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RESUMO

A brucelose € uma das doencas emergentes mais importantes mundialmente na atualidade,
afetando diversas espécies animais e o homem. A situagao brasileira no controle de doengas
infecciosas de animais requer melhorias para atingir os padrdes internacionais e aumentar a
producéo. Por estes motivos 0 MAPA vemn incentivado o desenvolvimento de novas vacinas e
formas de diagndsticos para a brucelose bovina. Enzimas metabdlicas tém sido descritas no
envolvimento da viruléncia de Brucella abortus. Uma delas ¢ a fosfoglicerato cinase (PGK),
codificada pelo gene pgk. Neste trabalho objetivou-se a producéo da proteina recombinante
PGK (PGKr) de B. abortus em sistema heterologo de express@o, para caracterizagao da
cepa vacinal geneticamente modificada, B. abortus 2308Apgk por western blot e posterior
utilizacio em testes sorolégicos. Para isto, foi realizada a extracdo de DNA genémico da cepa
S2308 de B. abortus e o gene pgk foi amplificado pela Reacéo em Cadeia da Polimerase
(PCR) a partir de primers especfficos. O produto da PCR foi ligado ao plasmideo pMAL-c2E.
O clone recombinante, foi submetido a inducéo da producao da proteina em Escherichia
coli. A PGKr foi purificada por cromatografia de afinidade e duas fracoes purificadas foram
dosadas por Bradford, obtendo-se 2,62 mg da PGKr. Camundongos BALB/c foram injetados
com a proteina emulsionada em adjuvante Montanide, via subcutanea. Foram realizadas
trés inoculagdes com intervalos de trés semanas. Quinze dias apds as inoculagdes, 0s soros
sanguineos destes animais foram coletados e separados para avaliagdo pelo método de
Western Blot. Os soros confirmaram a produgao de anticorpos contra o antigeno e pode-se
observar que no ensaio com a cepa selvagem o anticorpo reagiu mostrando que a producao
da proteina PGK esta intacta nesta cepa e com a cepa mutante 82308Apgk 0 anticorpo néo
reagiu, mostrando que a producéo da proteina PGK é nula, confirmando realmente a delecéo
do gene pgk nesta cepa.
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ABSTRACT

Brucellosis is one of the major emerging diseases in the world today, affecting many
animal species and man. The Brazilian situation in the control of infectious animal
diseases requires improvements to reach international standards and increase
production. For these reasons MAPA has promoted the development of new
vaccines and diagnostics means for bovine brucellosis. Metabolic enzymes have
been described in the involvement in Brucella abortus virulence. One of them is
the phosphoglycerate kinase (PGK), encoded by the gene pgk. This work aimed the
production of the PGK recombinant protein (PGKr) of B. abortus in a heterologous
expression system to characterize the genetically modified vaccine strain, B.
abortus 2308A pgk by western blotting and subsequent use in serological tests.
For this purpose, the extraction of the genomic DNA from B. abortus strain S2308
was extracted and the pgk gene was amplified by Polymerase Chain Reaction
(PCR) using specific primers. The PCR product was linked to the vector pMal-C2E.
Only one recombinant clone was obtained, which was submitted to the induction
of protein production with IPTG in Escherichia coli. The PGKr was purified by
chromatography affinity using an amylose column and two purified fractions were
dosed by Bradford, obtaining 2.62 mg of PGKr. BALB / ¢ mice were injected
with 48 ug of the protein emulsified in Montanide adjuvant, subcutaneously.
Three inoculations were performed at intervals of three weeks. Fifteen days after
inoculation, the sera of these animals were collected and the serum was separated
for evaluation by the Western blotting method. The sera confirmed the production
of antibodies against the antigen and can be observed in the experiment with the
wild type strain reacted antibody showing that the producion of PGK protein is
intact in this strain and the mutant strain S2308APGK antibody did not react,
showing that the PGK protein production is nil, confirming really deletion of PGK
gene in this strain.

Keywords: brucellosis; phosphoglycerate kinase; protein rPGK; serological tests

INTRODUCAO

A brucelose bovina € uma doenca endémica no Brasil, tendo sido diagnosticada
em todos os Estados da Federacao, contudo existem marcantes diferencas na
prevaléncia da infeccao por B. abortus entre os Estados (ANSELMO E PAVEZ,
1977; POESTER et al., 2002).

Esta € uma zoonose causada por bactérias do género Brucella (bactéria
intracelular facultativa que replica nas células fagociticas e nao fagociticas do
hospedeiro, podendo infectar o homem e os animais domésticos (NICOLETTI;
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WINTER, 1990). A brucelose humana foi originalmente descrita como a “Febre de

Malta”, uma enfermidade muito dificil de diferenciar de outras febres endémicas 5

que ocorriam na Ilha de Malta, no litoral Mediterraneo (BRUCE, 1887).

Em humanos, a brucelose causa febre ondulante, endocardite, artrite,
osteomielite e complicagdes neurolégicas, enquanto nos animais domésticos os
6rgaos reprodutivos sdo principalmente afetados, causando aborto e infertilidade
(YOUNG, 1983; YOUNG, 1988).

A disseminacao dessa bactéria ocorre por contato direto ou indireto com animais
infectados. A ingestao é a via mais comum de infeccdo, embora ocorra exposicao
por meio das mucosas genital e conjuntival, da pele e das vias respiratérias. As
principais fontes de exposicao de B. abortus para os bovinos sao os fetos abortados,
a placenta e liquidos uterinos apds aborto  (WALKER, 2003).

A distribuicao geografica da brucelose € ampla, apesar de alguns paises ja terem
erradicado a doenca como o Canadé, Japao, Austrélia, Inglaterra e Dinamarca.

Desde a década de 1970, o controle da brucelose no Brasil era realizado de
forma muito limitada e sem estratégia populacional, ou seja, com enfoque em
rebanhos e nos individuos e ndo na populagdo bovina. O Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) reconheceu a necessidade de definir uma
estratégia de controle da brucelose e da tuberculose e, para tratar deste assunto,
foi constituido um grupo de trabalho que elaborou o Programa Nacional de Controle
e Erradicacao da Brucelose e da Tuberculose (PNCEBT). Os objetivos principais ’
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deste programa sao o aumento da eficacia das medidas de combate a brucelose

e tuberculose; promover a qualidade dos produtos de origem animal oferecidos ao S
consumidor (um objetivo eminentemente relacionado a satde publica); modernizar tbi
as cadeias produtivas de leite e de carne para o aumento da produtividade e, em L
conseqliéncia, ofertar ao mercado internacional produtos de melhor qualidade, \go
gerando divisas para os produtores e para o pais (BRASIL, 2000). —
Dois focos principais fundamentam o PNCEBT com relacdo a brucelose bovina: (@)
o diagnéstico, baseado até o momento em técnicas sorolégicas, e a vacinagao. " m—
A vacina viva atenuada de B. abortus S19 é o elemento essencial nos programas de (a1

controle da brucelose bovina no mundo, sendo a mais amplamente utilizada, induzindo
bons niveis de protecdo. Porém, esta vacina induz anticorpos contra o antigeno O do
lipopolissacarideo (LPS), os quais interferem nos testes sorolégicos de diagnéstico da
brucelose entre animais vacinados e infectados a campo (NICOLETTI; WINTER, 1990).
Este € um enorme problema em paises como o Brasil, onde os programas de erradicacéo
estdo baseados nos testes sorolégicos e descarte dos animais soropositivos.

A clonagem, caracterizacao e identificacao de genes de B. abortus envolvidos
em viruléncia, sdo muito importantes para o entendimento da patogénese molecular
deste microorganismo e, principalmente para o desenvolvimento de novas vacinas,
bem como na identificacdo de novos antigenos Uteis para o desenvolvimento de
testes de diagndsticos.
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Grandes sao os esforcos na busca de uma nova vacina contra brucelose.
Além da eficacia vacinal, visa-se a producdo de uma vacina que seja segura aos
manipuladores e, principalmente, que seu uso nao interfira nos testes diagnosticos
utilizados nos atuais programas de controle. Dentre as possibilidades de novas
vacinas estdo: o uso de vacinas de subunidades, vacinacao com expressao de
antigenos de Brucella em Escherichia coli (ONATE et al., 2003) e vacinas de DNA
(ONATE et al., 1999).

Enzimas metabdlicas tém sido descritas no envolvimento na viruléncia de B.
abortus e a fosfoglicerato quinase (PGK), codificada pelo gene pgk é uma delas. Esta
enzima é caracterizada por participar da via glicolitica, a qual cataliza reversivelmente
a transferéncia de um grupo fosforila de 1,3 bisfosfoglicerato para ADP, formando
3-fosfoglicerato e ATP (BERNSTEIN et al., 1997). Esta reacao é essencial na maioria
das células para a geracao de ATP em aerdbios, para a fermentacao de anaerdbios e
de fixacao de carbono em plantas. Esta enzima esta organizada em um operon com
outras enzimas glicoliticas, e presente em varios microorganismos como Xantobacter
flavus, Zimomonas mobilis e Lactobacillus bulgaricus.

Ja se tem estudos com maiores informacdes sobre o gene PGK de Brucella
abortus, e uma cepa mutante foi construida, a qual ja foi identificada e seqlienciada.
A avaliacao da cepa mutante foi feita em camundongos de varias linhagens, e foi
verificada a atenuacéo da viruléncia. Para a bactéria B. abortus o gene PGK possui
um papel no seu crescimento dentro do macréfago. (TRANT et al., 2010).

Desta forma, neste trabalho objetivou-se a producdo da proteina recombinante
PGK (PGKr) de B. abortus em sistema heterélogo de expressao, para caracterizacao
de uma cepa vacinal geneticamente modificada, B. abortus 2308Apgk por western
blot e posterior utilizacao desta proteina em testes sorolégicos.

MATERIAL E METODOS

2.1 AMPLIFICAGAO DO GENE PGK

Para a realizacao deste trabalho foram utilizados: DNA extraido da cepa S2308
como molde e primers especificos para o gene pgk, que foram cedidos pelo
Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Gado de Corte e que estao listados
no quadro abaixo.

Primers para amplificacao do gene pgk

Primers Sequéncia
pgk Bam HIF 5’-CAAGGATCCATGTTCCGCACCATT-3’
pgk Sal IR 5’-CAAGTCGACTCACTTCTTCAATACATC-3'
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A marcacdo em negrito refere-se a regido de clivagem das enzimas.

O fragmento obtido através da amplificacdo por meio da técnica de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) foi purificado com o kit da QIAGEN — QIAquick
PCR purification kit protocol e digerido com as enzimas de restricao Bam HI e Sal
| (Invitrogen) e purificado novamente da mesma forma.

2.2 PREPARACAO DO PLASMIDEO PMAL-C2E

Para a preparacao do plasmideo, foi utilizado o estoque do Laboratério de
Biologia Molecular da Embrapa Gado de Corte, sendo 2ul transformados em
células competentes TOP10 F' de E. coli e plagueados em placa de petri contendo
meio de cultura Luria Bertani (LB) agar. Das coldnias crescidas, uma col6énia foi
escolhida e deixada sob agitacao a 200rpm a 37°C overnight em 10 ml de meio LB
com 10ul de ampicilina a 100ug/ul concentragao final. Foi realizada a mini-prep
com o Kit MiniPrep da Promega, e a digestdao com as mesmas enzimas utilizadas
para o fragmento amplificado na PCR, apds feoi feita a purificacdo do plasmideo
para a reacgao de ligacao.

2.3 LIGACAO DO GENE PGK NO PLASMIDEO PMAL-C2E

A ligacdo do fragmento de interesse ao plasmideo foi realizada em 10 uL de
reacao contendo a mistura do inserto e vetor. Na reacao de ligacdo de vetor com
inserto foi utilizada uma unidade de T4 DNA ligase para 100 ng de DNA, e 1 uL
de tampao de ligacao (fornecido pelo fabricante). As reacoes foram incubadas por
16 horas a 16°C.

2.4 TRANSFORMACAO EM CELULAS DE ESCHERICHIA COLI

Para a realizacdo da transformacdo, uma aliquota de 100 ul de células
quimicamente competentes de E. coli TOP 10 F’ foi descongelada em gelo, e a
ela adicionados 10 uL da solucao de reacao de ligacao. A mistura foi mantida em
gelo por 30 minutos e entdo submetida a choque térmico a 42°C por 2 minutos,
e incubada em gelo por mais 2 minutos. Em seguida foram adicionados 900 uL
de meio de cultura LB as suspensdes de células e estas foram mantidas por 60
minutos a 37°C sob agitacdo. Apds esse periodo, o material foi plaqueado em meio
LB-&gar contendo o antibiético ampicilina na concentragdo de 100 ug/ul, X-Gal
25ug/ul e IPTG 1M na concentracao estoque.
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2.5 Confirmacao do clone positivo

Para confirmacao do clone positivo foi realizada a PCR de coldnia onde utilizou-
se como DNA molde a coldnia escolhida. Em seguida apds confirmacao a colonia
positiva foi colocada em meio liquido de crescimento e apds foi realizada a mini-
prep para a extracao do DNA plasmidial. O DNA foi digerido com enzimas Bam
Hl e Sal I.

2.6 EXPRESSAO DO GENE PGK

Para determinar a localizacao e a cinética da expressao da proteina de fusao,
MBP(Maltose Binding Potein)-PGK, foi realizado primeiramente um experimento
piloto com apenas 100 ml de cultura. Foi preparado um pré-inéculo saturado, do
clone positivo, em meio LB suplementado com ampicilina e incubado durante 16
horas a 37°C sob agitagcdo constante (200 rpm). Ap6s o crescimento da cultura,
100 ml de meio LB contendo 0,2% de glicose e 100Mg/ml de ampicilina foram
inoculados com 1 ml do pré-in6culo saturado de células, contendo o plasmideo
recombinante. As células foram incubadas a 37°C sob agitacdo constante de
200 rpm até atingirem, aproximadamente 2 x 108 células/ml (OD,,, ~ 0,5).
Neste momento, foi retirada uma aliquota de 10 ml de cultura e em seguida
foi adicionado IPTG (isopropiI—tio-B—gaIactosideo), para uma concentracao final
de 0,6 mM. Posteriormente, foram retiradas aliquotas de 10 ml de cultura nos
intervalos de 1, 2, 3 e 4 horas apés a inducdo da expressdo com IPTG. Em
seguida as células foram recuperadas por centrifugacdo a 10.000 rpm por 20
min. O sedimento contendo as células foi ressuspendido em 1 ml de PBS 0,15 M
pH 8,4 contendo 25 mg de lisozima. As bactérias foram lisadas através de trés
ciclos de congelamento (gelo seco-metanol) e descongelamento (banho-maria a
37 °C) e depois sonicadas trés vezes com pulsos de 30 segundos, utilizando-se
a poténcia de 70% do sonicador. As fragdes das proteinas sollveis e insollveis
contidas no sobrenadante e no sedimento, respectivamente foram separadas
apos centrifugacao a 9.000 rpm por 30 min a 4°C, e ambos foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% para confirmar a presenca da proteina
de fusdo MBP-PGK. Apds este experimento piloto, foi realizada a producao da
proteina de fusao MBP-PGK em grande escala, utilizando-se 1000 mL de cultura,
por meio dos mesmos procedimentos mencionados acima, obedecendo a relacao
de quantidades das solucdes empregadas.
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2.7 DIALISE

A dialise em um procedimento que separa substancias, ou seja, soluto de
solvente. Como sao adicionadas substancias a mais na proteina, como a lisozima
que ira contribuir para o rompimento da camada protetora da bactéria, ela deve ser
retirada antes da purificacao, e é por meio da dialise que isto ocorre.

Os sobrenadantes provenientes da expressao foram reunidos e dialisados em 4
litros de tampao Tris-HCI 0,75 mM pH 8,8, em membrana de didlise Spectra/Por
®com “cut off” de 6 a 8,000 Da, durante trés dias em cdmara fria. Foram feitas
duas trocas do tampao de dialise por dia.

2.8 PURIFICACAO DA PROTEINA

A purificagdo foi realizada por meio de cromatografia de afinidade em coluna
de amilose. Para a montagem da coluna, foi utilizado de 15 a 20 ml da resina em
seringa de 60 mL com |a de vidro e papel filtro na ponta da seringa. A coluna foi
lavada com 1L de PBS 0,15M pH 7,2 gelado.

Com a coluna preparada, todo o material foi descongelado permanecendo no
gelo. Apos descongelar totalmente o material foi diluido em PBS 0,15M pH 7,2 em
uma proporcao de 1:5 e foi passado na coluna. Na sequéncia a coluna foi lavada
com 500 mL de PBS 0,15M pH 7,2. Nesta lavagem tudo que nao é de interesse é
descartado, ou seja, substancias que estao na proteina e que nao serao utilizadas
podendo dar interferéncia nos resultados e, a proteina de interesse fica retida na
coluna. A proteina de fusdo MBP-PGK foi eluida da coluna utilizando-se PBS com 10
mM de maltose. Foram coletadas aproximadamente 12 frages de 2 ml cada, num
fluxo de 0,5 ml/min, sendo a eluicdo completa da proteina de fus@o monitorada pela
dosagem de proteinas pelo método de Bradford (descrita no abaixo).

Apds a eluigao, a coluna foi lavada com trés volumes da coluna com agua bi-
destilada, trés volumes de SDS 0,1 %, novamente um volume de agua, e trés volumes
de PBS. Todo o processo de cromatografia foi realizado a 4°C e a coluna estocada em
PBS, contendo 0,05% de azida sédica, foi reutilizada por até trés vezes.

2.9 DOSAGEM DA PROTEINA PURIFICADA

Foi utilizada a técnica de dosagem de proteinas descrita por Bradford (1976),
modificada para o ensaio em placas de microtitulacao de 96 pocos.

Triplicatas de 51U das amostras de proteinas foram diluidas em 15 M de 4gua bi-
destilada. Em cada pogo contendo as amostras, foram adicionados 180 Ml do reagente
de Bradford (0,01% de Coomassie Brilliant Blue G-250, 5% de etanol e 10% de acido
fosforico). A reacao foi finalizada em 5 min e a intensidade de cor resultante foi lida no
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comprimento de onda de 595 nm no leitor de ELISA (Enzyme linked immunosorbent
assay) BioRad 2550 EIA Reader (BioRad). Para a calibracdo do aparelho de ELISA
foram utilizados 20 M de 4gua bi-destilada e 180 M do reagente de Bradford como
o0 branco, e incubados da mesma forma que as amostras que continham as proteinas.
A estimativa da quantidade de proteina nas amostras foi feita com base em uma curva
padrdo de uma solugéo de Soro Albumina Bovina (BSA) (Sigma).

2.10 IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS

Camundongos BALB/c foram inoculados com a proteina produzida PGKr. No total
foram utilizados quatro animais. Um dia antes da primeira inoculacao foi coletada uma
amostra de sangue de cada animal, chamado de soro pré-imune. Foram realizadas trés
inoculagdes com intervalos de vinte um dias, e quatorze dias ap6s cada inoculagéo o
soro pés-mune era coletado. Apds a Ultima inoculagao, foi coletado sangue total destes
animais o qual foi analisado pela técnica de Western Blot.

2.11 WESTERN BLOT PARA AVALIACAO DA ANTIGENICIDADE
DA MBP-PGK

Os ensaios de Western blot foram realizados a partir de SDS-PAGE com géis
nas concentragoes de 12 %.

No primeiro ensaio as amostras da proteina purificada foram aplicadas no gel e
submetidas a eletroforese para posterior transferéncia.

A transferéncia das proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose foi
realizada durante 2 horas a 100 V, em sistema Umido, envolvendo a cuba em gelo.
As membranas foram coradas com Ponceau S por cinco minutos e descoradas com
agua destilada para visualizacao e corte das tiras. O marcador de massa molecular
(Brod Range Protein Molecular, Promega, V491) foi cortado e guardado ao abrigo de
luz e umidade. Em seguida foi realizado o bloqueio da membrana com PBS 1x, tween
20 0,1%, leite em p6é 5% overnight. Apds o bloqueio as membranas foram lavadas
por cinco minutos com PBS 1x e tween 20 0,1%. Em seguida, foram incubadas com
anticorpo primério (soro dos camundongos imunizados com a proteina de fusdo MBP-
PGK, diluido com PBS 1x e tween 20 0,1% a 1:500). Esta incubacéo foi de 1 hora
a temperatura ambiente com agitacao e, entéo, lavou-se com PBS 1x e tween 20 0,1
% por 5 minutos. Logo apds, fez-se a incubacdo por 1 hora agitando com anticorpo
secundario anti-camundongo conjugado com peroxidase e diluido a 1:3000 com PBS
1x e tween 20 0,1%. A lavagem final das membranas foi feita com PBS 1x e tween
20 0,1% por cinco minutos. A revelacao foi realizada com o substrato acido diamino
benzidinico (Sigma)/H,0,, parando-se a revelacao com agua destilada. As membranas
foram guardadas em papel cartao, protegidas da luz e umidade.



BIO (INFORMACAO 6(6): 249-266, 2013

2.11 WESTERN BLOT PARA ANALISE DA EXPRESSAO DA
PROTEINA PGK NAS CEPAS S2308 SELVAGEM E MUTANTE
$2308/\PGK DE B. ABORTUS

Para a anélise de expressao da proteina PGK em B. abortus S2308 e Apgk
mutante, estas cepas foram cedidas do estoque do Laboratério de Biologia
Molecular da Embrapa Gado de Corte.

As cepas foram cultivadas em 5 ml de meio Tryptic Soy Broth (TSB) por 72
horas a 37°C com agitacao (200 rpm). Estas cepas foram.Entao, 1 ml de cada
cultura foi retirado para a leitura de OD600 de 1. Cada cultura foi centrifugada
e ressuspendida em tampao de amostra SDS. As amostras foram fervidas por 5
minutos e 10 uL das amostras foram aplicadas em gel 12% SDS-PAGE. Apds
a eletroforese do gel, as amostras foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose por 2 horas a 100 V usando um sistema Gmido de transferéncia (Bio-
Rad) envolvendo a cuba em gelo. As membranas foram coradas com Ponceau S
por cinco minutos e descoradas com agua destilada para visualizacao e corte das
tiras. O marcador de massa molecular (Brod Range Protein Molecular, Promega,
V491) foi cortado e guardado ao abrigo de luz e umidade. As membranas foram
blogueadas durante a noite com leite em pé 5% em tampédo PBST (PBS, tween
20 0,1%, pH 7,2). Apds o blogueio, as membranas foram lavadas trés vezes com
PBST foram incubadas por 1hora com anticorpo primaério (soro dos camundongos
imunizados com a proteina recombinante) diluido 1:100 em PBST a temperatura
ambiente. Apds a reacao com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas
cinco vezes com PBST e incubadas por 1hora em temperatura ambiente com anti-
camundongo conjugado com peroxidase, diluido 1:3000 em PBST. A lavagem final
foi feita com PBST por cinco vezes. A revelagao foi realizada com o substrato acido
diamino benzidinico (Sigma)/H202, parando-se a revelagao com agua destilada.
As membranas foram guardadas em papel cartao, protegidas da luz e umidade.

RESULTADOS

AMPLIFICACAO DA SEQUENCIA COMPLETA DO GENE PGK DE
B. ABORTUS

A sequéncia completa do gene pgk de B. abortus foi amplificada pela PCR,
a partir do DNA genbmico de B. abortus S2308. O fragmento de 1191 pb,
amplificado codifica a proteina PGK de B. abortus. O tamanho do fragmento foi
confirmado por comparacao com o padrao de peso molecular 1 kb Plus DNA
Ladder (invitrogen) conforme o esperado. (Figura 1).
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1650 pb
— 1191 pb
1000 pb

Figura 1. Amplificacdo do gene pgk (1191 pb) de Brucella abortus S2308 através de
PCR. Linhas: MM, Marcador molecular 1kb plus Ladder (Invitrogen); 1, controle negativo

da PCR e 2-6, gene pgk.

Apds a amplificagao do fragmento de interesse, este foi clivado com as enzimas
de restrigao Bam HI e Sal I. O vetor pMAL c2E também foi clivado com as mesmas
enzimas para a obtencédo das extremidades coesivas. O plasmideo recombinante
foi introduzido em uma cepa de E.coli, TOP 10 F' quimicamente competente.
Esta cepa é importante porque possibilita a expressao de proteinas recombinantes
quando transformadas.

A transformacéo de E. coli com o produto da ligagao de pMAL c2E/pgk obteve sucesso.

Por meio da técnica de PCR de col6nia pode-se observar a presenca de uma
banda na altura da banda referente ao gene, resultando em um clone positivo

como observa-se na figura 2.
g MM ¢ c+ col+

1650 pb

1000 pb — ——EHEL

Figura 2. Eletrofore em gel de agarose da PCR de col6nia do clone positivo para a clonagem do
gene pgk no plasmideo pMal-C2E. Linhas: MM, Marcador molecular 1kb plus Ladder (Invitrogen);

C-, controle negativo da PCR; C+, controle positivo S2308; Col+, coldnia positiva.
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Apbs feita a PCR de colbnia, para mais uma confirmacao da clonagem, foi feita
a mini-prep e esta foi digerida com as enzimas Bam HI e Sal | e a clonagem foi
confirmada devido a visualizacao da separacao dos fragmentos relacionados ao

plasmideo e ao gene, como observamos na figura 3.
MM 1 zZ3

6649 pb

1000 pb

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose da digestdo da mini-prep da col6nia positiva
com as enzimas Bam HI e Sal | para confirmacdo da clonagem. Linhas: MM, Marcador
molecular 1kb plus Ladder (Invitrogen); 1, digestao pMAL+pgk; 2, vetor pMAL sem digerir;
3, mini-prep pMAL+pgk nao digerida.

A expressédo do gene pgk em E. coli foi feita através do método de inducgéo, onde
apresentou grande producgéo da proteina recombinante no periodo de uma, duas, trés
e quatro horas de indugao a 37°C sob agitacao de 200rpm, mostrando que o melhor
tempo para a produgao da proteina foi o tempo de 4h, como mostrado na figura 4.

PM Oh 1h 2h 3h 4h

100
75

— MBP-PGK

50 84 kDa

25

Figura 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida da cinetica de expressao da proteina MBP-
PGK. Linhas: PM, Peso molecular (Broad Range Protein Molecular), Promega, V491; Oh, produto
lisado de E.coli transformado com pMAL c2E/pgk nao induzido, sem adicao de isopropil-tio-P
-galactosideo (IPTG); 1h — 4h, produto lisado de E.coli transformado com pMAL c2E/pgk induzido
por IPTG .
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A producao da proteina recombinante foi confirmada na forma sollvel pela
analise em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), presente portanto no sobrenadante
do produto, apresentando 84kDa. A proteina nesta condigdo proporciona facilidade
na execucao do trabalho (Figura 5).

PM 1 2

MBP-PGK

84 kDa

Figura 5. Eletroforese em gel de poliacrilamida para localizagao da proteina. Linhas:
PM, Peso molecular(Broad Range Protein Molecular), Promega, V491; 1, Sobrenadante do
produto lisado de E.coli transformado com pMAL c2E/pgk; 2, sedimento do produto lisado
de E.coli transformado com pMAL c2E/pgk .

A expressdo de PGKr produzida pelas bactérias transformadas com o vetor
PMAL-c2E+PGK, produziu uma proteina fusionada a MBP (Maltose Binding
Protein) que esta presente no vetor com 42kDa e tem afinidade por amilose, o
que possibilitou a utilizacdo da técnica de cromatografia de afinidade. Contudo
a proteina produzida apresentou 84kDa, pois a proteina PGKr sozinha apresenta
42kDa também.

Durante a purificagdo a proteina nao sofreu degradacéao, apresentando no gel
bandas definidas conforme o esperado como pode-se visualizar na figura 6.
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MBP-PGK
75

84 kDa
50

Figura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida da purificagdo. Linhas: PM, Peso
molecular (Broad Range Protein Molecular), Promega, V491; 1 e 2, proteina purificada por
cromatografia de afinidade em coluna de amilose, apresentando 84 kDa.

Para a quantificacao da proteina foi utilizado o método de Bradford, onde foi
possivel quantificar as fragbes de proteina produzida, obtendo no final de todo
processo 2,62mg de proteina. Com este resultado quatro camundongos BALB/c
foram inoculados com a proteina emulsionada em adjuvante Montanide via
subcutanea. Os soros destes foram coletados para a analise por Western Blot,
onde apresentou resposta positiva a produgao de anticorpos para PGKr como pode
ser observado na Figura 7.

1A 2B 3C 4D 5C-

MBP-PGK
Pra—

84 kDa

Figura 7. Western Blot com soros de camundongos inoculados com a proteina MBP-
PGK. Linhas: 1A, Soro do Animal A; 2B, Soro do Animal B; 3C, Soro do Animal C; 4D, Soro
do Animal D; 5C, Controle negativo com soro de animal néo inoculado.
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Para determinar se a cepa 82308Apgk realmente ndo estd expressando
a proteina PGK, western blot foi realizado com a cepa mutante e com a cepa
selvagem S2308 utilizando anticorpos policlonais anti-PGK. Pode-se observar na
figura 7 que os anticorpos anti-PGK reagiram com a cepa selvagem, mostrando
que anticorpos produzidos contra a proteina recombinante de fato reconhecem pgk
em sua conformacao nativa, visto que pgk estéd presente na cepa selvagem. Ja na
cepa 82308Apgk nao houve reacao com os anticorpos anti-PGK, confirmando
realmente a delecao do gene pgk nesta cepa (Figura 8).

1 2 3

50
<+—— 42kDa

35

25

Figura 7. Analise por meio de Western blot da proteina recombinante PGK de
Brucella abortus na cepa S2308. Observa-se o resultado do Western Blot mostrando o
reconhecimento da proteina PGKr na cepa S2308 apresentando 42 kDa. Linhas 1 e 2, soro
de camundongos inoculados com a proteina PGKr; 3, soro de camundongo livre de patégeno
como controle negativo. Os niimeros a esquerda correspondem ao padrdo de peso molecular

[Broad Range Protein Molecular], Promega, V491.

1 2 3

50

35

25

Figura 8. Analise por meio de Western blot da proteina recombinante PGK de Brucella
abortus na cepa mutante S2308Apgk. Observa-se o resultado do Western Blot mostrando
0 nao reconhecimento da proteina PGKr no mutante S2308Apgk. Linhas 1 e 2, soro de
camundongos inoculados com a proteina PGKr; 3, soro de camundongo livre de patégeno
como controle negativo. Os nimeros a esquerda correspondem ao padrdo de peso molecular
[Broad Range Protein Molecular], Promega, V491.
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DISCUSSAO

A brucelose bovina é responsavel por perdas econémicas a bovinocultura
brasileira estimadas em 32 milhoes de ddlares anuais (POESTER, 2002), prejuizos
estes que justificam esforcos na busca de solucoes efetivas de controle, o qual s6
¢ possivel por meio de vacinas.

Além disso, as bactérias do género Brucella podem ser usadas como armas
bioldgicas reforcando o interesse de se desenvolver meios de controle e prevengao
eficientes contra essa bactéria.

Grandes sao os esforcos na busca de uma nova vacina contra brucelose.
Além da eficacia vacinal, visa-se a producao de uma vacina que seja segura aos
manipuladores e, principalmente, que seu uso nao interfira nos testes diagnosticos
utilizados nos atuais programas de controle.

Grupos de pesquisa vém trabalhando no sentindo de desenvolver testes que
ajudem no diagnostico preciso da doenga, e a identificacao de genes envolvidos
na viruléncia da bactéria sao de extrema importancia para o entendimento da
patogénese molecular deste microorganismo.

Enzimas metabdlicas também tém sido descritas no envolvimento da viruléncia,
como o gene pgk que codifica a enzima fosfoglicerato quinase importante na via
glicolitica, esta enzima tem sido caracterizada, e esta organizada em um operon com
outras enzimas glicoliticas, em varios microorganismos como X. flavus, Z. mobilis,
Lactobacillus bulgaricus, e B. abortus (MEIJER et al., 1996; BURCHHARDT et
al., 1993; BRANNY et al., 1998; ROSINHA, 2002).

Mutantes para esta enzima ja foram obtidos para Aspergillus nidulans
(STREATFIELD & ROBERTS, 1993), X. flavus (MEIJER et al., 1996) e B. abortus
(ROSINHA, 2002). O mutante para o gene pgk de X. flavus, nao mostrou atividade
fosfoglicerato cinase e teve seu crescimento afetado em meio com succinato, e o
mutante pgk de A. nidulans, nao cresceu em meio suplementado com hexoses.
Em B. abortus a cepa mutante S2308Apgk apresentou viruléncia reduzida na
primeira e sexta semana apés a infecgcao, quando comparada a cepa selvagem
S2308. Além disso a cepa mutante S2308Apgk mostrou eficiéncia de protecédo
mais significativa quando comparada as cepas vacinais S19 e RB51 apés desafio
com a cepa parental virulenta S2308 (ROSINHA, 2002).

A produgao da produgao da proteina PGKr tem como principal alvo, ser usada em
teste de diagndstico juntamente com o a cepa mutante construida S2308Apgk.

Neste trabalho a producédo da proteina recombinante permitiu a obtencao do
antigeno purificado, o qual manteve suas propriedades imunogénicas e antigénicas,
da mesma forma que o gene virB9, que também participa de um operon (operon
virB) e esta envolvido na viruléncia da bactéria. A purificacao da VirB9 resultou
na obtencdo de uma banda proteica Unica, a qual foi analisada pela técnica de
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Western blotting. Essa proteina reagiu com o anticorpo monoclonal anti-histidina
e também com o anticorpo IgG especifico contra VirB9 (AcOl-VirB9) de B. abortus,
induzidos em camundongos injetados com VirB9, mostrando a capacidade
imunogénica dessa proteina (ELISEI et al., 2009).

A proteina recombinate PGK nao reagiu com a cepa mutante confirmando a
delecao do gene pgk nesta cepa, e confirmando também sua especificidade para
ser usada em teste de diagndstico para diferenciacao de animais vacinados com a
cepa mutante de animais infectados naturalmente.

CONCLUSOES

Obteve-se a producdo da proteina recombinante PGK (PGKr) por meio da
clonagem e expressao heteréloga utilizando-se o plasmideo pMAL-c2E como vetor.

A purificacdo da proteina recombinante possibilitou a inoculacdo desta em
camundongos, para a produgao de anticorpos anti-PGK.

Os soros obtidos de camundongos inoculados apresentaram-se reagentes a
cepa selvagem 2308 e nao reagentes a cepa mutante S2308Apgk, estas foram
utilizadas neste trabalho como padrao de confirmacgéo da reacao da proteina, que
por meio da técnica de Western blot pdde caracterizar a cepa mutante S2308Apgk
como potencial vacina candidata contra a brucelose bovina.

A proteina recombinante produzida pode servir futuramente como teste sorolégico
para brucelose, para a diferenciacao entre cepa de campo e cepa vacinal.
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