot”, utilizando-se como sonda o inserto do subclone pUCI8:1500
(figura 9 e tabela 3). Para isto, a estratégia adotada foi a utilizagdo de enzimas que ndo
reconheciam sitios no interior do inserto do clone 64, como Xbal, BamHI e £coRl e enzimas

que reconheciam sitios neste mesmo local, como HindllIl e Clal.

A figura 17 mostra os fragmentos identificados apds as digestSes com as enzimas citadas
acima. Utilizando-se como exemplo a canaleta 2, os resultados do “Southern Blot”
confirmam o mapa de restrigio. Nesta canaleta estd representada a digestio do DNA
gendmico da B. abortus com a enzima HindIll. O mapa de restrigdo mostra que esta enzima
digere o gene exsA em apenas um local, a 1,5Kb do inicio do inserto do clone 64. A banda
de aproximadamente 3,0Kb revelada no “Southern Blot” mostra a existéncia de um segundo

sitio de restrigio desta enzima do lado 5°do gene exs4 no genoma da B. abortus. A enzima
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Clal flanqueia o inserto do clone 64 e a identificacdo da banda de aproximadamente 3,0Kb
representa exatamente o tamanho deste inserto. As demais enzimas utilizadas ndo possuem

sitios de restri¢io neste inserto, consequentemente os fragmentos observados sdo maiores que

3,0Kb.

Através das analises dos resultados da figura 17, pode-se dizer que o gene exs4 € copia tnica
no genoma da B. abortus pois todos os fragmentos submetidos ao gel de agarose
apresentaram uma Unica banda. A sonda utilizada na identificagio do gene exs4 € composta
por quase toda a seqiiéncia nucleotidica do mesmo. Se este gene estivesse presente em mais
de uma copia no genoma desta bactéria seriam identificados mais de um fragmento de DNA
no gel de agarose, uma vez que a chance dos genes serem flanqueados pela mesma sequiéncia
de DNA no genoma da B. abortus é minima. Desta forma, o aparecimento de apenas uma
banda indica a presenga de apenas uma copia génica. Estes resultados mostraram a

possibilidade da construgio de mutantes exsA da B. aborfus.
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3.8. Obtenciio de mutantes exs4 da B. abortus
3.8.1. Inserciio do gene que confere resisténcia A canamicina no gene exs4 da B aborfis

Com o objetivo de obter mutantes exs4 da B. abortus, a seqiiéncia nucleotidica deste gene foi
interrompida no clone 64 pelo “cassete” de canamicina que confere resisténcia a este
antibidtico, utilizando-se um plasmideo ndo replicative (suicida) em Brucella. Para isto, este
“cassete”, presente no vetor pUC4K (figura 5, anexo), foi liberado deste através de digestdo
enzimatica (fcoRl). Em seguida, o mesmo foi inserido no inserto do clone 64 previamente
digerido com £coRV, a aproximadamente 980pb do inicio do mesmo. Este local de insergdo
foi escolhido por se encontrar na metade do gene exsd da B. abortus, facilitando
posteriormente a recombina¢do neste microrganismo. Nesta etapa foram obtidos 30 clones
resisténtes a canamicina e 6 foram escolhidos nas analises de digestdo enzimatica para

confirmacio da inser¢iio do “cassete”.

A figura 18 mostra a digestdo com Ps/I dos 6 clones escolhidos objetivando confirmar a
insercdo do “cassete” de canamicina no gene exs4. Como controles o clone 64 e o vetor
pUC4K foram também digeridos com a mesma enzima. A canaleta 2 mostra a linearizagéo
do clone 64 e a canaleta 3 mostra a liberagdo do “cassete” de canamicina do vetor pUC4K
(1,2Kb). As canaletas de 4 a 9 mostram a digestdo dos clones canamicina resistentes. Os
resultados desta figura mostram que todos os 6 clones possuem o gene exs4 interrompido
pela seqiiéncia do “cassete” uma vez que todos apresentaram a banda referente a este tltimo.
Estas 6 construgdes idénticas foram denominadas clone 64;Kan, Destes 6 clones obtidos, 1
foi aleatoriamente escolhido e utilizado nos experimentos de obtengdo de mutantes exs4 da

B. abortus.

Na figura 19 é mostrado um esquema do clone 64:kan interrompido pelo “cassete” de
canamicina e na figura 20 ¢ descrita a seqiiéncia nucleotidica do mesmo, para melhor

visualizacdo.
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Figura 18: Confirmagio da inser¢do do “cassete” de canamicina no plasmideo suicida.
Gel de agarose a 1% exibindo perfil eletroforético de digestdes enzimaticas com a enzima
Pstl de 6 clones para confirmacdo da inser¢éo do “cassete” de canamicina no sitio de
EcoRV do gene exsA da B. abortus. A canaleta | mosira o padrdo de peso molecular 1 Kb
DNA ladder. A canaleta 2 mostra o clone 64 digerido, e as canaletas de 3 a 9, mostram os
perfis das digesides do vetor pUCHK e de 6 clones que apresentaram a inser¢do do

'

“cassete ", respectivamente.
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Figura 19: Esquema do clone 64:Kan. Em azul e vermelho é mostrado o inserto do clone
64:Kan, destacando-se o gene exsA (vermelho) interrompido pelo “cassete” de canamicina
(azul) e o restante do inserto do clone 64 (vernetho) composto pelo restante do gene exsA e
pelo gene ccpA.  Nesta figura séo destacados ainda a localizagdo dos sitios de restri¢do das
enzimas Clal e Psil no clone 64:Kan. Lm cinza é mostrado o gene de resisténcia a

ampicilina.
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ATCGATTTCCEGEGEGCCTECGTTCCGCAGCGTTCTCGGCTACACGTTCAGCCACTGECGAAGTCAGCCCTTGE
GGCTGETCEGCGATGATTATCGGCATGTTGCTGGCGACACCGCCCGACGTTCTCACCCCGCTCTATTCCGGGCE
GCTGGTGGATTCGCTGTCGCTGGGCAGCARTGCATGGGATGCGGCGATCCACGCCCTCATCGCCCTGCTCTCG
CTGGGTGCGCTGGCECTCETTTCECGEECAGGTCACGTTTTTATGTCCTTGACCGACTTICACCTTGAAAATCA
TEAGCGACATGGCGGCAAGCGCCTTTCGCAAGCTGCAACGCTTTTCGACCGACTGGCACGCGAATGCCTTTGC
CGGCTCGACGGTGCGCAAGGTGACACGCEGCATETGGGCGCTCGACCTGCTGAACGACACGCTCATCATCGCE
CTTCTGCCCTCGCTCCTIGATGCTCGTGEETTCGETGGTGCTGCTGGCATGEGTTCTGGCCACTGATGGGCCTGA
TGGTGGCAATCGGCTCGGTGCTTTATATCGCCTGCACCATCGTCATCTCGCTTGGTTTCGTGGECGCCTGCGGC
CACGCTCGCARAATAGCTGGGATACGCGCATGGGCGGTGCACTGGCCGATTCCATGTCGTGCAACGCCGTGGTC
AAGGCTTTCGGCGCAGAAGCGCGCGAGGATGAACGGCTCGCCATGGTCGTGAACAAGTGGCGCACGCACACGE
CGCACATGGCTGCAGGTCTGCACGCAGGATCCCETTTCATCCAGGGGACARACCTTCTGGTGATGCECEGGCGET
CATCATCGCTTTTGCCCTTTATCTGTGGACCAGGGGECAAGCGACGGCTGGCGATATAACCTTTCGTTCTCAC
CGCCTTTTCTTCATGCTGCAAGGCTATCTGCGTGATGTGGGCATGCATATCCGCAACCTGCAACGCTCGGTCA
ATCACATGGAGGAACTGGTCGATAATTCCCCEGATCCGTCGACCTGCABGEEEGEEEGEGECECTGAGETCTGT
CTCETGAAGARGETETTGCTGACTCATACCAGECCTBAATCGCCCCATCATCCAGCCAGRAAGTGAGGGAGCC
ACGGTTGATGAGAGCTTTETTGTAGETGGACCAGTTGEGTEGATTTTGARCTTTTGCTTTECCACGEAACGETCT
GOGTTETCEEGRAGATECETEGATC TCATCCTTCAACTCAGCARRAGTTCGATTTATTCARCAARGCCGCCETC
COGTCARGTCAGCGTAATGCTCTGUCAGTGTTACAACCAATTAACCRAATTICTGATTAGARAARCTCATCGAGT
ATCAAATGARACTGCAATTTATTCATATCAGEATTATCAATACCATATTTTTGAARAAGCCGTTTICTGTAATGE
AARGGAGAARACTCACCOAGECAGTTCCATAGBATGECARAGATCCTGETATCGGTCIGCEATTCCGACTCETCO
AACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCATCARAARTAAGGT TATCAAGTGAGARATCACCATGAGTGACS
ACTEAATCCGGTGAGRRATGECAARAGCTTATGCATTTCTTITCCAGACTTGT TCARCAGGCCAGCCATTACGCT
CETCATCARRATCACTCAECATCAACCAAACCGTTATTCATTCETEGATTGCHGCCTCGAGCGAGACCARATACGECE
ATCGCTETTAARAGGACAATTACARRCAGGAATCEAATGCAACCGECECAGGARCACTECCAGCGCATCAACH
ATATTTTCACCTGAATCAGSATATTCTTCTARTACC TEGAATGCTSTTTTCCCEREGEATCGCAGTEETGAGTA
ACCATGCATCATCAGGAGTACSGATARAATGCTTEATGETCEGERAAGRGECATARATTCCGTCAGCCAGTTTRAG
TCTGACCATCTCATC TG TAACATCATTGECARCGCTACCTTTGCCATETTTCAGARACARCTCTGGCGCATCG
GECTTCCCATACAATCGATAGATTGTOGCACCTEATTEGCCCGACATTATCECEAGCCCATTTATACCCATATA,
AATCAGCATCCATETTEGAATTTAATCECGGLCTCEGAGCARGACSTITCCCETTGARTATGGCTCATAACALCL
COTTETATTACTETTTATGTARGCAGACAGTT T TATTETTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAR
CATCAGAGATTTTGRAGACACAACGTEGCTITCCCCCCCCCCCCTGCAGETCOACGEATCCEGEEARTTATCGA
AGCCCAGCTACGCATTGCCGACAAGCCCBGECGCGCCCGCGATCAGGATCGGCAATGGCGAGATCACCTTCAAT
CACGTCACCTTCCATTATGGCAGGCACGAAGCCGCGCTCTACCECGACTTCTICGETGCGGATCGAAGCTGECG
AGCGGEGETCGETCTGGCEGECTCCGGCTCCGGCAAGACGACCTTCGTGAAGCTCATCCAACGGCTTTATGACGT
CAATGGCGGCGCAATCCTGATCGACGEGCAAAACATCGCCGATGTCACACAGGCGTCCCTGCGTITCGCAGATC
GCCATCGTGCAGCAGGAACCAATCCTGTTTCACCGGACGCTGGCGGAAAACATCGCCTATGCCCGCCCCGGLG
CATCACAGGCCGAGATCGAGGAAGCCECTCECCTTGCCAGCGCGCATGACTTTATCAGCCGGCTGCCCAAGGG
CTACCGRACGCTGETEEECEAGCGCEEGCETEGAAGCTTACCGEGLGGTGAGCGTCAGCBCETGGCAATTGCCCGT
GCCTTCCTCGCGEATGCGCCGATCCTCATTCTGGACGAGGCCACATCCGAGCCTCGATTCGGAATCGGAAGTGC
TGATCCAGCACGCCATGGAACGGCTEGATGETEGEECGCACCACGCTTGTCATCGCCCACCGTCTTTCCACAGT
GCGCGCGCTCGACCEGCTTC TGGTGTTCGACAAGGGCCGCATTGTGGAAGAAGGCAATCATGACGCGCTGATC
CGCAAGTCAGACGGCATTTATCGTCGCCTEGTTCGAGCGCCAGGCGLCTGGAACTGACCAAGGGATTTGGARGAC
ATATCTGTTAA

Figura 20: Esquema da seqiiéncia parcial do clone 64:Kan. FEsta figura mostra a

’

localizagéio da insercdio do “cassete” de canamicina no interior do gene exsA no clone
64:kan. Os nucleotideos na cor preta representam o gene exsAd e os vermelhos represeniam
a seqiiéncia do “cassete” de canamicina. Os sitios de [icoRl do “cassete” de canamicina
que foram preenchidos para a inser¢do estdo representados em vermetho ¢ sublinhados.
Anteriormente e posteriormente a seqiiéncia deste “cassete’ esia destacado em azul o sitio
da enzima EcoRV que foi utilizada na linearizagio do clone 64, permitindo a insergdo do
mesmo. Em vermelho, no inicio ¢ no final da seqiiéncia do gene exsd esido represeniados

seus codons de iniciacdo (TTG) e terminagdo (TAA).



Resultados e Discussio 9

3.8.2. Eletroporaciio da B. abortus

Antes de se iniciar as eletroporagdes das construgdes clone 64:Kan da B. aborius, foram
realizados experimentos piloto com controles positivo e negativo objetivando a otimizacéo
dos parametros de eletroporagio e incubagdio. A linhagem 19 da B. abormus foi
primeiramente utilizada por motivos de seguranga. O controle positivo utilizado foi o vetor
que se replica em Brucella pBBRIMCS (figura 1, anexo). Como controle negativo foi
utilizado o vetor pBluescript II SK (+) (figura 6, anexo) conhecido como vetor suicida, assim
como ocorre com o vetor pUC12 (figura 3, anexo). Na eletroporagdo da linhagem S19 da B.
abortus com os controles foram utilizados dois valores de resisténcia (400 e 600 ) e dois
intervalos de incubacdo apds a eletroporacdo (4 e 16 horas). Apos o plaqueamento e
incubago, contou-se 0 numero de unidades formadoras de coldnias (UFC) obtidas em cada

tratamento.

Nas eletroporagdes com o controle positivo o tratamento utilizando-se 600£2 de resisténcia e
4 horas de incubagfio apés a eletroporagdo apresentou maior niumero de UFC, em torno de 1 x
10*UFC/ug. Este valor é um 6timo resultado para Brucella, representando uma excelente
eficiéncia de eletroporagdo para este microrganismo. No controle negativo, como esperado,

nao foram observadas colonias nas placas.

Apesar da otimiza¢do de todas as condi¢Bes necessarias a eletroporagdo da B. aborfus 519,
apos a eletroporagdo da mesma com as construgdes clone 64:Kan, nenhuma coldnia foi
observada nas placas apds o tempo de incubagdo pré-determinado. Varias concentragdes de
DNA foram utilizadas mas o resultado continuou negativo. Nesta etapa do trabalho,
esperava-se uma recombinacdo dupla entre o clone 64:Kan e o genoma da B. aborius com
conseqiiente troca do gene selvagem pelo gene mutado, interrompido pelo “cassete” de
canamicina. A hipotese levantada para explicar a auséncia de coldnias € que o experimento
estda otimizado apenas para eletroporagdes com vetores replicativos em Brucella. A
utilizaciio de um controle representado por um vetor suicida com um gene interrompido que
ja tenha produzido mutantes da Brucella eliminaria esta hipotese. Sendo assim, novos
experimentos deverdo ser realizados com o objetivo de se otimizar a eletroporagdo da 5.

abortus com vetores suicidas.
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3.9. Expressio da proteina ExsA recombinante da B. abortus

3.9.1. Amplificacio da seqiiéncia parcial do gene exsA4 da B. abortus

O objetivo deste experimento ¢ a produgdo da proteina ExsA da B. abortus para ser utilizada
nos testes de atenuacgiio da viruléncia dos mutantes exsd. Para isso, a sequéncia parcial do
gene exsd deste microrganismo foi amplificada por PCR a partir do clone 64. Os
oligonucleotideos utilizados nesta amplificagdo (exsABamF e exsAPstR) estio mostrados no
item 5.1. Estes possuem em sua extremidade sitios para enzimas de restrigdo com o objetivo

de se facilitar a clonagem.

Apos a amplificagdo, o produto foi digerido com as enzimas BamHI e Psil, clonado no vetor
de expressio pProEX HTb e cinco clones ampicilina resistentes foram selecionados. Com o
objetivo de confirmar a clonagem da seqiiéncia parcial do gene exs4 no vetor de expressdo
foi realizada uma digestio enzimatica com os cinco clones candidatos. A figura 21 mostra o
perfil eletroforético exibido por estes clones apos digestdo com as enzimas Psfl e HindIIL
Nas canaletas de 2 a 6 a banda em torno de 1,8Kb representa o gene exsA e a banda em torno
de 5,0Kb o vetor pProEX HTb. Este resultado confirmou que o gene foi clonado nos cinco
clones candidatos e estes foram denominados pProEXiexs4d.  Destes, trés foram

aleatoriamente selecionados para os experimentos de expressdo.
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Figura 21: Confirmagdo da clonagem do gene exsA da B. abortus no vefor de expressio
pProEX HTb. A canaleta | mostra o padréo de peso molecular Gene Ruller ladder (GIBCO
BRI). As canaletas de 2 a 6 mostram o perfil eletroforético dos clones candidatos. O
fragmento de aproximadamente 5,0Kb representa o vetor pProllX HTb linearizado e o
fragmento de aproximadamente 1.8Kb representa o gene exsA da B. abortus e estd indicado

pela seta vermelha.
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3.9.2. Expressiio do clone pProEX:exsA

Primeiramente foi feito um experimento piloto com os 3 clones selecionados, sendo que apos
a cultura atingir DOggo ~0,5, a expressdo da mesma foi induzida através da adi¢do de IPTG.

O produto expresso, apds indugdo por 3 horas, foi entdo analisado em gel de poliacrilamida.

A figura 22 mostra o resultado do gel de poliacrilamida da tentativa de expressio da proteina
ExsA dos clones pProEX:exs4. De acordo com analises computacionais (tabela 3/n° 13) e
manuais, esperava-se que a proteina ExsA apresentasse um tamanho aproximado de 65,5kDa.
Como controle negativo foi utilizada uma aliquota dos clones expressos que ndc sofreu
indugdo por IPTG. No gel de poliacrilamida, nas canaletas de 3 a 5, a expresséio dos clones
pProEX:exsA ndo esta clara, impossibilitando se fazer qualquer afirmagfo se houve a
expressdo da proteina. Nesta figura ndo € possivel se diferenciar uma banda na altura
esperada e decidiu-se fazer novo experimento determinando a cinética da expressdo. Nesta

etapa, dos 3 clones existentes 1 foi aleatoriamente selecionado.

A cinética da expressio foi realizada sob as mesmas condi¢des utilizadas no primeiro
experimento e um maior nimero de aliquotas foi retirado das amostras correspondendo a
varios periodos de indugdo por IPTG. Neste experimento foram utilizados 2 controles
positivos que expressam proteinas previamente conhecidas com o objetivo de se eliminar a
hipdtese de estar havendo algum problema na induggo da expressfio. O controle negativo nao

induzido do clone pProEX:exsA foi novamente utilizado.

A figura 23 mostra a cinética da expressdo do clone pProEX:exs4. Neste experimento
verificou-se que houve indugio por IPTG como esperado uma vez que os controles positivos
apresentaram expressdo de suas proteinas normalmente. Entretanto, a expressdo do clone
pProEX:exsAd, mostrado nesta figura nas canaletas de 4 a 9, ainda continuou duvidosa
impossibilitando a confirmagdo da expressdo da proteina ExsA deste clone. Sendo assim,
decidiu-se utilizar a técnica de “Western Blot” objetivando-se a confirmag@o da expressao

desta proteina.
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Figura 22: Tentativa de expressdo da proteina ExsA em E. coli DH5a. Lletroforese em gel
de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) corado com azul de Comassie. A canaleta [ representa
o padrdo de peso molecular, 10kDa ladder (GIBCO BRL), a canaleta 2 representa a o clone
pProEX:exsA nédo induzido por IPTG, e nas canaletas de 3 a 5 estdo representadas as
expressdes apds 3 horas de inducdio de 3 clones pProEX:exsA. A altura esperada da

proteina ExsA estd marcada com uma seta vermelha.
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Figura 23: Cinética da expressio do clone pProEX:exsA. Eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) corado com a azul de Comassie. Na canaleta [ estd
representado o padrdo de peso molecular 10kDa ladder (GIBCO BRL). As canaletas 2 e 3
representam os controles negativos, ou seja a hdo indugdo do clone pProEX exsA com [ e 3
horas de crescimento respectivamente. As canaletas de 4 a 9 representam a indugdo com
IPTG deste mesmo clone apds 1h, 2hs, 3hs, 4hs, Shs e ON respectivamente. As canaletas 10
e 12 representam ndo inducdo dos controles positivos. Nas canaletas 11 e I3 estdo
representados a expressdo induzida destes mesmos controles. A seta vermelha mostra a

altura da proteina Exs4 esperada.
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3.9.3. “Western Blot™

Os vetores pProEX (GIBCO BRL) possuem uma cauda composta por 6 histidinas em sua
seqiiéncia. Este fato permite a utilizacdo da técnica de “Western Blot” nos vetores através do

uso de anticorpos anti-histidina (Amersham Pharmacia Biotech).

Nesta etapa utilizou-se a mesma expressdo do clone pProEX:exsA realizada no experimento
anterior. Neste experimento foram utilizados 2 controles positivos que sdo reconhecidos pelo
anticorpo anti-histidina. A utilizagdo destes controles € importante pois mostra se oS

anticorpos utilizados estdo funcionando normalmente.

A figura 24 mostra o gel de poliacrilamida na lateral esquerda (A) e a membrana do “Western
Blot” na lateral direita (B). Como pode-se perceber pelos resultados desta figura, houve
reconhecimento do anticorpo anti-histidina apenas com os dois controles positivos utilizados.
A auséncia da identificagdo de uma banda na altura de 65,5kDa na canaleta 3 mostra que nédo

houve expressdo da proteina ExsA da B. abortus no clone pProEX:exsA.

Com o objetivo de verificar se a seqiiéncia parcial do gene exsA da 5. abortus foi clonada em
fase de leitura correta no vetor pProEX HTb, foram realizados sequenciamentos do clone
pProEX:exsA com o oligonucleotideo M13 Reverse (item 1.6). Entretanto, ndo foram obtidas
sequiéncias de qualidade que pudessem explicar a auséncia de expressio da proteina ExsA da
B. abortus neste vetor. Pode-se entdo supor que esta auséncia de expressdo esta relacionada
ao fato da seqiiéncia parcial do gene exsd da B. abortus se apresentar fora da fase correta de

leitura neste vetor.

Todos os resultados obtidos nas andlises do gene exsA da B. abortus mostram que este gene
codifica uma proteina da familia dos transportadores ABC. Os dados gerados por este
trabalho mostraram a possibilidade deste gene estar envolvido nos processos de viruléncia e
patogenicidade da Brucella, podendo ser caracterizado como um fator de viruléncia desta

bactéria.
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Figura 24: Andlises através de SDS-PAGE e “Western Blot” du tentativa de expressdo da
proteina ExsA do clone pProEX:exsA. O painel A mostra a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% corado com azul de Comassie. A canaleta 1 mostra o padrdo de peso
molecular 10kDa ladder (GIBCO BRL), a canaleta 2 mostra o clone pProEX:exsA ndo
indiizicdo, o cidilela 3 Vepreserits a exhiessao deste Wesho clone cot 3 horas de idighio ¢
ds etndletds 4 ¢ 3 reﬂf*@&éﬂ[&% as giﬁ}"éi'&ﬁ‘ég dbs ébitt’ro/és ﬁosit/{idf apés trés hoﬁc{f cﬁ/e/
hdiighio. No peisd B bhis repbeSenids & reésuliato do “Weslern Bin”. N vanditbtas 1 e )
estdo representados a ndo inducdp e a indugdo par 3 haras do clone pProlX:exsd
respectivamente e nas canaletas 3 e 4 sdo mostradas as expressdes dos controles positivos

reconhecidas pelo anticorpo anti-histidina. Este resultado confirma a auséncia de expressdo

da proteina ExsA.
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4. Gene ccpA da B. abortus

4.1. Anilise de homologia

O segundo gene identificado no clone 64 é o gene ccpd da B. abortus. A seqié€ncia de
aminoacidos deste gene possui alta homologia a proteinas envolvidas no controle da
repressdo catabolica (CR) de varios organismos, principalmente os genes ccpd dos mesmos
(tabela 6). Esta repressdo € um mecanismo regulatério no qual a sintese de varias enzimas
envolvidas neste processo € inibida na presenga de fontes de carbono rapidamente
metabolizadas, tais como glicose, sucrose e manitol. A expressio de varios fatores de
viruléncia em bactérias patogénicas e o desenvolvimento de processos de inicializagdo de
esporulagio em Bacillus sdo controlados pela CR (Behari & Youngman, 1998 e Chauvaux,
1996). Na figura 25 esta representado o alinhamento da sequiéncia protéica do gene ccpd da

B. abortus e seus homologos.

Tabela 6: BlastX do gene ccpA da B. abortus

Organismo Homologia Probabilidade Identidade
Bacillus megaterium  Catabolite control 4x10° 33%
- protein
Bacillus subtilis Degradation 9 x 107 32%
regulator protein
DegA
Bacillus subtilis Catabolite control 4 x 10 33%
protein
Salmonella 3x10% 33%
typhimurium CytR

O gene ccpA da B. abortus apresenta maior homologia ao mesmo gene de B. megaterium.
Neste microrganismo este gene representa um fator negativo de transcrigdo que juntamente a

outras proteinas desempenha papel importante no controle da CR. Em varias bactérias Gram-
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positivas com baixo conteido de GC, existem sequiéncias conhecidas como elementos cre,
que se encontram presentes nas regides promotoras ou proximo a estas na maioria dos genes
controlados pela CR. Andalises de varios autores permitiram a determinagdo do mecanismo
de repressdo catabdlica através da proteina CepA mostrando que a interagdo entre esta € 0
elemento cre ¢ responsavel pelo bloqueio do inicio da transcri¢do génica (Chauvaux, 1996;

Behari & Youngman, 1998).

O gene ccpA também controla a CR de outros organismos da mesma maneira conforme
citado anteriormente. Entretanto, até o momento, este gene so foi identificado em bactérias
Gram-positivas e sua identificagdo em Brucella abre novos caminhos para a compreensdo
deste mecanismo de repressdo catabolica nestes microrganismos. Atualmente, 0 mecanismo
da CR conhecido nestas bactérias envolve uma proteina de ativagio catabdlica (CAP) e seu
ligante regulador, AMP ciclico. Este mecanismo nestas bactérias € bem conhecido (Jones et
al., 1997; Behari & Youngman, 1998). Sendo assim, analises da seqiiéncia protéica do gene

ccpA da B. abortus foram realizadas com o objetivo de se confirmar esta classificag@o.
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B = MNVTIYDVAREASVSMATVSRVVNGNPNVKPSTRKKVLETIERLGYRPNAVARGL 55
Im e MNVTIYDVAREANVSMATVSRVVNGNPNVKPVTRKKVLDVINQLGYRPNAVARGL: 55
Lc --MEKQTITIYDVAREANVSMATVSRVVNGNPNVKPATRKKVLEVIERLDYRPNAVARGL 58
L1 ——MVESTTTIYDVARVAGVSMATVSRVVNGNANVKEKTRQKVLEATAELDYRPNAVARGL 58
Bs  =———- MKTTIYDVAKAAGYSITTVSRVINNTGRISDKTRQKVMNVMNEMAYTPNVHAAAL: 55
Ba MAATGKRATIHDVARLAGVSIKTVSRVYNDEPNVREATI REKVKQAGAQLRYRPQCGGTQS €0
. .k - & ER RS . * ke - .k -
Bm ASKKITTVGVIIPDISNIFYAELARGIEDIATMYKYNIILSNSDQNQDKELHLLNNMLGK 115
Lm ASKRTTTVGVIIPDISNVEYAELARGIEDIATMYKYNIITLSNSDENEDKELQVINTLLGK 115
Lc ASKKITTVGVIIPDVINMFFSSTARGIDDVATMYKYNI ILANSDENNQKEVTVLNTLLAK 118
Ll ASKRTTTVGVILPTITSTYFAAITRGVDDIASMYKYNMILANSDNDVEKEEKVLETFLSK 118
Bs TGKRTNMIALVAPDISNPFYGELAKS IRERADELGFQMLICSTDYDPKKETKYFSVLKQK 115
Ba GRAPLAPGSAFSLKTRAPVMSPNCRWAHSNACVARATGSLSFRSKIGPIFAVRLSKPPML 120
Bm QVDGIIFMS---GNVTEEHVEELKKSPVPVVLAASIESTNQIPSVEIDYEQAAFDAVQSL 172
Lm QVDGIIYMG---ERISEQLOEEFDRS PAPVVLAGAVDMENKFASVNIDYKQATKEAVKRE 172
Lc QVDGLIFMG-~-—-HELTDS IRARFSRSKTPVVLAGSIDPDEQVGSVNIDYVAAVEEATRQL 175
L1 QVDGIVYMG—--SSLDEKIRTSLKNSRTPVVLVGTIDGDKEIPSYVNIDYHLAAYQSTTKL 175
Bs KVDGIIFATGIESHDSMSALEEIASEQIP IAMISQDKPLLPMDIVVIDDVRGGYEAAKHL 175
Ba PVLTASSSRP-PCRMTRTFCRNLRPRPVPFARVAGDANVHPTDSVI IDDEARAVDLMNYL 179
* * -
Bm IDSGHKNIAFVSGTLEEP INHAKKVKGYKRALTESGLPVRDS YIVEGDYTYDSGIEAVEK 232
Lm VDNGHKQIAFVSGSLNEPVNREMKLAGYKEALEEAGIAYQEDYI IE~-KYNYNAGVKVWAE 231
Lc LESGNKRVALATGSLTHP INGQFRLKGYKQALEKAGVAYDESLIFENEPSYQAGLALFDK 235
Ll IENGNKKIAYIMGSLKD-VENTERMVGYQEALLEANIEFDENLVFEGNYSYEQGKSLAER 234
Bs LSLGHTNIACIIG-DGSTTGEKNRIKGFROAMEEAGVPIDESLIIQTRFSLESGKEEAGK 234
Ba LELGHRKIAIVIG~DPTHRSAELRLEGYRRALREAGIEGNSDYEVQGGFSFASGLVAGRK 238
. * . -k * - * . * - - *
Bm LLEEDEKPTAI FVGTDEMALGYIHGAQDRGLNVENDLEI I GFDNTRLSTMVRPQLTSVVQ 292
Lm LSATLSKKPNAVVVADDELAIGILNAATDAGIKVPEDLEVMTSNNTKLTIMSRPQLSTIVQ 291
Lc LQKVG--ATAVIAGDDELAVGLLDGAIDKGVKVPDDFEIITSNNTKLTEMTRPQLTSIDQ 293
Ll LLERG--ATSAVVSHDTVAVGLLSAMMDKEVKVPEEFEIISGANSPITQYTYPTLTSVNQ 292
Bs LLDARN-APTAI FAPNDVLACARTQAARTIRGIKVEDDLSIIGFDNTILAEMAAPPLTTVAQ 293
Ba LLSLENRPTATFASNDDMAARVMOVAYDAGIAVPDDLTVVGFDDSATATMVSPQITTVRQ 298
* . ke k . . PEET . - *  aeee e

Bm PMYDIGAVAMRLLTKYMNKETVDSSTVQLPHRIEFRQS TK-————- 332 (33%)

Lm PLYDIGAVAMRLLTKLMTSEEVDEKTVILPHSEKLRGTTKEKK-~~ 334 (30%)

Lc PLYDIGAVAMRLLTKMMNKEEIEEKTVMLGFDILEKRGSTK—————- 333 (29%)

Ll PLYDLGAVAMRLLTKLMLKEDVEQNQILVLDHEIISRRSTK-~———— 332 (29%)

Bs PIKEMGAERHRTAGRSNRGKRKAKQKIVLPPELVVRHSTSPLNT -~ 337 (32%)

Ba PIFEMITRDAADMLLROMESGE-TSPAQRIDYKLIVRQSSARVPA-~- 341

A o

Figura 25: Alinhamento miltiplo das seqiiéncias protéicas dos genes ccpA e seus
homdlogos. ccpA de B. megaterium (Bm), ccpd de L. monocytogenes (Lm), ccpA de
Lactobacilius casei (Lc), cepA de L. lactis (L1), degA de B. subtilis (Bs) e ccpA da B. abortus
(Ba). O iamanho da segiiéncia protéica de cada organismo e a identidade destas com cepA
da B. abortus estdo mostrados no final de cada seqiiéncia. “Gaps™ sdo indicados por hifen,
(%) indicam residuos idénticos, (:) indicam substitui¢des conservadas e () indicam

substituicdes semi-conservativas.
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4.2, Motivos protéicos presentes no gene ccpA

Enquanto as anélises de homologia da seqiiéncia protéica do gene ccpA da B. aborius
sugerem que este gene estd envolvido no controle da repressio catabolica deste
microrganismo, a procura de motivos protéicos conservados (tabela 3/n°® 6) nesta mesma
seqiiéncia mostra outros resultados. Esta afirmagio é baseada na identificagdo de dois
dominios protéicos presentes no gene ccpA da B. abortus que se encontram ausentes nos
demais genes cepA de outros organismos, sugerindo que provavelmente a fungdo

desempenhada por este gene da Brucella € diferente daquela observada nos demais.

Foram identificados os dominios “periplasmic_binding like”, que ocupa quase que a
seqiiéncia nucleotidica inteira do gene ccpA da B. abortus, e o Lacl (figura 26). Este tltimo €
encontrado em varios genes envolvidos no controle da expressdo génica. A familia Lacl é
formada por proteinas de ligagdo periplasmaticas (“periplasmic binding proteins”) e por
reguladores transcricionais Lacl. As primeiras constituem receptores primarios envolvidos
no transporte de agticares e os demais constituem reguladores transcricionais relacionados ao

repressor lac.

O gene degd de B. subtilis apresenta os mesmos dominios protéicos presentes no gene ccpA
da B. abortus. Este gene também possui alta similaridade a outros genes da familia Lacl e
provavelmente codifica uma protease responsavel pela degradagfio enzimdtica durante a
esporulacio deste microrganismo (Bussey & Switzer, 1993). Sendo assim, pode-se dizer que
baseando-se nestes resultados, o gene cepA da B. abortus pode estar envolvido no transporte
de aglicares e repressdo catabolica ou pode codificar uma protease, ambas fungdes estando
relacionadas ao regulador transcricional Lacl. Estudos posteriores devem ser realizados

objetivando-se a verificagdo da real fungao do gene ccpd da B. abortus.



102

7

sopopounup 15 dod visodiao g snb ydop vajosd v aiuvEa: 0 bpuasaldal pIuD We OpI3al Y EE @ 0 SOpIapoundn
SO B4jUE OPINHOD PIS8 (apian) [IDT CIUJWOR O @ /(F 2 [t SOPIopOUTHD SO a43us OpUUaD P2 (oyjaulias)  axl] Sulpulq owdspidiied,

OIMIUop (O sugoge g wp pda wvogosd wmoupnbss bp sojupmop sop wvoypmuenbsa  owdmguasiaday 197 BEHSET

R

~VAAIYSSOIAT TH A THOVAS LHDS ANO I TTNIVHIY
THRAI TAOIALL TBdS ALV I¥ S ITADAAL TIOd AT TOVAAVADHAVYYROONS VI IN LAUN TS T DIGOVATOSY A
S AOOBATRAS NOEIOY I IVEIZO T T TEY S HIAIO TATV IIaHD TH T IANH TIAVY EA T L LAS LLAHARY DY
ANTAAASIS INEDALEINEDIAYS 8 SV L TAL TIAN m,wmu@ﬁuwwm mmmm mﬂﬁ%@z@mm HYMEIONASHAIY
AINIS AV S DAV IAVEID S D100l d A TOVOYONAM Y IV YA G E AHITVHHNO LYY

ydo)y vuisioLJ ep soplovouiwie sp vousnbag

€g-9 R
LOS-TH B® ey
1 sutpuiq drwsediied,, oraiwo(y oruwo(]

ve IHe vdo

Resultados e D




103

Conclusdes

Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes conclusoes:

e Das 100 GSS geradas, 24% apresentaram homologia a enzimas, 7% a proteinas
envolvidas no transporte celular, 11% a genes envolvidos na viruléncia e patogenicidade,
2% a genes envolvidos no choque térmico, 52% a genes com outras fungdes e 4% néo
apresentaram nenhuma homologia em banco de dados.

e A estratégia de obtengiio de GSS ¢é eficiente para a descoberta de novos genes, inclusive
aqueles envolvidos nos processos de viruléncia e patogenicidade da Brucella.

e Foram identificados dois novos genes, posteriormente caracterizadas como genes exsA ¢
cepA, ainda ndo descritos no genoma da B. abortus.

e A seqiiéncia parcial do gene exsd da B. abortus possui 1791pb e codifica um
polipeptideo de 596 aminoacidos. Analises de homologia, hidrofobicidade, motivos
protéicos e estruturas secundaria e tridimensional mostram que o mesmo codifica um
transportador ABC classificado no grupo ortdlogo 6 destes transportadores. Este gene
estd presente em uma Unica copia no genoma deste microrganismo.

o O gene ccpA da B. abortus possui 1026pb e codifica um polipeptideo de 341
aminoacidos. Anilises de homologia e procura de motivos protéicos sugerem duas

fungdes diferentes para este gene, impossibilitando assim a suposi¢do da mesma.
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Perspectivas

e Construgdo de um mutante exs4 na B. aborius com o objetivo de se verificar seu papel
na viruléncia deste microrganismo

e Verificar se o gene cepd da B. aborius esta envolvido no controle da repressdo catabolica
ou no transporte de aclicares e se este tem alguma implicagio na viruléncia deste

microrganismo.
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Figura 1: Mapa do vetor pBBRIMCS. Em vermetho esta representado o gene pecessario d
replicaciio do plasmideo, em verde o sitio miltiplo de clonagem (MCS) ¢ as enzimas
presentes ho mesmo e em azil estd representado o gene de resisiéncia ao antibiotico

cloranfenicol.
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Figura 3: Mapa do vetor pUCI2 (Vieira & Messing, 1982). O silio de clonagem multpla
(MCS) deste vetor é composto pelas seguintes enzimas (hesta ordem como mostrado na

figura): EcoRl, Sacl, Smal ¢ Xmal, BamH]1, Xbal, Accl e Hincll e Sall, Psil, Hindl1.
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Figura 4: Mapa do vetor pUCIS (Amersham Pharmacia Biotech). () sitio de clonagem
muiltipla (MCS) deste vetor ¢ composto pelas seguintes enzimas (nesta ordem como
mostrado na figura): IicoRl, Sacl, Kpnl, Smal ¢ Xmal, BamH1, Xbal, Accl ¢ Hincll e Sall,
Psi1, Sphl, HindlIL



Figuras \nexas 119

Pstl (417)
Sall (411)

BamH]1 (405
-7 | EcoRY (396)

{
i
’
;
q
1
q
q
q
o

ot (1657)
Wl (1663)
amH1T (1669)
icoR1 (1678)

B

s

Figura 5: Mapa do vetor pUC4K (Amersham Pharmucia Biotech). As enzimas de

restricdo que liberam o cassele de canamicina estdo represeniadas nca figura, bem como
seus sitios de corte. m cinza esta destacado o marcador de resisténcia a ampicilina e em
azul o cassete de canamicina que confere resisiéncia a este antibidtico.  fum verde estd

representada a seqtiéncia do gene lacZ e em vermelho a origem de replicagdo do vetor.
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Figura 7: Mapa do vetor pProEX HTh (GIBCO BRI). O sitio de clonagem miltipla (MCS)
deste vetor é composto pelas seguintes enzimas (nesta ordem como mostrado ne figura):
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Tabela 2: Nimero de GSS depositadas no banco de dados, exemplificando alguns
organismos. Lm destaquie esia representado o numero de GSS depositadas da B. abortus

até o momento (janeiro de 2001).

Numero de GSS depositadas no banco de dados: 2.148.783

Espécies Numero de GSS depositadas
Homo sapiens (homem) 866.202
Mus musculus 553.403
Tetraodon nigroviridis 188.963
Oryza sativa (arroz) 83.107
Trypanosoma bruceil 90.54¢C
Strongylocentrotus purpuratus 76,018
Arabidopsis thaliana 6l1.265
Entamoeba histolytica 49,129
Drosophila melanogaster 44,787
Fugu rubripes 42,771
Magnaporthe grisea (“rice blast fungus”) 12.674
Trypanosoma cruzi 12.245
Leishmania major 11.929
Saccharomyces cerevisiae 7.637
Cryptosporidium parvum 7.081
Glycine max (soja) 3.718
Paramecium tetraurelia 2.987
Medicageo truncatula (“barrel medic”) 2.0658
Photorhabdus luminescens 2.349
Giardia intestinallis 2.345
Rhizobium sp. NGRZ34 2.275
Brucella abortus 1.994
Plasmodium falciparum 1.766
Ciona intestinalis 1.486
Lycopersicon esculentum (tomate) 1.251
Zea mavys 1.171
Salmonella typhimurium 895
Plasmodium chabaudi 767
Gallus gallus {(“chicken™) 587
Trypanosoma brucel brucei 455
Brugia malayi 387
Planococcus lilacinus 343
Trypanosoma brucel rhodesiense 324
Rhodobacter sphaeroides 233
Capra hircus (cabra) 264
Boophilus microplus 257

Schistosoma mansonli 191
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Tabela 3: Sitios utilizados nas andlises computacionais do clone 64

Nimero do Sitio Endereco
Programa
1 The National Center for http://www.nebi nlm.nih.gov/
Biotechnology Information
2 The National Center for http://www.nebi nlm.nith gov/dbGS S/
Biotechnology Information - GSS ndex. htnil
3 The National Center for hitp:/www nebi nlm nih oov/BLAST/
Biotechnology Information — Blast N
e Blast X
4 BCM HGSC: Search Launcher http://hese. bem tme. edu/Searchlaunc
Home Page her/
5 The National Center for http://nebinlm. nih gov/gorf/gorf html
Biotechnology Information — ORF
Finder
6 Pfam: Search Pfam bittp:/fwww.sanger ac.uk/Pfam/search,
shtml
7 SOSUI Membrane domains http://sosui.proteome. bio.tuat ac.jp/cg
i-hin/sosuicai?/sosul submit html
8 Swiss Model hitp:/expasy. heuge.ch/swissmod/SW]
SS-MODEL html
9 ExPASy Molecular Biology Server http:/fwww expasy.ch/
10 BCM Search Launcher: Sequence | http://dot.imgen.bem.tme.edu9331/5e
Utilities g-util/seq-util html
11 FRUITFLY : PROMOTER http:fwww fruitfly. ore/seq tools/pro
moter html
12 Clustalw http://www2. ebi.ac. uk/clustalw/
13 Theoretical pl/Mw for the protein |http://www.expasy.ch/tools/pi_tool ht
sequence il
14 PredictProtein hitpy//www.cmbl-
heidelbere de/prediciprotein/predictproteinbt
mi
15 RasMol http:/fwww umass. edu/microbio/rasm

ol/zetras. htm#raswin




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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