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RESUMO

GARCIA, Luize Néli Nunes, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Novembro de 2013. Avaliacdo da resposta imune em galinhas
contra Brucella abortus por meio da produgéo de IgY e quantificacdo da expressao
de genes de viruléncia regulados pelo sistema de dois componentes BvrR/BvrS
Brucella é um patoégeno intracelular e extracelular facultativo, cocobacilo Gram-
negativo imovel que infecta fagdcitos e células epiteliais dos animais domésticos e
silvestres, assim como em humanos. As pesquisas de novas vacinas atenuadas
estdo baseadas na identificacdo dos fatores de viruléncia da Brucella, sendo que o
agente ndo possui fatores de viruléncia classicos. Devido aos epitopos comuns
presentes na B. abortus, B. mellitensis e B. suis, a maioria dos testes sorolégicos
para a detecgédo de anticorpos utiliza antigenos de B. abortus e principalmente o
LPS. Este trabalho esta dividido em dois capitulos. No primeiro capitulo, foi
avaliada a resposta imune de galinhas frente a Brucella abortus inativada e LPS
(1119-3), por meio da cinética de produgéao de IgY, produzindo testes de validagao
imunoldgicos de alta afinidade, baixo custo e em concentragcées adequadas ao uso
como reagente para a identificagdo do agente. O fato de as andlises da
Porcentagem de Inibigdo Relativa (%l) e Positividade Relativa (%P), resultantes do
ELISAc, apresentarem sensibilidade e especificidade adequadas somente
contribuem para o uso do IgY como uma ferramenta em testes imunoldgicos para
Brucella, ja que se equipara as alternativas existentes preconizadas pelo Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT). No
segundo capitulo, sdo apresentados resultados da padronizagdo e quantificagdo
da expressao de genes de viruléncia, diretos e indiretos, regulados pelo Sistema
de dois componentes BvrR/BVR em Brucella, utilizando-se a técnica de RT-PCR e
High Resolution Melting. Genes de diferentes categorias de fungéo biolégica foram
estandardizados no presente trabalho, incluindo alguns relacionados a resposta a
estimulos de internalizagao da célula bacteriana, classes que podem ser utilizadas
em ensaios de viruléncia, como biomarcadores moleculares. Ambos os trabalhos
corroboram os estudos em andamento no laboratério e com a possibilidade de
estudos sobre os temas abordados.

Palavras-chave: 1. Brucella abortus, 2. Genes de viruléncia, 3. IgY, 4. Validagao

imunoldgica



ABSTRACT

GARCIA, Luize Néli Nunes, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. November, 2013. Evaluation of the immune response of chickens
against Brucella abortus by the kinetics of IgY production and quantification of
the expression of virulence genes regulated by two-component system
BvrR/BvrS.

Brucella is an intracellular and extracellular facultative pathogen, Gram-negative
coccobacillus that infects property phagocytes and epithelial cells of wild and
domestic animals, and humans. The research of new attenuated vaccines is
based on identification of virulence factors of Brucella being that the agent has
no virulence classics factors. Because the common epitope present in B.
abortus, B. mellitensis and B. suis, most of serologic tests for the detection of
antigens using antibodies to B. abortus and mostly LPS. This work is divided
into two chapters. The first chapter evaluated the immune response of chickens
against Brucella abortus inactivated and LPS (1119-3) using the kinetics of
production of IgY and production of validation tests with high affinity, low cost
and suitable for use as reactant concentrations for identifying the agent. The
fact of the analyzes of Relative Percent inhibition ( % |) and Relative positivity
(% P), resulting from cELISA, submit adequate sensitivity and specificity only
contributes to the use of IgY as a tool in immunological tests for Brucella since it
equates alternatives recommended by the National Program for the Control and
Eradication of Brucellosis and Tuberculosis (PNCEBT). Results of
standardization and quantification of the expression of virulence genes,
regulated by two-component system BvrR/ BvrS in Brucella using the technique
of RT-PCR and High Resolution Melting are presented in the second chapter.
Genes of different categories of biological function were standardized in this
work, including some related to response to inducement of internalisation of the
bacterial in host cell and classes that can be used in virulence assays as
molecular biomarkers. Both studies corroborate with ongoing studies in the

laboratory and with the possibility of studies on the topics covered

Key-words: 1. Brucella abortus, 2. Virulence genes, 3. IgY, 4. Immunological.
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1 - Introdugao Geral

Brucella é um patdgeno intracelular e extracelular facultativo, cocobacilo
Gram-negativo imoével que infecta os fagécitos e células epiteliais dos animais
domésticos e silvestres, assim como os dos humanos (Moreno e Moriyon,
2006).

Nos animais, a enfermidade se manifesta com abortamentos e
infertilidade. Somente na América Latina, as perdas econdmicas na producao
animal causadas pela brucelose foram estimadas em 600 milhdes de ddlares
(Boschiroli et al., 2001; Lépez-Goni & Moriyon, 2004; Rotz, et al., 2002).

Uma das principais ferramentas no controle da brucelose é a vacinacgao.
As vacinas mais utilizadas mundialmente para esta enfermidade séo
produzidas com cepas lisas atenuadas de B. abortus, sendo que as mesmas
tém alguns inconvenientes: sdo virulentas para os animais prenhes e causam
interferéncia nos diagndsticos soroldgicos classicos (Hoover et al., 2004,
Nicoletti, 1990; Schurig et al., 2002).

O programa nacional de controle e erradicagdo da brucelose no Brasil
baseia-se na vacinacdo em massa do rebanho e no abate dos animais
considerados reagentes no sorodiagnodstico. A presenca do lipolissacarideo
(LPS) na superficie celular da Brucella representa a por¢gao mais imunogénica
deste agente externamente. Devido aos epitopos comuns presentes na B.
abortus, B. mellitensis e B. suis, a maioria dos testes soroldgicos para a
detecgdo de anticorpos utiliza antigenos de B. abortus, principalmente o LPS
(OIE, 2000).

As pesquisas de novas vacinas atenuadas estdo baseadas na
identificacdo dos fatores de viruléncia da Brucella sendo que o agente n&o
possui fatores de viruléncia classicos e, além disso, possuem PAMP’s
(Pathogen-Associated Molecular Patterns), que permitem a bactéria escapar da

deteccao do Sistema Imune Inato e romper as barreiras do hospedeiro
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(Barquero-Calvo et al., 2007; Grill6 et al., 2006; Moreno & Moriyon, 2002;

Palacios-Chaves et al., 2011).

Dentre os fatores de viruléncia mais estudados estdo o
lipopolissacarideo (LPS) de Brucella (BaLPS), o regulador transcricional VjBR,
o sistema de secregao VirB tipo IV e Glicanos 3-1,2 ciclicos periplasmaticos
(CBGs). Estes fatores permitem que o patéogeno alcance seu local de
replicagao final no Reticulo Endoplasmatico (Arellano-Reynoso et al., 2005;
Celli et al., 2003; Chaves-Olarte et al., 2012; Delrue et al., 2005; Lapaque et al.,
2005; Uzureau et al., 2007).

Além dos fatores mencionados acima, podemos citar o Sistema
regulador e sensorial de dois componentes BvrR/BvrS. Este sistema esta
composto pelo sensor (BvrS), caracterizado por ser um homodimero localizado
na membrana celular e um regulador citoplasmatico (BvrR) (Lopez-Goii et al.,
2002; Sola-Landa et al., 1998).

Segundo Sola-Landa et al. (1998), o sistema regulador de dois
componentes estd diretamente relacionado a viruléncia da Brucella. Os
mutantes BvrR/BvrS sao avirulentos em camundongos, apresentam
invasividade reduzida nas células, além de deficiéncia no recrutamento de
GTPases, requeridas para a penetragdo nas células. Além disso, tornam-se
incapazes de se replicar intracelularmente (Guzman-Verri et al., 2001; Sola-
Landa et al., 1998).

A importancia do Sistema de dois componentes esta em sua capacidade
de controlar a composicido de pelo menos duas proteinas da membrana
externa, a Omp (Out menbrane protein) 3a e Omp 3b, assim como a estrutura
do LPS, possiveis aspectos do metabolismo patogénico, e esta relacionado
diretamente ao mecanismo de invasdo e multiplicagcéo intracelular (Chaves-
Olarte et al.,, 2002; Guzman-Verri et al., 2002; Lamontagne et al., 2009;
Manterola et al., 2005; Sola-Landa et al., 1998; Viadas et al., 2010).

Acredita-se que o Sistema BvrR/BvrS é ativado ou inativado para

conseguir ajustes no metabolismo e garantir a sobrevivéncia nos ambientes
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extracelulares e intracelulares (Guzman-Verri et al., 2002; Kohler et al., 2002;

Lamontagne et al., 2009; Moreno e Moriyon, 2002; Sola-Landa et al., 1998).

Assim sendo, este trabalho se divide em dois capitulos. Com o primeiro
capitulo, pretende-se desenvolver um processo de obtencao de preparacdes
de IgY contendo anticorpos anti-Brucella abortus 1119-3 e anti-LPS
especificos, de alta afinidade, baixo custo e em concentragbes adequadas ao
uso como reagente para a identificagdo do agente. J& o segundo capitulo, trata
de padronizar e quantificar a expressdo de genes de viruléncia, diretos e
indiretos, regulados pelo Sistema de dois componentes BvrR/BVR em Brucella,

utilizando-se a técnica de RT-PCR e High Resolution Melting.
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2 - Capitulo 1: Avaliagao da resposta imune de galinhas frente a
Brucella abortus inativada e LPS (1119-3) por meio da cinética
de producao de IgY e analises em testes de validagao

imunolégicos
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2.1 - Introducgao

2.1.1 - Etiologia

Antigenicamente, as brucelas sdo divididas em dois grupos distintos: as
lisas ou classicas (B. abortus, B. melitensis e B. suis) e as rugosas ou nao
classicas (B. ovis, B. canis e B. matris). B. abortus subdivide-se em oito bidtipos
(1,2, 3, 4, 5, 6, 9 e a estirpe vacinal B19), a B. melitensis em trés (1,2 e 3) e a
B. suis em cinco (1, 2, 3, 4 e 5). As rugosas, apesar de apresentarem variantes,
ndo se subdividem em biotipos (Corbel, 1997).

Mundialmente, as principais espécies patogénicas para os animais
domésticos sao a B. abortus, responsavel pela brucelose bovina; B. melitensis,
agente etioldgico da brucelose em caprinos e ovinos; e a B. suis, responsavel
pela brucelose suina (Godfroid et al., 2005).

Embora exista predilecdo por espécies animais que infectam, nao existe
especificidade quanto a este sentido, podendo as brucelas inclusive serem
isoladas de animais silvestres, sendo considerados reservatorios zoonéticos da
brucelose (Godfroid, 2002).

O género Brucella tem como caracteristicas taxonémicas serem
cocobacilos ou bacilos curtos com 0.5 a 0.7 ym de diametro e 0,6 a 1,5 um de
comprimento, dispostos em pares e, menos frequentemente, em pequenos
grupos. A morfologia da Brucella spp. € normalmente constante, exceto em
culturas antigas, quando adota formas pleomorficas. Sdo Gram negativos,
imoveis e nao possuem flagelos (Corbel, 1997).

Brucella possui caracteristicas peculiares que a diferencia de outras
enfermidades infectocontagiosas. Dentre estas caracteristicas, esta uma série
de fatores dependentes da Brucella e do hospedeiro, que influem na evolugao
da enfermidade no hospedeiro, com importantes repercussdes no estado
sanitario do rebanho e, portanto, importante na epidemiologia da enfermidade
(Ledn, 1994).
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2.1.2 - Patogenia

Brucella € um microrganismo de localizagado e multiplicagao intracelular
facultativa, podendo se multiplicar no interior de macréfagos e leucdcitos
polimorfonucleares apds sua fagocitose. No interior dos polimorfonucleares,
este microrganismo pode sobreviver durante prolongado periodo de tempo,
existindo a possibilidade de que a evolucdo da enfermidade dependa da
capacidade bactericida destas células (Ledn, 1994).

O género ndo possui fatores de viruléncia classicos, como endotoxinas e
exotoxinas e exibe tendéncia para invadir e persistir no hospedeiro por meio da
inibicdo da morte celular programada (Detilleux et al., 1991).

As brucelas ingressam no hospedeiro pelas mucosas dos tratos
digestivo, genital, respiratorio e pelas mucosas conjuntivas ou entdo por
solugdes de continuidade da pele. Entdo sdo carreadas até os linfonodos e
fagocitadas, principalmente por macréfagos, local onde podem permanecer
quiescentes por meses (Arenas et al., 2000).

Apds a fagocitose, a maioria das brucelas é eliminada pela fus&o
fagolisossomal, quando somente 15 a 30% sobrevivem, por estarem envoltas
por compartimentos acidificados (Arenas et al., 2000). A formagédo deste
ambiente ndo esta completamente elucidada, porém se sabe que este é
responsavel por limitar a acdo de antibidticos e explicar a discrepancia entre
estudos in vitro e in vivo (Pizarro-Cerda et al., 1998).

A replicacao da bactéria acontece no reticulo endoplasmatico sem afetar
a integridade da célula hospedeira. Apdés a replicagdo, 0 microrganismo €
liberado pela agcdo de hemolisinas e indugdo de necrose celular (Gorvel e
Moreno, 2002).

Através da corrente circulatéria, estes chegam aos 6rgéos de predilegao

(bago, figado, linfonodos), ou seja, naqueles em que ha maior disponibilidade
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de elementos necessarios para o seu metabolismo, a saber, com destaque dos
produtos da degradagcdo dos horménios esteroides, a Prostaglandina F2a
(PGF2 a) e o Estradiol - 178 (E17 B), além de outras progestinas (Quinn et al.,
1994). Acredita-se que os produtos da degradagcdo desses hormdnios sejam
talvez utilizados no metabolismo das brucelas, que colonizam e multiplicam-se
dentro dos trofoblastos (Meador e Deyoe, 1989).

O eritrol é outro metabdlito que merece destaque na patogenia da
brucelose, esta presente no utero gravidico, tecidos mamarios e Osteo-
articulares, e o6rgaos do sistema reprodutivo masculino: testiculo, epididimo e
vesicula seminal (OMS, 1986). A oferta de eritrol cresce em razdo direta da
evolugdo da gestagdo, porém apresenta alta concentracdo, chegando ao
maximo aos 5 meses de gestacdo (Samartino et al., 1996).

A multiplicagdo da Brucella no ambiente uterino desencadeia uma
reacao inflamatéria dos placentomas, que evolui para necrose, lise das
vilosidades e subsequente deslocamento do cotilédone e da caruncula. Nos
cursos agudos, esse processo desencadeia o abortamento. Porém, quanto
menos intensa for a necrose, maior sera a deposicdo de fibrina entre as
vilosidades e, mais tardio, o abortamento, podendo a gestacdo vir a termo,
gerando produtos que sobrevivem poucos dias. Excesso de retencao de fibrina
leva a retencéo de placenta. As lesdes também diminuem a circulagédo materna
fetal, comprometendo a respiracdo e a alimentacdo do produto, levando-o a
morte, que também pode ser causada pelas proprias bactérias, caso estejam
em concentracao elevada no amnion. O quadro pode evoluir para metrite ou
endometrite cronicas, gerando subfertilidade, infertilidade ou esterilidade, em
geral apresentando secrec¢édo vaginal (Paulin, 2006).

Cerca de duas semanas apoés a expulsdao do produto, quando o utero
entra em repouso e a bactéria migra para outros 6rgédos ativos, como a
glandula mamaria e os linfonodos supramamarios, pode ocorrer mastite crénica
sem lesdes aparentes ou mudangas das caracteristicas do leite (Batheke,
1988).

A bactéria é eliminada em grandes quantidades pelo animal infectado,

pelos produtos do abortamento ou parto e pela secregéo vaginal durante todo o
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puerpério, contaminando o ambiente e propiciando a infeccdo de novos
animais. A eliminagao do agente pelo leite é intermitente e persiste por meses
(Acha e Szyfres, 2003).

Na infecgdo aguda de brucelose, € esperado que as brucelas,
distribuidas por via hematogénica, estejam presentes em todos os 6rgéos das
fémeas (Gallien et al., 1998). Em ruminantes, ndo ha imunidade transferida da
mae para o feto através da placenta, mas pelo colostro apés o nascimento,
sendo que as moléculas intactas de imunoglobulinas sdo absorvidas pela
parede do trato gastrintestinal destes apenas até as primeiras 36 horas de vida
(Paulin, 2001). Neste momento, animais que estejam infectados acabam

comprometendo o recém-nato.

2.1.3 - Lipopolissacarideo (LPS)

Muitos estudos de fatores de viruléncia sao conduzidos para os
principais componentes da membrana externa. A membrana externa da
Brucella contém o LPS que €, para este agente, o fator de maior viruléncia
(Cardoso et al., 2006).

O LPS é vital tanto estruturalmente quanto para a integridade funcional
das bactérias Gram negativas. Além disso, € um dos principais alvos do
sistema imune inato dos mamiferos. A Brucella, particularmente, possui um
atipico LPS, quando comparado com os obtidos das enterobacteriaceas, tais
como, o da Escherichia coli (Lapaque et al., 2005).

O LPS é uma molécula complexa que consiste em uma regiao
polissacaridica O-especifica (Antigeno-O, Ag-O), uma regido polissacaridica
conservada (Core) e um componente lipidico chamado Lipideo A,

esquematizado segundo Cardoso et al. (2006) na Figura 1.
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Figura 1: Estrutura esquematica do lipopolissacarideo (LPS) da Brucella spp.,
demonstrando sua constituigcdo pelo lipidio A, pela regido conservada (Core) e
pelo antigeno-O (Cardoso et al., 2006).

O reconhecimento do LPS pelas células, principalmente os mondcitos e
macrofagos, evoluiu por muitos séculos, para proporcionar aos hospedeiros
mamiferos um rapido reconhecimento e uma reagdo rapida diante das
bactérias Gram negativas (G-). Esta rapida e inata resposta contra o LPS
comumente envolve a liberacdo de uma série de mediadores pré-inflamatdrios,
tais quais TNF-q, IL-6 (Interleucina-6), IL-12 e IL-1B, que, em sitios locais de
infeccdo e em niveis moderados, beneficia o hospedeiro por promover a
inflamagao e, de outro modo, prepara o sistema imune para eliminar o
microrganismo invasor (Erridge et al., 2002).

O reconhecimento do LPS bacteriano é mediado por CD14, entretanto,
este precisa de dominios transmembranares e intracelulares para sinais de
transducao que, desta forma, requer o envolvimento de moléculas pertencentes

a familia TRL. A descoberta das proteinas TRL, familia de receptores de
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reconhecimento padrdo em mamiferos, forneceu melhor entendimento do
mecanismo com o qual a Brucella spp. pode estimular a resposta celular,
induzindo os mondcitos a produzirem IL-12, sendo este efeito bloqueado por
anticorpos anti-CD14, sugerindo que a aglutinagdo do agente e/ou sinalizagao

perante os mondcitos seja mediada via LPS (Zaitseva et al., 1996).

2.1.4 - Diagnéstico

2.1.4.1 - Métodos indiretos

Os programas de combate a brucelose baseiam-se no sorodiagndstico,
levando-se em conta os testes a serem aplicados, as suas caracteristicas
intrinsecas, o custo e a praticidade de execucgao.

As principais classes de imunoglobulinas presentes no soro sanguineo
bovino sédo a G (IgG1 e 1gG2) e a M. A distribuicdo entre estas classes de
imunoglobulinas e o tempo necessario para a detecgdao das mesmas esta
associada a diversos fatores, como o estagio da doencga e a vacinagao. A IgM é
a primeira imunoglobulina detectada nos testes sorolégicos, sendo
imediatamente seguida pela IgG1 e, posteriormente, por pequenas quantidades
de IgG2 e IgA. Na maioria das reagbes cruzadas resultantes da exposigao a
outros microrganismos, a principal imunoglobulina envolvida é a IgM (Nielsen et
al., 2004).

A presenga do lipopolissacarideo O (OPS), presente na superficie
celular da Brucella spp., representa a porgdo mais imunogénica deste agente.
Devido a epitopos comuns, presentes em B. abortus, B. Melitensis e B. suis, a
maioria dos testes soroldgicos para detecgado de anticorpos utiliza antigenos de
B. abortus (OIE, 2000).

A escolha dos métodos sorolégicos a serem empregados, seja

individualmente ou em programas de controle e erradicagdo, ira depender de



22

varios fatores, tais como, a espécie animal, a populagdo sob vigilancia, as
taxas de prevaléncia e incidéncia e a aplicagdo de vacinas vivas (Heck et al.,
1986).

O desempenho dos testes utilizados no sorodiagnéstico da brucelose
baseia-se principalmente na detec¢do do anticorpo IgG4, 0 mais prevalente em
animais naturalmente infectados (Ledn, 1994).

Os testes oficiais do Programa Nacional de Controle e Erradicagao da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) do Brasil sdo o do Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT), o 2-mercaptoetanol (ME) e o teste de Fixagédo do
Complemento (FC) (BRASIL, 2004).

O AAT é um teste qualitativo, rapido, barato, de simples execucao e
possui 6tima sensibilidade e boa especificidade, sendo a melhor alternativa
para o diagnéstico em massa (OIE, 2005). Foi desenvolvido a partir da
observagcdo de que a IgGi bovina € menos ativa em pH 7.0, mudando de
comportamento com a acidificacdo do meio. O pH 3.65 ~ 0.5 aumenta o poder
de aglutinacéo da IgG+ e reduz a reatividade da IgM (BRASIL, 2004).

O ME inativa a atividade aglutinante do anticorpo IgM mediante processo
quimico, reduzindo as pontes dissulfidicas da sua estrutura pentamérica,
degradando-a em subunidades n&o aglutinantes. O teste detecta tanto
anticorpos 1gG1 como IgG2 (Nielsen et al., 1984). Além disso, o tratamento com
o ME pode provocar aumento da sensibilidade dos testes pela otimizagao da
reatividade de 1gG; (Ledn, 1994). Assim, além do ME possuir boa
especificidade, também apresenta boa sensibilidade relativa (Paulin et al.,
2002).

O teste FC é o que apresenta melhor correlacdo com os isolamentos em
animais natural ou experimentalmente infectados (Nielsen, 1995), o que levou a
sua adogao a padrao-ouro para a avaliagao de outros testes soroldgicos. O
Cddigo Zoossanitario Internacional refere-se ao FC como importante suporte
técnico, sendo este o teste exigido para o comércio internacional de animais e
produtos de origem animal (OIE, 2005). Nielsen (1995) cita o anticorpo 1gG,
como o unico detectado no FC em bovinos, o que eleva sua especificidade e,

geralmente, nao interfere no seu desempenho, visto o anticorpo IgG
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predominar sobre a classe IgG, em animais infectados (Paulin et al., 2002).
Alton (1978) assevera que a FC sofre menos interferéncia de anticorpos

vacinais do que as provas de aglutinagao.

2.1.5 - Imunologia da galinha

2.1.5.1 -1gY

Por muitos anos, a imunoglobulina predominante no soro das aves foi
chamada de IgG. Entretanto, a imunoglobulina das aves tem uma maior cadeia
pesada, um ponto isoelétrico menor, e sua polimerizacdo é dependente de sal.
Devido a essas diferengas, Leslie e Clem (1969) sugeriram a caracterizagao
desta imunoglobulina como uma classe diferente, chamando-a assim de IgY.
Porém, somente quando teve sua sequéncia de aminoacidos e a filogenia
analisada é que a classificagdo foi realmente justificada (Warr et al., 1995;
Sharma, 1997).

McCully et al. (1962) realizaram a caracterizacdo eletroforética dos
componentes da gema, Inclusive da IgY. Tais autores verificaram que a IgY, ou
y- livetina, é um anticorpo de baixo peso molecular (LMW — Low Molecular
Weight), e que se localizava na porgéo plasmatica da gema (fragdo soluvel) em
associacdo com as a e 3 — livetinas, em uma zona muito préxima a de uma
lipofosfoproteina de baixa densidade. Sugeriram, ainda, a separagao das
fragdes plasmatica e ndo soluvel (granulos) por diluicdo inicial com agua e
posterior centrifugacéo.

A imunizag¢ao de galinhas com soroalbumina bovina (BSA) foi usada por
Patterson et al. (1962 a, b), com a finalidade de estudar a emergéncia de
anticorpos anti-BSA no soro e sua transferéncia para a gema através do
epitélio folicular do ovario. Rose et al. (1974) também demonstraram que a IgY

é eficientemente transportada e acumulada na gema.
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A partir do método de precipitagdo com o método de polietilenoglicol
(PEG), Polson et al. (1980) conseguiram obter preparagées homogéneas de
anticorpos a partir de gemas de ovos de galinha. Os resultados foram
reproduzidos um pouco depois por Jenesius et al. (1981) e por Bade e
Stegemann (1984). A obtengdo de anticorpos a partir de gema apresenta
vantagens como rapidez, baixo custo e menor grau de agressdao ao animal,
apesar do certo grau de dificuldade em separar os anticorpos da fragao lipidica
(McLaren et al., 1994).

Na década de 90, ressurgiu o interesse pelo uso de IgY de aves em
imunoterapia e imunodiagndstico (Larsson et al., 1991; Fichtali et al., 1993 e
Akita e Nakai, 1993).

2.1.5.2 — Estrutura e propriedades da IgY

A IgY possui uma tipica estrutura de imunoglobulina de 7S com duas
cadeias leves e duas cadeias pesadas. Possui massa molecular de 180kDa, o
que a torna maior que a IgG, diferenciando-as. As cadeias pesadas possuem
uma regido variavel e quatro dominios constantes, com massa molecular de
66kDa. As cadeias leves, com aproximadamente 22kDa, apresentam uma
regiao variavel em uma regido constante (Leslie e Clem, 1969; Warr et al.,
1995).

As sequéncias da regidao FC em IgY apresentam dominios Cv3 e v4 que
aparecem estar relacionados com os dominios Cy2 e Cy3 da IgG, estando o
dominio Cv2 ausente nas cadeias y, sugerindo uma condensagao para
formagao de regiao de dobradiga da IgY (Warr et al., 1995).

O comportamento da IgY frente a antigenos diferentes foi estudado por
varios pesquisadores. Estes demonstraram que a propriedade de precipitagao
ou aglutinagdo sé é exibida quando a imunoglobulina se liga fortemente ao

antigeno em presengca de altas concentragcbes de sal (~1.5M), o que
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intrinsecamente parece estar relacionado a conformacao dos bracos Fab da
IgY (Warr et al., 1995).

2.1.5.3 - Producao, extracao e purificagao da IlgY

A gema do ovo é uma mistura complexa composta de uma fase
granular, com granulos microscopicos, nao soluveis em agua, e de uma fase
denominada plasma, soluvel em agua. O plasma é formado por lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) e por proteinas, as livetinas. Os granulos contém
70% de lipovitelinas, 16% de fosvitina e 12% de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL). As lipovitelinas podem ser consideradas como lipoproteinas
de alta densidade (HDL) (Kim e Nakai, 1996).

O isolamento de IgY da gema do ovo de galinhas hiperimunizadas com
diferentes antigenos foi feita por muitas metodologias diferentes. Para a
separagao das lipoproteinas da IgY, foram usados propanodiol (Bade e
Stegemann, 1984), polietilenoglicol (Polson et al., 1980), sulfato de dextran
(Jenesius et al., 1981) e alginato de sédio (Hatta et al., 1988). O uso da
agregacado das lipoproteinas em baixas forgas ibnicas, como a &agua, foi
relatado por Jenesius et al. (1981). Kwan et al. (1991), Akita e Nakai (1992);
Fichtali et al. (1993) usaram diluicdo em agua, seguida por centrifugagcéo ou
filtracdo, para o fracionamento dos componentes soluveis dos insoluveis da
gema do ovo.

O pH e o volume da diluigado, segundo Akita e Nakai (1992), sédo fatores
criticos na extragdo da IgY pelo método de diluicdo em agua. Segundo estes
autores, a gema deve ser diluida seis vezes com agua com pH 5.0, seguida de
precipitacdo do sobrenadante (plasma) com sulfato de aménia e posterior
centrifugacao ou precipitagdo com alcool ou com sulfato de sdodio.

Muitos pesquisadores tém proposto que a purificagéo final de IgY em
associagdo com métodos cromatograficos, incluindo a cromatografia por

interacdo hidrofébica e gel filtragdo (Hassi e Aspdck, 1988), gel filtracdo e
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cromatografia por troca iénica (Fichtali et al., 1993) e DEAE-celulose (Bade e
Stegemann, 1984).

A ultrafiltragcéo foi outro método aplicado a fragao soluvel em agua, apés
repouso a 4°C ou centrifugacédo, método este utilizado por Akita e Nakai (1993)
e por Kim e Nakai (1996).

Akita e Nakai (1993) concluiram que o método de diluigdo em agua, pH
5.0-5.2, com repouso a 4°C ou centrifugacdo, seguido de precipitagdo com
sulfato de sddio, ultrafiltracdo ou alcool precipitagdo, ou precipitacdo com
sulfato de sddio, e finalmente, gel filtragao/troca iénica, seria 0 melhor método
em termos de produgdo em larga escala.

McLaren et al. (1994) extrairam e purificaram a fragado imunoglobulinica
da gema do ovo de galinhas hiperimunizadas com a-lactoalbumina, mediante a
combinagdo do tratamento da gema com acido caprilico e sulfato de aménia.
Na primeira etapa, ocorreu a separagéo das lipoproteinas e albuminas da IgY
e, na segunda etapa, uma precipitagdo e concentragao da fragao IgY.

2.1.5.4 — Vantagens da producao de anticorpos em gemas de ovo

As galinhas produzem altos niveis de anticorpos contra antigenos de
mamiferos, mesmo quando imunizados com pequenas quantidades destes
antigenos. O uso de adjuvante completo de Freund, nos esquemas de
imunizacao, leva a um aumento do titulo de anticorpos que se mantém por um
longo periodo, principalmente na segunda fase da resposta (Gassmann et al.,
1990).

Gamenicsh et al. (2000) destacam a eficiente transferéncia de IgY para a
gema de galinhas e a sua capacidade de detecgao de antigeno por diferentes
técnicas, além de demonstrar que a sua aplicagédo € mais vantajosa quando
comparada a dos monoclonais.

A distancia filogenética torna vantajosa o uso da IgY, se comparada a da

IgG de mamiferos, ja que aumenta a especificidade a antigenos (Crosby et al.,
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1994), diminui o custo e ha facilidade na coleta de ovos (Polson et al., 1980),
além de haver possibilidade da utilizagdo em testes soroldgicos e diagndsticos
de diversas etiologias e quantificagdo de anticorpos (Larsson et al., 1991).

As propriedades imunoldgicas de IgY estdo diretamente ligadas ao seu
uso em imunoterapias e imunodiagndstico, ja que esta n&o se liga a receptores
Fc de mamiferos e, portanto, ndo ativa o sistema complemento humano
(Larsson et al., 1992), ndo reage com fator reumatoide e nem com anticorpos
IgG humano anticamundongo (HAMA- Human Anti-Mouse 1gG Antibodies)
(Larsson et al., 1991), nem com a proteina A de estafilococos e G de
estreptococos, além de demonstrar pouca reatividade cruzada com a IgG de
mamiferos (Akita e Nakai, 1993).

A IgY também pode ser submetida aos mesmos processos de marcagao
de anticorpos que os anticorpos de mamiferos, tais como os descritos para

biotina, FITC e peroxidase (Carlander et al., 1999).
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3 — Objetivos

3.1 - Gerais

Desenvolver um processo de obtencéo de preparagdes de IgY contendo
anticorpos anti-Brucella abortus 1119-3 e anti-LPS especificos, de alta
afinidade, de baixo custo e em concentracbes adequadas ao uso como
reagente para identificagao do agente.

3.2 — Especificos

Verificar se o sistema imune de galinhas responde a Brucella abortus;

Delinear métodos de imunizacdo adequados a producao desses anticorpos;
Verificar a cinética de produgao de anticorpos IgY anti-Brucella abortus e sua
transferéncia para a gema;

Purificar os anticorpos IgY da gema;

Testar se os anticorpos IgY anti- Brucella abortus 1119-3 e anti-LPS séao
capazes de identificar o agente;

Produzir IgY anti-IgG bovino;

Produzir metodologias de imunodiagndéstico com os IgY obtidos e efetuar sua
padronizagao.
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4 — Material e Métodos

4.1- Animais

Os animais utilizados neste trabalho foram mantidos, tratados e
manuseados conforme as normas éticas internacionais que regulam o uso de
animais em experimentacéo (Remfry, 1987).

As aves tiveram amostras de sangue colhidos da veia marginal da asa,
utilizando seringas de 3 mL ou tubos vacuntainer e agulhas descartaveis. A
coagulacgao foi feita em temperatura ambiente (T.A.) e, apos isto, as amostras
foram centrifugadas a 8000g por 10 minutos, para a obtengdo do soro, e
armazenadas em tubos de Eppendorf™, devidamente identificados em -20°C

até o momento do processamento.

4.1.1 — Aves (Poedeiras)

Foram utilizadas sete galinhas (Gallus gallus) da raga Hisex Brown, em
fase inicial de postura, apresentando as seguintes caracteristicas: peso médio
de 1.7 Kg, fase de postura de aproximadamente 5-6 ovos/semana e idade de 6
meses. As aves foram mantidas em gaiolas individuais (25x40 cm), em
condigbes adequadas para galinha de postura, e agua corrente ad libitum.

Durante a etapa de imunizacdo, o total de animais utilizados foi
agrupado de forma a ficarem dois animais por antigeno utilizado (B. abortus
1119-3, LPS e IgG bovino) e um animal como controle.

O programa de luz das poedeiras esta diretamente relacionado a
qualidade de postura dos animais utilizados no periodo de trabalho, e se

encontra no anexo 1.
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4.1.1.1 — Coleta e Armazenamento de amostras

Os ovos foram colhidos diariamente, datados, identificados
individualmente e divididos semanalmente em duas aliquotas, de forma que as
posturas efetuadas na segunda-feira, terca-feira e quarta-feira constituissem a
primeira aliquota, e aquelas realizadas na quinta-feira, sexta-feira, sabado e
domingo constituissem a segunda aliquota. O objetivo foi avaliar os niveis de

anticorpos contra o antigeno programado para cada animal.

Segunda-feira Terga-feira  Quarta-feira E Primeira
w}' aliquota de

gema
semanal

1

< >

Quinta-feira Sexta-feira Sabado Domingo i Segunda
—) aliquota de

S— goma
semanal

< >

Figura 2: Demonstracdo de como foram efetuadas as aliquotas
individuais semanais.

4.2 — Producgao de Imunoglobulinas Y (lgY)

4.2.1 — Antigenos e Imunizagées

4.2.1.1 — Imunizagao
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Na etapa de imunizagdo, foram utilizados sete animais, sendo
distribuidos de forma a ficarem dois animais por antigeno (B. abortus 1119-3,
LPS e IgG bovino (Sigma, EUA) e um animal de controle.

Os antigenos foram diluidos em PBS, pH 7.2, de forma que atingissem
quantidades e concentracbes ideais para cada inoculacdo, desde que
perfizessem um volume total de 1 mL para cada antigeno. A emulsdo
resultante entre os antigenos especificos e o Adjuvante Completo de Freund
(AFC - Sigma, EUA), na primeira inoculagdo, e com o Adjuvante Incompleto de
Freund (AIF — Sigma, EUA) nas etapas subsequentes, pelo uso do free way, na
propor¢ao 1:2 (v/v), utilizada por via intramuscular (IM) no musculo peitoral.
Sendo assim, foi utilizado um volume total por animal de 1 mL (0,5 mL de
antigeno e 0,5 de adjuvante).

Os animais tiveram amostras de soro avaliadas, para titulacdo de

anticorpos especificos, por ensaio de ELISA.

4.2.1.1.1 — Brucella abortus

Frascos com suspensdo de B. abortus cepa 1119-3 inativada,
suspendida em solugéo fisiolégica e fenolada 0,5%, cedida pela parceria com o
Instituto de Tecnologia do Parand (TECPAR) foram utilizadas neste
experimento.

A solugao foi lavada com PBS, pH 7.2, centrifugada, e teve a porgao
suspensa retirada, sendo este procedimento triplamente repetido, deixando o
material com concentragdes minimas de fenol. O pellet resultante foi diluido em
solugdo salina estéril (NaCl; 0,85%), de onde estimou-se, sob forma de
absorbancia pelo DENSIMAT® (BioMérieux, FR), a concentracdo de Unidade
Formadora de Colénia por mililitro (UFC/mL), em condigdes desejadas para
cada inoculagéo.

A etapa de imunizagao completa estd demonstrada no Quadro 1.
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As imunoglobulinas Y extraidas de gemas das poedeiras, inoculadas

com os antigenos, foram utilizadas no diagnéstico direto, apds conjugagao com

Biotina (Sigma, EUA), pormenorizadas nos itens seguintes.

Concentragao/animal

Dia Brucella . Adjuvante
IgG bovino LPS
abortus 1119-3
0.25
MacFarland Completo de
0 . 1.0 mg
7.5x10 50ug Freund
UFC/mL
0.5 MacFarland
5 Incompleto de
28 1.5x10 1.5 mg 75ug
Freund
UFC/mL
1.0 MacFarland
8 100ug Incompleto de
53 3.0x10 2.0 mg
Freund
UFC/mL
1.5 MacFarland
8 100ug Incompleto de
61 45x10 2.0 mg
Freund
UFC/mL
2.0 MacFarland
8 100ug Incompleto de
68 6.0x10 3.0 mg
Freund
UFC/mL

Quadro 1: Esquema de Imunizagdo da B. abortus 1119-3, IgG bovino e LPS
detalhando intervalo de dias da imunizagdo, concentracdo de antigeno e
adjuvante utilizado.

4.2.1.1.2 - IgG bovino
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As inoculagdes deste antigeno obedeceram as mesmas vias, volumes e
procedimentos anteriormente citados. O esquema de inoculacdo e
consequentemente, a concentragdo de IgG bovino obedeceu ao descrito no
quadro 1.

O objetivo da sensibilizagdo de galinhas com IgG bovino foi a obtengéo
de anticorpos para a realizacdo de diagndsticos soroldgicos indiretos, com a
finalidade de obtencdo de um teste com sensibilidade e especificidade igual ou

superior aos existentes no mercado.

4.2.1.1.3 - Lipopolissacarideo

As etapas de imunizagdes envolvendo o LPS obedeceram as mesmas
vias, volumes e procedimentos anteriormente citados. O esquema de
inoculacdo e, consequentemente, a concentracdo de LPS obedeceu ao
descrito no quadro 1.

O extrato de lipopolissacarideo (POLI O), obtido da amostra de B.
abortus 1119-3, foi produzido pelo Instituto de Tecnologia do Parana -
TECPAR, de acordo com a técnica descrita por Cherwonogrodzky & Nielsen
(1988).

A dosagem do agucar total (AT) foi realizada pelo método de Dubois et
al. (1956) com leitura de 490nm. O principio da técnica € dar uma cor amarelo-
laranja quando os polissacarideos sao tratados com fenol e &acido sulfurico

concentrado.

4.3 — Purificagao de anticorpos IgY

As gemas foram previamente separadas da clara e lavadas com agua

corrente seguida de agua destilada. O seu conteudo foi removido por pungao
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com pipeta Pasteur e transferido para recipientes estéreis. Sequencialmente,
as gemas foram diluidas com agua destilada na propor¢édo de 1:10 (v:iv),
acidificadas, pH 5.0, e deixadas em repouso por over night a 4°C. O material
insoluvel foi removido por centrifugagédo a 10.000 g por 30 minutos a 4°C. Ao
sobrenadante, foi adicionado sulfato de aménio (VETEC), sob agitacdo, em
quantidade suficiente para atingir 20% de saturagcéo (p/v). A solugao foi
mantida em T.A., sob agitacdo, por 2 horas, e novamente centrifugada a
10.000g por 30 minutos a 4°C. As solugdes purificadas da gema contendo IgY,
apos concentradas, passaram por diadlise contra PBS, pH 7.2 e, em seguida,
foram submetidas a filtracdo esterilizante (0,22 pm). Posteriormente, as

amostras foram separadas em aliquotas e armazenadas a -20°C.

4.4 — Quantificagao de proteinas

A quantificagdo de proteinas foi realizada, por meio de dosagem, pelo
método do &cido bicinconinico (BCA - Sigma, EUA). Como proteina referéncia
(padréo) foi utilizada a soro albumina bovina (BSA - Sigma, EUA) diluida na
mesma propor¢cao e comparada com o material testado.

Realizamos curvas de calibracdo de proteina padrdo com BSA a
1mg/mL em seis pogos com duplicata, possuindo respectivamente 0, 2, 4, 6, 8
e 10 yL do BSA em 10, 8, 6, 4, 2 e 0 uL de PBS, acrescentando 200 uL do
reagente na proporgéo de 50 partes de acido bicinconinico para uma parte de
sulfato de cobre Il. As amostras foram diluidas em dilui¢des variantes entre
1:25 a 1:200, utilizando base 2, e transferidas em um volume de 10 pL em
duplicata. Por ultimo, foram adicionados 200 uyL aos pogos da placa, contendo
o reagente &acido bicinconinico com sulfato de cobre Il. As placas foram
incubadas a 37°C por 30 minutos, sendo posteriormente lidas em

espectofotdbmetro em 570nm.
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4. 5 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida-Duodecil Sulfato de Sédio
(SDS-PAGE)

As eletroforeses em géis de poliacrilamida foram realizadas em sistema
descontinuo (Bio Rad Mini Protean Il, EUA), constituido de gel separador a
12% de acrilamida, gel de empilhamento a 4% de acrilamida e tampao de
corrida Tris-Glicina, segundo metodologia descrita por Laemmli (1970).

As amostras foram preparadas em tampdo de amostra, em
concentragdes equivalentes a 1,5 pg/uL, mantidas a 95°C por 5 minutos,
aplicadas no gel em volume de 10uL por canaleta, e submetidas a uma
corrente inicial de 160V/60A a 60 minutos. Apds a corrida, o gel foi corado com
azul de coomassie, sob agitagdo lenta, 50 minutos e, depois, descorado com
uma solugdo contendo 40% de metanol a 10% de acido acético até a
visualizacao das bandas.

4.6 - Western Blotting

As amostras de LPS, extrato brucélico e IgG bovino, foram submetidas a
SDS-PAGE com gel contendo 12% de acrilamida. Em cada canaleta, foram
aplicados 10 pL de amostra, em concentragdes equivalentes as descritas no
item anterior.

Ao término da corrida, o gel foi submetido a etapa de eletrotransferéncia
para uma membrana de nitrocelulose de 0,45 um (Millipore, EUA), segundo
metodologia descrita por Towbin (1979).

O gel, a membrana de nitrocelulose e outros componentes do sistema
de eletrotransferéncia foram imersos em tampao de transferéncia, e mantidos
resfriados a 4°C até o momento de uso. Em seguida, o gel foi montado
segundo orientagdes do fabricante Bio Rad (Bio Rad Laboratories, EUA). Este

sistema foi submetido a corrente de 110V/ 250mA por 90 minutos. A seguir, a
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membrana foi imersa em uma solugdo bloqueadora (PBS com 5% de leite em
p6 desnatado — Molico™ - Nestl¢, BR), por 1 hora em T.A. ou por 14-16 horas
a4°C.

Apds este periodo, as membranas foram incubadas por 2 horas em T.A,,
sob agitacdo constante, com soros das aves imunizadas e com as solugdes
purificadas das gemas, contendo IgY contra os antigenos correspondentes
utilizados na etapa de sensibilizagcdo da membrana, diluidos 1:1000 em solucao
bloqueadora.

Na etapa seguinte, as membranas foram lavadas quatro vezes com
PBST (PBS pH 7.4 com 1% de Tween 20) por 5 minutos cada lavagem, e
incubadas com o segundo anticorpo, IgG de carneiro e anti-IlgY de galinha,
conjugados a peroxidase (Sigma, EUA), diluido 1:2000 em PBST por 1 hora em
T.A. sob agitagdo. Em seguida, foram feitas mais quatro lavagens com PBST e
a reacgao foi revelada com uma solucédo contendo substrato enzimatico mais a
substancia cromégena 3,3’ diaminobenzidina (DAB — Sigma, EUA). Assim que
as bandas tornaram-se claramente visiveis, a reagao foi interrompida pela

adi¢cao de agua destilada.

4.7 - ELISA

Os soros e os extraidos das gemas foram titulados pelo método de
ELISA. A sensibilizagdo da placa para o teste de ELISA foi feita com solugao
de proteina purificada ou LPS na concentragdo de 1-2 pg/mL em tampao
carbonato/bicarbonato 0,05M, pH 9,6; incubagédo a 37°C por 1 hora, lavagem
com PBS, contendo 0,05% de tween 20 (PBST), bloqueio com gelatina 1%
diluida em PBS (PBSG) em uma propor¢ao de trés vezes o volume utilizado
para sensibilizar a placa, deixando 1 hora em T.A.

A lavagem da placa, apds o bloqueio, foi feita com PBST. Os pogos
foram preenchidos com 100 yL dos respectivos soros ou extraidos, diluidos em
PBSTG nas proporgdes de 1:400 a 1:51200, utilizando base 2, incubacéo a
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37°C por 45 minutos e lavagem da placa com PBST. O conjugado (Anti-
Chicken - Sigma, EUA) foi diluido em uma proporgdo de 1:2000 em PBSTG
(apbés prévia analise) e os pogos foram preenchidos com 50 pL deste
preparado e incubado a 37°C por 1 hora. O passo seguinte foi a adigdo de 50
WL de substrato enzimatico (3.25 mL de acido citrico 0.1M, 3.5 mL de fosfato de
sédio 0.2M, 5 pL de agua oxigenada 30V e 5.75 mL de agua destilada),
acrescidos de 5 pg de ortofenildiamina (OPD- Sigma, EUA), incubados por
aproximadamente 20 minutos ao abrigo da luz. A reagéao foi interrompida com a
adicao de 50 yL de H>SO4 3N, sendo a placa lida em espectrofotbmetro a
492nm.

4.8 — Analises estatisticas

A escolha das amostras de IgY anti-B. abortus e IgY anti-LPS utilizadas
para os ELISAc exigiu que fossem feitas analises estatisticas dos dados
encontrados. A escolha que fizemos estatisticamente entre as médias e se os
fatores exerciam influéncia em alguma variavel dependente exigiu que, para
este fim, utilizdssemos o Teste de ANOVA (Analisys of variance).

A aplicagao da ANOVA foi feita para comparar os diferentes tratamentos
diante dos diferentes grupos analisados, que foram, neste caso, os diferentes
periodos de imunizagdo por animal e os diferentes animais com mesmo
antigeno.

Outra anadlise que fizemos foi em relagdo aos ensaios oriundos dos
resultados obtidos a partir dos ELISAs competitivos frente aos antigenos LPS e
Brucella abortus.

Tais andlises foram avaliadas com o uso de TW-ROC (Two-Way
Receiver Operating Characteristic) (Greiner et al., 1995), responsavel pelo
procedimento do ponto de corte a ser utilizado e, portanto, da padronizacao

final dos ELISAs competitivos com os diferentes antigenos.



38

5 - Resultados

5.1 — Andlises dos soros das poedeiras frente as diferentes etapas de

imunizagoes

As analises dos soros de todos os animais imunizados foram realizadas
ap6s a terceira e a quinta imunizacdo. Os resultados da ultima avaliagao

podem ser averiguados na Figura 2.
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Figura 2: Absorbancias encontradas apos ELISAi (ELISA indireto) contra os
soros das aves relacionados a Uultima imunizagdo demonstrando uma
formatagao condicional gradativa de cores vermelha a amarela, cuja tonalidade
da cor representa o valor da célula. Abaixo, encontra-se um quadro relativo ao
animal imunizado.

Observou-se uma grande variagdo nas respostas sorologicas
condizentes a imunizagcdo contra o antigeno LPS, nos diferentes animais
utilizados, e também em comparacdo aos outros que, como observamos na
figura supracitada, se manteve até a ultima imunizagao.

Os outros dois antigenos utilizados neste trabalho, B. abortus 1119-3 e
IgG bovino, estimularam boa resposta imunolégica em todos os animais

utilizados a partir do segundo in6culo (dados ndo mostrados).
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5.2 — Anadlises dos extraidos das gemas frente as diferentes etapas de

imunizagoes e antigenos

As amostras dos extraidos de todos os animais imunizados estédo
demonstradas, abaixo, nas Figuras 3, 4 e 5. Os valores apresentados nas
figuras sdo as meédias aritméticas das absorbancias encontradas frente as
diluicbes seriadas, feitas sob base 3, e comecando com a diluicdo do extraido
de 1:500 e indo até 1:1093500.

A Figura 3 detalha a resposta das imunizagdes, utilizando o antigeno

LPS, em ensaios imnunoenzimaticos, sensibilizado com LPS e com proteinas

[]

0,2005 0,164 0,204 1,001  0,8625 0,8325 | 2,3545 2,186 2,297  2,2565
0,098 0,112 01245 0,58  0,5605 0,5175 | 2,005 1,775 1,738  1,5855
0,083 0,119 0,089 0,3275 0,272 03175 = 1,598  1,1115 1,0695 0,8375

0,0855 0,1205 0,095 0,1585 0,1905 0,185 0,883 0,525 0,4955 0,409
0,089 0,071 0,076 0,0935 0,094 01095 0,398 0,2515 0,245 0,211

0,0925 0,0945 0,1635 0,0835 0,2725 0,221 0,198 0,1445 0,146 0,138

0,0775 0,3415 0,2195 0,2425 0,1425 0,085 0,1215 0,102 0,104 0,106

0,0895 0,102 0,0895 0,1695 0,101 0,0895 0,0985 0,0895  0,0895 0,09
C-/A2 A53 A54 A56 A59 A60 A51 Ad4 A46 A48

brucélicas obtidas a partir da B. abortus 1119-3.

0,0895 0,095 0,1185 0,429 0,421 0,562 1,039 0,761 0,696  0,5735
0,076 0,079 0,08 0,206 02615 0,288  0,6025 0,3985 0,4935 0,347
0,055 0,065 0,0835 0,146 0,191 0,1585 04925 0251 0,3465 0,1985
0,0525 0,1035 0,065 0,112 0,1135 0,1025 0,222 0,2835 0,1965 0,1365
0,056 0,053 0,0675 0,074 0,113 0,086 0,144 0,113  0,1225  0,1185
0,082 0,0765 0,0545 0,0605 00715 0,0955 0,1055 0,094 0,105  0,0975
0,0875 0,084 01345 0,123 0,0885 0,0745 00945 0,0905 0,0905 0,0855
0,102 0,145 0,1405 0,098 00715 0,0705 0,089 0,087 0,084  0,0875
A53 g AS4 g A59 A60 A51 Ad4 A46 A48

uma formatagéo condicional gradativa de cores vermelha a amarela, por
periodo de imunizagéo crescente com o antigeno LPS.

A Figura 3(A) relaciona a resposta das imunoglobulinas Y anti-LPS ao
uso do proprio LPS para sensibilizar a placa, e a Figura 3(B) relaciona a

resposta das imunoglobulinas Y anti-LPS ao uso do extrato proteico de B.
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abortus 1119-3 para sensibilizar a placa. Estes dados sao referentes ao animal
LPS -1.

As avaliagdes das respostas imunoldgicas das imunoglobulinas Y anti-
LPS revelaram a manuteng¢do do padrao apresentado pelos soros. Porém,
ap6s a ultima imunizacdo, os extraidos apresentaram boas absorbancias a
ponto de poderem ser usados nos ensaios imunoenzimaticos.

A Figura 4 detalha as respostas das imunizagbes do antigeno extrato
proteico de B. abortus 1119-3, em ensaios imnunoenzimaticos, sensibilizado

com LPS e com proteinas brucélicas obtidas a partir da B. abortus 1911-3.

A

0,0565 1,5175 1,5715 1,6905 1,7705 1,8835 1,782 16235 1,7675 1,767
0,0525 1,311 1,442 16745 17165 1,792 1,716 1,787 1,694 1,669
0,0505 1,207 1,319  1,2785 1,345  1,5485 1699 1,611 1,687  1,5065
0,0545 0,794 09245 0,843 09285 1,194 1,3105 1,0165 1,2475 1,0215
0,0465 0,4365 0,3985 0,419 04195 0,647 08185 04755 0,708 0,4165
0,0495 0,2065 0,211 0,209 02015 0,252 0,399 0,2295 0,3955 0,265
0,0475 0,1035 0,111 0,095 0,1275 0,1765 0,205 0,155 0,166 0,119
0,0495 0,0725 0,106 0,064 00745 0,09 0,112 00775 0,1025 0,08

A3/C- A16 A20 A22 A29 A7 A12 A33 A39 A42

B

0,1195  1,5825 11,4975 1,562 1,575 16375 1,7235 1,879 1736 1,666
0,0795 1,277 1,178 1,312 1,3605 14225 16705 15535 1,7035 1,6895
0,065 08795 0,8415 09285 09375 10885 1,558 1,278 1455 1,3135
0,0545 0,512 0,5835 0,4235 0,485 0,836 1,053 0,811 0,895 0,81
0,0465 0,276 0,243 0,233 02485 0,387 07125 0,393 06405 0,3935
0,0445 0,1315 0,136 0,1385 0,142 0,162 03635 0,183 0,29 0,203
0,0455 0,0835 0,1185 0,074 0,078  0,0985 0,176 0,1075 0,1395  0,1055
0,064 00595 00615 0,0635 0,0695 0,1025 0,07 0085 0,0735
MA16 t A20 » A29 A7 A12 A33 A39 A42

Figura 4: Médias aritméticas das absorbéancias, encontradas por extraido, sob
uma formatagdo condicional gradativa de cores vermelha a amarela, por
periodo de imunizagao crescente com o antigeno extrato proteico de B. abortus
1119-3.

A Figura 4(A) relaciona a resposta do IgY anti-Brucella ao uso do LPS
para sensibilizar a placa, e a Figura 4(B) relaciona a resposta do IgY anti-
Brucella ao uso do extrato proteico de B. abortus 1119-3 para sensibilizar a

placa. Estes dados sao referentes ao animal Brucella-1.
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Os padrdes de resposta, frente ao antigeno acima citado, foram altos
desde a primeira imunizagéo e nao apresentaram grandes variagdes frente aos

diferentes animais utilizados. Apresentaram ponto de corte médio de 1:4000.

02325 0869 08605 1063 1,0615 108 09985 10315 1,032
0113 03745 04615 08705 07715 0847 09035 08885 0,8875
0073 0216 03805 07285 0542 07055 0,714 07275 0,7095
00575 0121 02375 03695 04475 0451 05295 0,562 04635
00485 0072 01305 02175 0,185 02375 029 0316 02755
0,054 00605 00925 0113 0,185 0,555 0,165 0,1665 0,1485
0054 00515 0108 0074 0073 0085 0099 00985 0,089
0066 00625 0138 0158 0068 0079 0075 00725 00775
A43/C1 A3 @ Al9 4 A25 d A27 A8 All A35 A38

Figura 5: Médias aritméticas das absorbéancias encontradas, por extraido, sob
uma formatagdo condicional gradativa de cores vermelha a amarela, por
periodo de imunizagao crescente com o antigeno IgG bovino. Estes dados s&o
referentes ao animal 1gG-2.

Os padrées de resposta dos animais que foram imunizados com IgG
bovino foram altos, mas nao tanto quanto aos encontrados com os outros
antigenos utilizados, e ndo apresentaram grandes variagbes frente aos

diferentes animais utilizados. Apresentaram ponto de corte médio de 1:2000.

5.3 — Anadlise das proteinas brucélicas utilizadas no sorodiagnéstico e na

imunizagao

A preparacdo da Brucella abortus 1119-3, para imunizagédo e
sorodiagndstico, apés rompimento fisico, por sonicagao e térmico das células
bacterianas, gerou dados a serem avaliados.

A avaliagao dos extraidos basearam-se na analise de géis SDS-PAGE e
na analise das areas relativas encontradas frente ao peso molecular, como

pode ser verificado na Figura 6.
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Figura 6: Perfil proteico encontrado da B. abortus 1119-3 apds rompimento
fisico e térmico, demonstrando areas relativas das mesmas frente ao peso
molecular.

As etapas de verificagdo do perfil proteico, apés o rompimento das
células bacterianas, estabeleceram e padronizaram as amostras utilizadas para
0 grupo a ser imunizado com o mesmo, fato este de suma importancia para
manter um padrdo de resposta, j4 que foram trabalhadas diferentes

imunizacoes.

5.4 — Avaliagao das extragoes, purificagcdoes e quantificagdées proteicas das

gemas

Todos os animais imunizados desenvolveram anticorpos reativos aos
antigenos utilizados, em contraste aos animais utilizados como controle

negativo.
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Na Figura 7, sdo exemplos, diante dos muitos ensaios de extragao
realizados, das quantificagbes relativas resultantes das extragcdes das gemas.
Como mostra esta figura, e corrobora a Figura 8 e o Quadro 1, os extraidos
apresentaram altas concentragdes proteicas e limpidez como mostradas pela
técnica de SDS-PAGE.

CURVA Al3 Al4 Al5 Alé Al7

Al8 Alg A20 A21 A22

Figura 7: Exemplos de Quantificagado de Proteinas das amostras 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21 e 22.

PM Al13 Al4 Al15 Al16 A17 A18 Al19 A20 PM

66,2

45,0

Figura 8: Exemplo de perfis eletroforéticos dos extraidos proteicos a partir das
gemas, nas anadlises realizadas em gel SDS-PAGE das amostras 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20.
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Brucella abortus 1gG bovino

LPS 2 Brucella 1 Brucella 2 IgG 1 1IgG2

[1] A [1] A [1] A [1 A [1

Periodo

Controle A2 74832 A3 802.43 A4 77223 A49 361.92 Al 678,72 A43 266,6

13a
16/01/10

A54 393.2 AS5 1417.16 A20 846.95 A21 817.62 Al18 795,59 A13 736,02

7a9/02/10 AS56 552.66 A57 547.01 A22 673.33 A23 720.95 A24 732D A19 692,3

10 a
13/02/10
14 a
16/02/10

A59 483.82 A58 532.99 A29 633.38 A30 629.64 A26 850,14 A25 8823

AB0 441.91 A6l 364.39 AT 740.77 A6 893.07 A9 & 257/ 51! A27 949.85

17 a 20/2/10 AS51 437.5 A52 552.90 Al2 1046.9 A10 799.68 A28 741,16 A8 839,4

22 a
23/02/10

Ad44  425.04 A4S 435.49 A33 749.52 A32 457.72 A34 747,1 A11 98,04

3a6/3/10 A46 603.52 A50 492.25 A39 848.11 A40 804.57 A36 621,29 A35 790,3

14a16/3/10 A48 403.11 A47 472.99 A42 449.63 Ad41 832.52 A37 574,9 A38 683,35

Quadro 1: Resultados de algumas quantificacées (em pg/10uL) de amostras
(A), apos extragdes e purificagdes proteicas das gemas relativas aos diferentes
antigenos.

5.5 — Perfil de resposta dos animais imunizados com os antigenos
utilizados, LPS, B. abortus 1119-3 e IgG bovino.

Para determinar o potencial diagndstico dos IgYs frente aos diferentes
antigenos, foi testada sua habilidade para reconhecer os antigenos utilizados
neste trabalho.

A reatividade primeiramente testada foi a relativa ao grupo de animais
imunizados com LPS, detalhadas nas Figuras 9 e 10. Apds analisar o grupo de
animais imunizados com LPS, nota-se que a reatividade variou um pouco e as
amostras demoraram a apresentar altas frequéncias de positividade, ao passo
que o grupo imunizado com extrato proteico de Brucella apresentou altas
frequéncias de positividade logo apds as primeiras imunizagbes. Como

demonstrado nas Figuras 11 e 12.
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Figura 10: Perfil de resposta do animal imunizado com LPS (animal LPS 2).
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Figura 11: Perfil de resposta do animal imunizado com extrato proteico de B.
abortus 1119-3 (animal Brucella 1).
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Figura 12: Perfil de resposta do animal imunizado com extrato proteico de B.
abortus 1119-3 (animal Brucella 2).

Analisando os perfis de reposta de cada animal no grupo imunizado com

IgG bovino, é possivel visualizar que o indice de reatividade é crescente para
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este antigeno (Figura 13) e também que ha uma manutengdo dos padrdes de

resposta apds semanas da ultima imunizacao.
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Figura 12: Perfil de resposta dos animais imunizados com IgG bovina (animal
IgG 1 e 2).

5.6 - Andlise estatistica relacionada a escolha das IgY a serem utilizadas

nos ELISAs competitivos (ELISAc) para padronizagao

O teste de ANOVA comparou diferentes tratamentos diante dos
diferentes grupos analisados que, neste caso, foram os diferentes periodos de
imunizagao entre o numero (N) de animais por antigeno.

A analise de variancia das imunoglobulinas Y anti-LPS demonstrou que
a amostra A51 oriunda do animal LPS 1 apresentou uma diferencga significativa
entre os tratamentos e grupos analisados.

Assim como dentre as imunoglobulinas Y anti-B. abortus 1119-3, a
amostra A39 oriunda do animal Brucella 1 foi mais significativa dentre os

tratamentos e grupos analisados.
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Diante do exposto, este resultado estabeleceu que as amostras A51 e
A39 seriam biotiniladas, com a finalidade de uso na padronizagdo do ensaio

imunoenzimatico frente aos soros bovinos do controle.

5.7 - ELISAs competitivos (ELISAc) seus respectivos testes estatisticos

Os resultados do ELISAc, quanto a sua porcentagem de positividade
relativa (%P), utilizando a formula (1), serdo demonstrados nas Figuras 13 e
15; enquanto os da Porcentagem de Inibigéo relativa (%l), utilizando a férmula

(2), serao demonstrados nas Figuras 14 e 16.
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Figura 13: Demonstragdo da distribuicdo da Porcentagem de Positividade
Relativa (%P), comparando as analises dos soros bovinos positivos (A) e
negativos (B), utilizando IgY anti-LPS para o estudo.
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Figura 14: Demonstragao da distribuicdo da Porcentagem de Inibicdo Relativa
(%l), comparando as andlises dos soros bovinos positivos (A) e negativos (B),

utilizando IgY anti-LPS para o estudo.

Os resultados da utilizagao de IgY anti-LPS, para a padronizagéo do

ELISAc, demonstraram que os testes de Porcentagem de Positividade Relativa

(%P) e Porcentagem de Inibicao Relativa (%l) apresentaram alta correlagéo,

principalmente diante das diluicbes de IgY de 1:10 a 1:80 (Anexo 2).
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Figura 15: Demonstragdo da distribuicdo da Porcentagem de Positividade
Relativa (%P), comparando as analises dos soros bovinos positivos (A) e
negativos (B), utilizando IgY anti-Brucella para o estudo.
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Figura 16: Demonstragcédo da distribuicdo da Porcentagem de Inibigao relativa
(%l) comparando as andlises dos soros bovinos positivos (A) e negativos (B)

utilizando IgY anti-Brucella para o estudo.
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6 — Discussao

Neste estudo, foram utilizadas galinhas poedeiras da linhagem Hysex
Brown para a produgao de anticorpos IgY policlonais anti-Brucella, LPS e IgG
bovino. Anteriormente, Ma e Zhang (2010) imunizaram galinhas com
lipopolissacarideo emulsionado com adjuvante incompleto de Freund (AIF) e
realizaram a extragdo dos anticorpos com IgY por meio de agua acidificada e
sulfato de sédio, e obtiveram 8,5 mg/mL. Lee et al. (2002) inocularam galinhas
com suspensdes de bactérias Gram negativas, Salmonella enteritidis e S.
typhimurium, diuluidas em AIF, recuperando aproximadamente 7 mg de
anticorpos total/mL de gema. Portanto, os valores encontrados, neste estudo,
de 7,5 mg/mL, corroboram os outros autores que utilizaram procedimentos
semelhantes.

Normalmente, a imunizacdo de galinhas pela via intramuscular, com
antigenos proteicos e AIF, é utilizada para a indugcdo de anticorpos IgY
policlonais (Schade et al., 1996; Parma et al., 2011; Qu et al., 2011; Wen et al.,
2012). Entretanto, as reagbes inflamatérias locais sdo uma preocupagao,
embora nem sempre sejam observadas em galinhas. Entretanto, um efeito
colateral frequente em galinhas é a queda transitéria na produgdo de ovos
durante o periodo de imunizag¢des (Hatta et al., 1993; Chalghoumi et al., 2008).
No presente estudo, as inoculagdes realizadas nao resultaram em queda da
producao de ovos além das expectativas.

As maiores concentragdes de anticorpos IgY especificos, em
determinados periodos apds imunizagdes, permitem racionalizar as coletas e
os procedimentos de purificagdo (Schade, 2005; Chalghoumi et al., 2008). Os
resultados da concentragéo proteica média das amostras de IgY, obtidas apds
precipitagcdo com sulfato de sddio, dos trés grupos (LPS, B. abortus 1119-3 e
IgG bovino), ndo foram semelhantes entre si, além de variarem dentro do
grupo. Porém, os antigenos B. abortus 1119-3 e IgG bovino mantiveram niveis

estaveis apds o primeiro booster até o final do experimento.
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A detecgdo de anticorpos IgY na gema ocorre com um atraso de
aproximadamente 7 dias, depois da deteccdo sérica dos anticorpos. Este
fenbmeno ocorre devido ao tempo requerido para o desenvolvimento do
foliculo ovariano e ovopostura (Davison, Magor e Kaspers, 2008). Por outro
lado, os anticorpos IgY podem desenvolver, precocemente, a maturagado da
avidez, logo apds a resposta imune primaria (Wolley e Landon, 1995). No
presente estudo, as quantidades de anticorpos IgY anti-LPS estimadas por
meio do indice ELISA (IE), foram detectadas a partir do 59° dia, para LPS 1; e
61° dia, para LPS 2; 26° dia, para Brucella 1; 24° dia, para Brucella 2; 41° dia,
para IgG1 e 2. E, apds estes periodos, tais quantidades foram crescentes ao
longo do protocolo de imunizagdo, com excegao em relagdo aos animais
imunizados com LPS, que tiveram uma leve queda.

A detecgdo dos antigenos de B. abortus ou LPS, por meio de anticorpos
especificos de mamiferos, € um critério para determinar a exposicdo do
hospedeiro a este patégeno. No presente estudo, demonstrou-se que os
anticorpos de galinhas imunizados com os perfis acima expostos reconhecem
os antigenos a tal ponto de ter sua sensibilidade e especificidade comparadas
as dos testes comerciais presentes no Brasil para B. abortus.

Os resultados observados nos ELISAs indiretos mostraram que a
resposta humoral foi mais intensa nos grupos imunizados com extrato proteico
de B. abortus 1119-3 e LPS, apesar de este ultimo apresentar uma resposta
tardia ao estimulo oferecido. Porém todos os grupos tratados com os
diferentes antigenos mostraram um decaimento minimo ao estimulo antigénico,
mesmo apos 4 semanas da ultima imunizagao.

Imunoglobulinas Y policlonais tém-se mostrado eficientes em estudos
associados a fatores de viruléncia bacterianos (Parma et al., 2011), porque as
IgY apresentam resisténcia ao pH acido ou a inativagéo proteolitica, desde que
preparadas para esse fim (Schade, 2005; Kovacs-Nolan e Mine, 2012). Essa
caracteristica abre a possibilidade de usar tal imunoglobulina em pesquisas
com patdgenos que possuem as vias mucosas como principal porta de entrada
nos hospedeiros (Liou et al., 2010; Veja et al., 2011; Wen et al., 2012; Kovacs-
Nolan e Mine, 2012).
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Neste trabalho, os antigenos LPS e extrato Brucélico demonstraram ser
potenciais candidatos na validagdo de testes imunolégicos contra Brucella
abortus, visto que ambos foram capazes de estimular a resposta humoral em
galinhas ao ponto de reproduzirem anticorpos com especificidade relativa em

niveis semelhantes aos liberados para uso no mercado brasileiro.
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7- Conclusoes

O protocolo de imunizagdo empregado frente aos diferentes antigenos
utilizados, LPS, Brucella abortus 1119-3 e IgG-bovino, mostrou-se adequado, ja
que foi capaz de induzir IgY em concentragdes e especificidade adequadas.

O fato de as andlises da Porcentagem de Inibicdo Relativa (%l) e
Positividade Relativa (%P), resultantes do ELISAc, apresentarem as
sensibilidade e especificidade adequadas somente contribuem para o uso do
IgY, como uma ferramenta em testes imunolégicos para Brucella, ja que se
equipara as alternativas existentes preconizadas pelo Programa Nacional de

Controle e Erradicacao da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT).
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2 - Capitulo 2: Quantificagdo da expressao de genes de
viruléncia, diretos e indiretos, regulados pelo Sistema de dois

componentes BvrR/BvrS em Brucella
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2.1 - Introducgao

2.1.1 — Brucella

Antigenicamente, as brucelas sdo divididas em dois grupos distintos: as
lisas ou classicas (B. abortus, B. melitensis e B. suis) e as rugosas ou nao
classicas (B. ovis, B. canis e B. maris). B. abortus subdivide-se em 8 biotipos
(1,2, 3,4,5, 6,9 e aestirpe vacinal B19); a B. melitensisem 3 (1,2 e 3); e aB.
suis em 5 (1, 2, 3, 4 e 5). As rugosas, apesar de apresentarem variantes, nao
se subdividem em biotipos (Corbel, 1997).

Mundialmente, as principais espécies patogénicas para os animais
domésticos sao a B. abortus, responsavel pela brucelose bovina; B. melitensis,
agente etioldgico da brucelose em caprinos e ovinos; e a B. suis, responsavel
pela brucelose suina (Godfroid et al., 2005).

Embora exista predilecdo por espécies animais que infectam, nao existe
especificidade quanto a este sentido, podendo inclusive as brucelas serem
isoladas de animais silvestres, considerados reservatérios zoondtico da
brucelose (Godfroid, 2002).

O género Brucella possui, como caracteristicas taxondmicas,
cocobacilos ou bacilos curtos, Gram negativos, iméveis e ndo possuem flagelos
com 0.5 a 0.7 um de didmetro e 0,6 a 1,5 ym de comprimento, dispostos aos
pares e, menos frequentemente, em pequenos grupos. A morfologia da
Brucella spp. é normalmente constante, exceto em culturas antigas, cujas
formas séo pleomorficas. (Corbel, 1997).

A brucelose possui caracteristicas peculiares que a diferencia de outras
enfermidades infectocontagiosas. Dentre estas caracteristicas, esta uma série
de fatores dependentes da Brucella spp. e do hospedeiro, que influem na
evolucdo da enfermidade, com importantes repercussdes no estado sanitario
do rebanho e, portanto, importante na epidemiologia da enfermidade (Ledn,
1994).
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2.1.2 - Patogenia

A Brucella é um microrganismo de localizagdo e multiplicagao
intracelular facultativa, podendo se multiplicar no interior de macréfagos e
leucdcitos  polimorfonucleares apds sua fagocitose. No interior dos
polimorfonucleares, este microrganismo pode sobreviver durante prolongado
periodo de tempo, existindo a possibilidade de que a evolugcao da enfermidade
dependa da capacidade bactericida destas células (Ledn, 1994).

O género nao possui fatores de viruléncia classicos, como endotoxinas e
exotoxinas, e exibe tendéncia a invadir e persistir no hospedeiro mediante a
inibicdo da morte celular programada (Detilleux et al., 1991).

As brucelas ingressam no hospedeiro pelas mucosas dos tratos
digestivo, genital, respiratorio e pelas mucosas conjuntivas, ou entdo por
solugdes de continuidade da pele. Entdo, sdo carreadas até os linfonodos e
fagocitadas, principalmente por macréfagos, local onde podem permanecer
quiescentes por meses (Arenas et al., 2000).

Apds a fagocitose, a maioria das brucelas € eliminada pela fuséo
fagolisossomal, somente de 15 a 30% sobrevivem, por estarem envoltas por
compartimentos acidificados (Arenas et al., 2000). A formagédo deste ambiente
nao esta completamente elucidada, porém se sabe que este é responsavel por
limitar a acao de antibiéticos e por explicar a discrepancia entre estudos in vitro
e in vivo (Pizarro-Cerda et al., 1998).

A multiplicagdo da bactéria acontece no reticulo endoplasmatico sem
afetar a integridade da célula hospedeira. Apos a multiplicagdo, o
microrganismo é liberado pela agdo de hemolisinas e indugdo de necrose
celular (Gorvel e Moreno, 2002).

Através da corrente circulatéria, as bactérias chegam aos 6rgéaos de
predilegdo (bago, figado, linfonodos), ou seja, naqueles em que ha maior
disponibilidade de elementos necessarios para o seu metabolismo. Destacam-
se os produtos da degradagao dos horménios esteroides, a Prostaglandina F2a

(PGF2 a) e o Estradiol - 173 (E17 B), além de outras progestinas (Quinn et al.,
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1994). Acredita-se que os produtos da degradagao desses horménios sejam
talvez utilizados no metabolismo das brucelas, que colonizam e multiplicam-se
dentro dos trofoblastos (Meador e Deyoe, 1989).

O eritrol é outro metabdlito que merece destaque na patogenia da
brucelose. Ele esta presente no utero gravidico, tecidos mamarios e
osteoarticulares e 6rgaos do sistema reprodutivo masculino, como: testiculo,
epididimo e vesicula seminal (OMS, 1986). A oferta de eritrol cresce em razéo
direta da evolugédo da gestagao até os 5 meses de gestagao, quando ocorre o
pico de concentragao (Samartino et al., 1996).

A multiplicagdo da Brucella no ambiente uterino desencadeia uma
reagao inflamatéria dos placentomas que evolui para necrose, lise das
vilosidades e, subsequente, deslocamento do cotilédone e da caruncula. Nos
cursos agudos, esse processo desencadeia o abortamento. Porém, quanto
menos intensa for a necrose, maior sera a deposicdo de fibrina entre as
vilosidades e mais tardio o abortamento, podendo a gestagdo vir a termo,
gerando produtos que sobrevivem poucos dias. Excesso de retengao de fibrina
leva a retengcdo de placenta. As lesdes também diminuem a circulagéo
materno-fetal, comprometendo a respiracdo e a alimentacdo do produto,
levando-o a morte, que também pode ser causada pelas proprias bactérias,
caso estejam em concentragéo elevada no amnion. O quadro pode evoluir para
metrite ou endometrite crbénicas, gerando subfertilidade, infertilidade ou
esterilidade, em geral apresentando secrec¢do vaginal (Paulin, 2006).

Cerca de 2 semanas ap6s a expulsao do produto, quando o utero entra
em repouso e a bactéria migra para outros 6rgdos ativos, como a glandula
mamaria e os linfonodos supramamarios, pode ocorrer mastite cronica sem
lesdes aparentes ou mudancas das caracteristicas do leite (Batheke, 1988).

A bactéria é eliminada em grandes quantidades pelo animal infectado,
pelos produtos do abortamento ou parto e pela secregao vaginal durante todo o
puerpério, contaminando o ambiente e propiciando a infeccdo de novos
animais. A eliminagao do agente pelo leite é intermitente e persiste por meses
(Acha e Szyfres, 2003).
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Na infeccdo aguda de brucelose, é esperado que as brucelas
distribuidas, por via hematogénica, estejam presentes em todos os 6rgaos das
fémeas (Gallien et al., 1998). Em ruminantes, n&o ha imunidade transferida da
mae para o feto através da placenta, mas pelo colostro apés o nascimento,
sendo que as moléculas intactas de imunoglobulinas sdo absorvidas pela
parede do trato gastrintestinal apenas até as primeiras 36 horas de vida
(Paulin, 2001). Neste momento, animais infectados acabam comprometendo o

recém-nato.

2.2 - Vida intracelular da Brucella spp.

2.2.1 - Internalizagao da Brucella spp.

Durante o ciclo de infeccdo em humanos e animais, a Brucella utiliza
fagdcitos profissionais € nao profissionais, como as células hospedeiras. B.
abortus é capaz de invadir um amplo numero de linhagens celulares, tais como:
os fibroblasto murinos NIH3T3, células Vero, Células HelLa, células Madin-
Darby de bovino (MDBK) e células BHK (Chaves-Olarte et al., 2002; Moreno &
Gorvel, 2004; Pizarro-Cerda et al., 2000).

In vivo, Brucella foi encontrada em fibroblastos bovinos, caprinos e
murinos, em linfécitos caprinos, células M, fibroblastos de embrido de galinhas;
e em um grande numero de fagocitos profissionais de diferentes tecidos
(Moreno & Gorvel, 2004).

Uma vez que a Brucella invade a mucosa, os fagdcitos profissionais que
se encontram abaixo da submucosa englobam a bactéria. Ha relato em que as
células M, macrofagos e neutrofillos também ingerem a bactéria mediante
fagocitose tipo ziper (Ackermann et al., 1988; Gorvel e Moreno, 2002).

B. abortus é capaz de penetrar nas células hospedeiras mediante a

indugao de um reordenamento local da membrana plasmatica. O tratamento de
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células hospedeiras com substincias que inibem a polimerizacdo de
microtubulos (nocodazol) e os filamentos de actina (citocalasina D) altera a
internalizagao da bactéria (Gorvel & Moreno, 2002; Guzman-Verri et al., 2001;
Pizarro-Cerda et al., 2000).

A ativagao de GTPases da subfamilia Rho como Rho, Rac e Cdc42 séo
requeridas para a internalizagdo da Brucella em fagocitos ndo profissionais
(Chaves-Olarte et al., 2002; Guzman-Verri et al., 2001).

Foi demonstrado que B. abortus evade da degradagao intracelular por
meio da dissociagdo da cascata endocitica/fagocitica. A B. abortus pode se
internalizada nas células hospedeiras 5 minutos depois de ser inoculada em
uma monocamada celular (Pizarro-Cerda et al., 1998a; Pizarro-Cerda et al.,
2000).

2.2.2 - Interagdo com a via endossomal inicial

Durante os primeiros minutos, tanto B. abortus como a cepa atenuada
S19 interagem com os compartimentos intracelulares relacionados com a via
endossomal inicial, mas nunca com o endossoma tardio. Essa associacido com
a via endicitica inicial € transitoria, ja que depois de 10 minutos de
internalizagdo, a mesma diminui significativamente (Gorvel e Moreno, 2002;
Moreno e Gorvel, 2004; Pizarro-Cerda et al., 1998a).

As afirmativas anteriores puderam ser reveladas devido a presencga, nos
compartimentos que continham Brucella, de marcadores como receptores de
transferrina, a proteina de unido GTP Rab5, o antigeno endossomal inicial 1
(EEA1) (Chaves-Olarte et al., 2002; Pizarro-Cerda et al., 2000).

As bactérias mortas contidas no fagossoma interagem de forma
transitéria com os compartimentos endossomais tardios depois de seu transito
pelos fagossomas iniciais (Gorvel & Moreno, 2002; Pizarro-Cerda et al.,
1998a).
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2.2.3 - Interagdo com o autofagossoma

Os compartimentos que contém Brucella sao alterados gradualmente
apés 1 hora de internalizacgdo em um compartimento intracelular
multimembranoso (vacuolo autofagico), tanto na estirpe virulenta 2308 como na
atenuada S19 (Gorvel & Moreno, 2002;. Cerda Pizarro et al, 1998a).

Este compartimento possui a proteina lisossomal associada a membrana
(LAMP1), mas é desprovido da hidrolase lisossomal catepsina D. Isto sugere
que a Brucella inibe a fusdo do fagossoma com compartimentos lisossomais
(Moreno e Gorvel, 2004, Pizarro-Cerda et al., 1998b).

Estes fagossomas sdo chamados de "brucellosomas". Os fagossomas
sao acidificados e, como consequéncia, a bactéria é exposta aos radicais livres
do oxigénio (Porta et al., 1999; Roop et al., 2003).

Esta localizacdo em um ambiente acido é importante para a muliplicacao
da Brucella e sua sobrevivéncia pela indu¢&o do operon VirB (VirB1- VirB10). O
operon VirB interage com o reticulo endoplasmatico para neutralizar o pH do
fagossoma (Comerci et al., 2001; Olsen et al., 2010).

Segundo Gorvel e Moreno (2002), a transferéncia destes agentes de um
compartimento intracelular para o outro, possivelmente, poderia ser explicada
pela possibilidade de os vacuolos autofagicos serem formados por invaginagao
do reticulo endoplasmatico de forma selectiva em torno dos compartimentos
contendo Brucella.

Enquanto, nas células epiteliais, as Brucelas estao localizadas no interior
de compartimentos multimembranosos compativeis com autofagossomas, em
macrofagos, os vacuolos que contém a bactéria nunca adquirem caracteristicas
autofagossOmicas, mas mantém interagcdes com o reticulo endoplasmatico
(Celli et al., 2003; Pizarro-Cerda et al., 1998a; Pizarro-Cerda et al., 1998b).
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2.2.4 - Interacao com o Reticulo Endoplasmatico e a multiplicagao

bacteriana

Durante tempos tardios de infecgdo (24 horas apos a inoculagéo ), a
cepa virulenta 2308 e a atenuada S19 seguem em diferentes vias
intracelulares. A cepa S19 mantém a proteina LAMP1 e adquire o marcador
lisossomal catepsina D (Figura 1) (Gorvel e Moreno, 2002; Pizarro-Cerda et al.,
1998a; Pizarro-Cerda et al.,1998b).

Isto sugere que os compartimentos que contém estas bactérias se
fundem aos lisossomas para sua degradagao, de modo que a cepa atenuada
nao € capaz de modificar a maturagdo dos autofagossomas que, normalmente,
se diferenciam gradualmente, adquirindo enzimas lisossomais (Pizarro-Cerda
et al., 1998a; Pizarro-Cerda et al., 2000).

Em contraste, a cepa virulenta perde a proteina LAMP1 e nunca adquire
o marcador lisossomal catepsina D (Figura 1). No entanto, mantém o marcador
Sec61 e adquire outros marcadores do reticulo endoplasmatico como a
proteina dissulfeto isomerase e calnexina. Isto indica que a Brucella transita
desde os autofagossomas até o reticulo endoplasmatico das células
hospedeiras onde ocorre a multiplicagédo bacteriana (Moreno e Gorvel, 2004;
Pizarro-Cerda et al., 1998a; Pizarro-Cerda et al., 2000).

Segundo Gorvel e Moreno (2002), o operon VirB que codifica o sistema
de secregao do tipo IV é necessario para regular o trafico intracelular, desde o
compartimento do autofagossomal até o reticulo endoplasmatico.

Pizarro-Cerda et al. (2000) sugerem que a associagao da Brucella com o
reticulo endoplasmatico pode ser um meio de obtencdo de metabdlitos
sintetizados ou levados até este compartimento, para assim completar as
necessidades nutricionais das bactérias nesta fase.

Mesmo apés 48 horas apoés a inoculagao, as células nao sofrem nenhum
resultado visivel pela presenca de centenas de bactérias no reticulo

endoplasmatico. Apenas 72 horas ap6s ocorre ruptura mecanica das células
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invadidas devido ao crescimento exponencial das bactérias (Pizarro-Cerda et
al., 2000, Pizarro-Cerda et al., 1998b).

O trafego intracelular da Brucella tem sido descrito e estudado
extensivamente. No entanto, o mecanismo que esta bactéria utiliza para
persistir no hospedeiro ndo esta claro. Identificaram uma organela derivada do
autofagossoma chamada de bariforo, o qual pode ser usado por B. abortus
para o trafego de uma célula hospedeira para a outra, enquanto invade o

sistema imune do hospedeiro (Ritchie, 2011).
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Figura 1. Modelo de invasédo de B. abortus e o trafego intracelular em células
epiteliais HelLa. Brucella se liga a sitios das células-alvo por receptores
desconhecido (?-R). Em seguida, a bactéria penetra, por fagocitose, com um
recrutamento de filamentos de actina, ativacao de GTPases, recrutamento
direto de Cdc42 e sinais mediados por mensageiros secundarios. As bactérias
fagocitadas se dirigem inicialmente aos compartimentos do fagossoma inicial
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que pode ser acidificado (H +) pela aquisicdode prétons. Em células Hela, a
maioria das cepas Vvirulentas fagocitadas tem como alvo o reticulo
endoplasmatico pela via autofagocitica, enquanto somente algumas bactérias
sdo direcionados para os fagolisossomas. Sinais para inibir a apoptose podem
ser liberados a partir de nicho replicacdo da Brucella. As bactérias virulentas
nao transitam até os endossomas tardios. Modificado de: Gorvel e Moreno
(2002).

2.3 - Fatores envolvidos na viruléncia da Brucella

2.3.1 - Sistema de Secrec¢ao tipo IV

O sistema de secregao de tipo IV (T4SSs) é uma familia de complexos
multiproteicos responsaveis pela secrecdo de macromoléculas e proteinas
através da membrana celular bacteriana. O sistema de secregéo de tipo IV é
codificado pelo operon VirB, que possui 12 proteinas, as quais tém uma
homologia significativa com outros T4SSs (Cascales e Christie, 2003; Delrue et
al., 2005; O'Callaghan et al., 1999).

O sistema de secregao do tipo IV VirB da Brucella é importante por estar
envolvido com o controle do trafego intracelular nesta bactéria, e os mutantes
deste sistema tém estas fun¢des atenuadas (Celli et al., 2003). O mecanismo
de montagem e os fatores secretados por VirB sdo desconhecidos. No entanto,
a semelhanga com a Agrobacterium tumefaciens sugere que a Brucella utiliza o
mesmo sistema para a translocacdo de fatores de viruléncia em células de
mamiferos (Cascales e Christie, 2003; Celli et al., 2003; O'Callaghan et al.,
1999). A atual hipétese é que VirB interfere na translocacdo de moléculas
efetoras bacterianas para o hospedeiro, os quais controlam a maturacido de
vacuolos contendo Brucella. Tais efetores ndo foram identificados (Celli et al.,
2003).

Martinez-Nufez et al. (2010) sugerem que a transcricao de VirB esteja
regulada por VjbR junto ao regulador transcricional BvrR. Além disso, o

controle da expressao VirB pelo sistema BvrRS ocorre direta e indiretamente.
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2.3.2 - Regulador transcricional VjbR

Brucella libera moléculas de quorum sensing (QS), N-acil -homoserina
lactona, para sincronizar a expressdo de genes dentro da populagéo
bacteriana, fenomeno que depende dos reguladores transcricionais da familia
LuxR (Delrue et al., 2005).

Em Brucella, sao dois reguladores deste tipo, VjbR e BabR. Mutantes do
regulador transcricional vjbR s&o altamente atenuados em todos os modelos
experimentais, sugerindo o papel crucial para o QS na viruléncia da Brucella.
Contudo, ndo foi atribuida nenhuma funcdo ao regulador de BabR (Delrue et
al., 2005; Uzureau et al., 2007; Uzureau et al., 2010).

Além disso, sabe-se que o QS estd envolvido na regulagédo de
determinantes de viruléncia em Brucella, principalmente aos ligados a
superficie da célula: o sistema de secrecao de tipo IV, flagelos, proteinas da
membrana externa e exopolissacarideos (Delrue et al., 2005; Fretin et al., 2005
; Taminiau et al., 2002; Uzureau et al., 2007; Wang et al., 2010).

Os resultados obtidos por Uzureau et al. (2010) indicam que 5% dos
genes em B. melitensis 16M sao regulados por VjbR e/ou BabR. Isto sugere
que o QS é um sistema regulador global nesta bactéria. Muitos dos genes
regulados estdo envolvidos na resposta ao estresse, metabolismo e viruléncia,
incluindo aqueles envolvidos na adaptacdo da Brucella ao estresse causado
por oxidagao, pH e nutricao encontrados dentro do hospedeiro.

O aumento continuo da concentracdo de Brucella intracelularmente faz
com que a homosserina lactona também aumente, o que faz com que o
revestimento de polissacarideo que foi segregado cubra a populagéo
bacteriana. O polissacarideo liberado deve cobrir as bactérias que serao
produzidas a partir da agdo dos componentes soluveis do sistema imunoldgico,

tais como, anticorpos e complemento ou ajuda as bactérias extracelulares
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liberadas, para unirem-se as células vizinhas nao infectadas e, assim, iniciarem
um novo ciclo de multiplicagao (Godefroid et al., 2010).

Concluiu-se que tanto VirB quanto VjbR poderiam estar sob o controle
direto ou indireto do sistema de dois componentes BvrR/BvrS, mediante um
circuito de autorregulagcdo que envolva os trés sistemas (Chaves-Olarte et al.,
2012; Martinez-Nunez et al., 2010; Viadas et al., 2010).

2.3.3 - Sistema de dois Componentes BvrR/BvrS

BvrS é uma proteina homodimérica ligada a membrana que possui trés
dominios conservados, frequentemente encontrados em membros da familia
de proteinas histidino-quinases. Apresenta um dominio com um sensor
periplasmatico e segmentos transmembranicos, um dominio citoplasmatico de
dimerizagdo com um residuo de histidina especifico e, na regido carboxi-
terminal, um dominio quinase de unido com o ATP (Lopez-Goifii et al.,2002.;
Stock et al., 1995).

BvrR é uma proteina citoplasmatica que mostra uma semelhanca
significativa com as proteinas reguladoras de resposta da subfamilia
OmpR/PhoB. Tem um residuo de Asp especifico, localizado dentro de um
dominio conservado, e um dominio efetor com atividade de ligacdo ao DNA
(Lopez-Goiii et al., 2002).

O sistema regulatério BvrR/BvrS desempenha um papel fundamental no
controle da viruléncia. Acredita-se que BvrS/BvrR é essencial para detectar o
ambiente fagossomal e, assim, induzir alteragdes que habituam as bactérias ao
meio intracelular e extracelular. BvrS/BvrR esta envolvido em internalizacio da
Brucella em fagdcitos profissionais e ndo profissionais (Guzman-Verri et al.,
2002; Lopez-Goiii et al., 2002; Sola-Landa et al., 1998a).

O sistema de dois componentes também esta envolvido na homeostase
estrutural e funcional da membrana externa. Exerce forte influéncia,

especialmente sobre o grupo trés proteinas Omp, lipoproteinas, LPS, varios
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transportadores periplasmaticos e componentes de resposta ao estresse
(Guzman-Verri et al., 2002; Lamontagne et al., 2007; Manterola et al., 2007).

BvrR/BvrS se encarrega de apagar genes desnecessarios usados para a
sobrevivéncia extracelular e acender aqueles que sado essenciais para a
invasdo e sobrevivéncia intracelular. De acordo com Guzman-Verri et al.
(2002), o mencionado acima ocorre porque este sistema altera a
hidrofobicidade da superficie célular, além de alterar sua permeabilidade e
sensibilidade a peptideos bactericidas da superficie celular (Mekalanos, 1992;
Sola-Landa et al.,1998a).

Este sistema de dois componentes é o fator melhor caracterizado e o
mais associado com a viruléncia da Brucella. O Sistema é homdlogo ao
sisitema Chvl/ChvG de A. tumefaciens e Sinorhizobium meliloti, os quais sao
necessarios para patogenicidade e endossimbiose em plantas,
respectivamente (Guzman-Verri et al., 2002).

Viadas et al. (2010) sugerem que o sistema BvrR/BvrS poderia
neutralizar a produgdo de moléculas de nitrogénio reativas e toxicas, como o
Oxido Nitrico (NO), pelo hospedeiro. Além disso, BvrR/BvrS controla os
elementos envolvidos diretamente com a adaptacao da Brucella @ mudanca de
nutrientes esperada durante o transito para o nicho intracelular (Viadas et al.,
2010).

Mutagbes no sistema BvrR/BvrS impedem a producdao das proteinas
Omp25 e Omp22, que produzem LPS com falha estrutural, mesmo com a
cadeia O parecendo estar intacta, e diminuem a resisténcia caracteristica da
Brucella aos bactericidas além de aumentarem a permeabilidade aos
sulfactantes (Guzman-Verri et al., 2002; Sola-Landa et al., 1998b).

Manterola et al. (2005) relataram que os mutantes em BvrR/BvrS
aumentam a hidrofobicidade da superficie da bactéria em relagcdo ao meio
externo e sao susceptiveis a morte por soro ndo imune.

Mutantes BvrR/BvrS s&o mais suscetiveis a substancias bactericidas
policatibnicas como polimixina B ou poli-L-lisina. Além disso, ocorrem

alteragdes em algumas moléculas, tais como, o lipidio A (pouca acilagdo) e um
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aumento na fluidez da cadeia acil do LPS (Manterola et al., 2007; Sola- Landa
et al., 1998a).

Os mutantes em BvrS/BvrR sao avirulentos em camundongos,
mostrando invasividade reduzida nas células e, além disso, incapacidade de
inibir a fusao de lisossomas, de replicar intracelularmente, e possuem defeitos
para aderir bem ao hospedeiro (Guzman-Verri et al., 2002; Sola-Landa et al.,
1998b).

Mutantes no sistema de dois componentes tém alterada sua capacidade
de invadir células, ndo recrutam GTPases pequenas (Cdc42) da subfamilia
Rho, que sdo necessarias para a polimerizacdo de actina e a penetracao
celular. Assim, estes mutantes permanecem ligados a superficie da célula
hospedeira devido a sua incapacidade de penetrar nas células (Guzman-Verri
et al., 2001; Sola-Landa et al, 1998b).

De acordo com a analise do transcriptoma realizada por Viadas et al.
(2010) com a cepa B. abortus 2308 e B. Abortus BvrR, os genes que codificam
proteinas envolvidas no metabolismo e em processos celulares estdo dentro
dos genes expressos mais no mutante BvrR, e aqueles que codificam proteinas
envolvidas no transporte de membrana estédo localizados dentro dos genes que
sdo expressos, exceto no mutante BvrR. Por exemplo, todos os genes
relacionados com o metabolismo dos carboidratos, aminoacidos ou &cidos se
expressaram mais no mutante B. abortus BvrR que na cepa de B. abortus
2308.

De acordo com Martinez-Nunez et al. (2010), o sistema de dois
componentes € um regulador principal dos genes de viruléncia, detectando
quando B. abortus entra em uma célula hospedeira eucaribtica e ativa varias
rotas importantes para este ciclo intracelular. Os genes candidatos regulados
pelo sistema de dois componentes BvrR/BvrS foram identificados por Viadas et
al. (2010) (Figura 2).

Martinez-Nufiez et al. (2010) e Viadas et al. (2010) demonstraram que o
sistema de dois componente controla a expressao do sistema de secrecao tipo
IV VirB. Tais autores demonstraram que mutantes no sistema de dois

componentes mostraram niveis baixos de expressao das proteina VirB1, VirB5,
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VirB8 e VirB9, as quais se sobrexpressaram em um mutante BvrR,
complementado com um plasmideo portador do gene funcional BvrR (B.
abortus BvrR™ BvrR") (Martinez-Nufiez et al., 2010).

Em relagcéo a expressao de genes reguladores da transcrigdo, os genes
ExoR, ompR e vjbR s&o regulados por BvrR e tém sido envolvidos na viruléncia
da Brucella (Viadas et al., 2010).

A expressdo do ativador de transcricdo VjbR (determinante da
expressao VirB) depende também do sistema de dois componentes (Viadas et
al., 2010). Este sistema afeta positivamente a transcricdo de VjbR e, entdo,
este fator de transcricdo regula a transcricdo de VirB, juntamente com a
participacao direta de BvrR (Martinez-Nunez et al., 2010).
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Figura 2: Diagrama de genes candidatos, regulados pelo Sistema de

dois Componentes BvrR/BvrS identificados por PCR quantitativo em Tempo
Real (RT-PCR). Os genes regulados positivamente sdo mostrados em azul e
0s genes regulados negativamente sdo mostrados em vermelho. O asterisco
indica genes que tenham sido previamente associados a viruléncia em
Brucella. Modificado de: Viadas et al, 2010.
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2.4 - Modelo do funcionamento do sistema de dois componentes e outros

fatores de viruléncia

Andlises protebmicas realizadas com mutantes no sistema de dois
componentes, B. abortus BvrS e B. abortus BvrR, mutantes do regulador
transcricional VjbR e sistema de secregao de tipo IV tém permitido criar um
modelo unificado em que estes trés sistemas interagem para permitir a
infecgcao com éxito nas células hospedeiras. Este modelo pode ser mostrado na
Figura 3 (Chaves -Olarte et al. , 2012).

Uma vez dentro da célula hospedeira, a bactéria percebe o novo
ambiente pelos sinais intracelulares especificos, como a acidificacdo do
fagossoma inicial. A bactéria percebe tais sinais por meio do sensor BvrS, que
se autofosforila e induz a fosforilagdo do regulador BvrR. BvrR fosforilado se
liga a regido promotora do regulador transcricional VjbR ativando sua
transcricdo. Também se liga ao seu préprio promotor e a promotores de genes
envolvidos na sintese de proteinas de membrana externa e periplasmaticas,
VirB e genes de sintese de LPS (Lamontagne et al,. 2007; Manterola et al.,
2005; Martinez-Nunez et al., 2010; Viadas et al., 2010).

A concentragcdo de homosserina lactona € baixa, permitindo que VjbR se
ligue aos promotores de genes que regulam negativamente. Portanto, ndo
existe a transcricdo de genes envolvidos na sintese de proteinas, DNA e
divisdo celular (Figura 3) (Chaves-Olarte et al., 2012; Lamontagne et al., 2009;
Uzureau et al., 2010).
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Figura 2. Modelo de vias regulatérias e interacées entre diferentes
sistemas durante adaptagdao da Brucella ao nicho intracelular. Durante a
infeccdo inicial, o sistema de dois componentes BvrRS controla a
expressdao do sistema de secregcdo do tipo IV (VirB) e do regulador
transcricional VjbR. A ativagdao do sistema de dois componentes pode
estar relacionada a um sinal de acidificagao encontrado intracelularmente
nos fagossomas iniciais. Uma vez que a Brucella atinge o seu nicho
replicativo no compartimento derivado do reticulo endoplasmatico, a
expressio de BvrS e BvrR diminui drasticamente para evitar
hiperativagdo. Modificado de: Chaves-Olarte et al. (2012).

Uma vez que o regulador esta fosforilado e se une ao promotor de VirB,
os genes flagelares sao ativados, permitindo a secrecéo de fatores, tais como,
VceA e VceC, necessarios para a evasdo da rota fagolisossomal e
recrutamento de vesiculas oriundas do reticulo endoplasmatico (Chaves-Olarte
et al., 2012; De Jong et al., 2008; Rambow-Larsen et al., 2008).

Segundo Lamontagne et al. (2009), para evitar a hiperativagdo da
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Brucella cria o compartimento derivado do reticulo endoplasmatico e se replica,
a concentracdo de homosserina lactona comega a aumentar, atingindo uma
concentracdo capaz de diminuir a atividade de ligacdo de VjbR ao DNA. A
sintese da proteina inicia, os transportadores se dirigem para a membrana e a
maquinaria de divisdo comega a funcionar, permitindo que a Brucella se

replique exponencialmente (Chaves-Olarte et al., 2012).
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3 — Objetivos

3.1 — Objetivo Geral

Quantificar a expressao de genes de viruléncia, regulados direta e

indiretamente, pelo Sistema de dois Componentes BvrR/BvrS em Brucella spp.

3.2 — Objetivos Especificos

Estandardizar um protocolo para determinar a expressdo de genes de

viruléncia por High Resolution Melt RT-PCR.
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4 — Materiais e Métodos

4.1 — Curva de crescimento e preparo das amostras

A Brucella abortus 2308 é uma cepa virulenta lisa, descrita por Sangari e
Aguero (1991), e amplamente utilizada nas pesquisas envolvendo Brucella.

Primeiramente, é feito o pré-cultivo da B. abortus 2308, em 20 mL de
meio CTS (Tryptic Soy Broth/ Difco - EUA), no qual é incubado por 24 horas, em
37°C a 200rpm. Utilizando a férmula (1), faz-se o célculo de Unidade

Formadora de Colénia (UFC) obtida no periodo de pré-cultivo a 420 nm.

X = Abslrvéncia-o.0291/1* 107"

(1)

Com o resultado obtido de UFC, calculamos o indculo inicial de 5 X 10°
UFC em 20 mL de CTS a 37°C e em 200rpm, com a férmula (2)

Y=5*1OI/X

(2)

O resultado obtido, nesta etapa, € o volume de pré-cultivo que foi
utilizado em 20 mL de CTS.

A partir desta etapa, a curva de crescimento de B. abortus 2308 foi feita
para a caracterizagao das fases de crescimento a partir de um inéculo fixo (5 *
10° UFC), com o objetivo de posterior fixagdo do ponto na curva para a
extracdo de RNA total.

A premissa inicial € estabelecer a curva de crescimento e, desta forma, é
medida a absorbancia a cada 1 hora até completar 28 horas de crescimento
bacteriano. A fim de controlar e averiguar a absorbancia obtida, semeiam-se
10° bactérias em ATS (Trypticase Soy Agar - Difco — EUA) em triplicata, a cada
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2 horas, e semeaduras em ATS, somente para verificagdo de controle de
contaminantes alternadamente.

A partir da obtencao da curva de crescimento, foi fixado o tempo de 17
horas dentro da mesma para a obtencdo de amostras.

Amostras de 1 mL foram retiradas no tempo estabelecido de trabalho,
centrifugadas a 10.000xg e, apds o descarte do sobrenadante, agregam-se
500uL de RNAprotect® (Qiagen — EUA) ao pellet obtido.

4.2 — Extracado de RNA total

A partir de cultivos de B. abortus 2308 lisa em CTS, com in6culo de 5*
10° UFC, e crescimento de 17 horas a 37°C em 200 rpm, eram retiradas
aliquotas com 1 X 10° UFC por extracdo e, a cada cultivo trabalhado,
semeavam-se duas placas com ATS de controle de contaminantes.

As aliquotas com calculo prévio, contendo 1 X 10° UFC do cultivo, foram
centrifugadas a 10.000xg e, apdés o descarte do sobrenadante, seguia-se o
procedimento de lise bacteriana.

O procedimento de lise iniciava-se ao agregar 100 uL de Switergent a
10%, previamente aquecido por 20 minutos. A amostra era ressuspendida até o
pellet dissolver completamente e incubada a 37°C por 1 hora no forno de
hibridizagao.

Apds esse periodo, foram agregados, a cada aliquota, 100 pL de
Tampao TE 1x com pH 8.0 e 4 yL de Lisozima (50mg/mL), incubando as
aliquotas a 37°C por 20 minutos no forno de hibridizacao.

A extracado de RNA total de B. abortus 2308 lisa foi feita com o RNeasy
Midi Kit Qiagen cat. 74104 (Qiagen — EUA) e seguiu as seguintes etapas:
transferir a amostra para tubos cénicos de 15 mL estéril; a cada tubo, agregar 2
mL de Tamp&o RLT + Mercaptoetanol (previamente preparado em uma
proporcao de 1:10) e mesclar a mistura em vortex; centrifugar a 5000xg por 5

minutos em T.A.; transferir o sobrenadante a um novo tubo coénico de 15 mL
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estéril; passar o conteudo a uma pressao de uma de 5 mL e uma agulha de
21G, por 20 vezes, e agregar a amostra 1.4 mL de etanol absoluto e
homogeneizar em vortex. Dispensar toda a amostra para uma coluna do
RNeasy Midi Kit Qiagen cat. 74104 (Qiagen — EUA) e centrifugar a 5000xg por
5 minutos em T.A.; descartar o precipitado e agregar 4 mL de Tampédo RW1 a
coluna e novamente centrifugar a 5000xg por 5 minutos em T.A.; descartar
novamente o centrifugado e agregar 2.5 mL de tampdo RPE a coluna e
centrifugar a 5000xg por 5 minutos em T.A., repetindo esta operagado mais uma
vez. Colocar os tubos a 37°C por 10 minutos nao fechando a tampa
completamente.

Apds os procedimentos acima descritos, inicia-se o processo de eluicao.
Transfere-se a coluna para um novo tubo cbénico de 15 mL da colecao e
agregam-se 150uL de agua livre de RNases, incubados por 10 minutos e
centrifugados a 5000xg por 3 minutos. Repetiu-se a etapa anterior mais uma
vez e, apo6s este ultimo procedimento, realizamos aliquotas da amostra de ARN
extraida, quantificando e armazenando-as a -70°C até as seguintes etapas.

Para a determinacado da concentracido e da pureza do RNA, foi utilizado
o espectrofotbmetro NanoDrop 2000 (Nanodrop Technologies) e razdes
280/260 nm e 260/230 nm. A integridade do RNA foi analisada por eletroforese
em gel de agarose 2% em tampao TE 1X (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA pH
8,0), corado com brometo de etidio e observado sob luz ultravioleta.

Apds a avaliagao do extraido, se houvesse resquicios de DNA no gel de
agarose 2%, este passaria por uma etapa de tratamento com a Turbo-DNA free
(AMBION).

O controle do RNA obtido foi feito com um Minus RT contra o gene
L7L12LL1, utilizado, neste trabalho, como um gene de referéncia. Todas as
reacdes de Minus RT, neste estudo, foram realizadas utilizando o kit Type-it
HRM PCR cat. 206542 (Qiagen). As reacdes de 25 pl continham 12,5ul de
HRM PCR Master Mix 2x, que possuem o fluoréforo EvaGreen, HotStarTaq
Plus DNA Polymerase, dNTPs, and MgCl,; e o tampao da enzima e os 12.5 pl

restantes foram adaptados entre amostra, iniciadores e H20. Os ensaios foram



78

realizados no aparelho Rotor Gene 6000 (Corbett Lifesciences) com o rotor de
36 pocos.

O programa de ciclagem do gene definido acima incluia a ativagao da
enzima a 95°C por 10 minutos e, em seguida, 30 ciclos de 5 segundos de
desnaturagao a 95°C, 10 segundos de anelamento com a temperatura de 60°C,
e 20 segundos de extensdo a 72°C.

A analise da amplificacao seria avaliada e, se realmente n&do houvesse
amplificacdo das amostras de RNA e somente o controle positivo, DNAg (DNA
gendmico — Wizard Genomic DNA Purification kit) tivesse amplificado,
comecaria a préxima etapa.

Desse modo, na sequéncia, haveria uma nova etapa de quantificacao,
com as mesmas caracteristicas operacionais anteriormente citadas e, se a
amostra avaliada, tivesse de acordo com os padrboes esperados, a

retrotranscricao seria realizada.

4.3 - Sintese de cDNA

A sintese do cDNA foi realizada utilizando o kit Revert Aid (Fermentas),
a partir de 15 ng de RNA total, acrescidos de dNTP (10 mM); oligo-(dT)
(0,4uM); inibidor de RNase Ribolock, transcriptase reversa Revert Aid.

A pureza do cDNA foi checada por PCR contra o gene L7L12LL1. O
programa de ciclagem do gene de referéncia segue as mesmas especificagdes
descritas anteriormente, que sdo: ativacao da enzima a 95°C por 10 minutos;
em seguida, 30 ciclos de 5 segundos de desnaturagao a 95°C; 10 segundos de

anelamento com a temperatura de 60°C, e 20 segundos de extenséo a 72°C.

4.4 — Desenho dos iniciadores
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Os iniciadores especificos utilizados neste estudo foram desenhados,
utilizando o programa Primer3 (Rozen e Skaletsky, 2000). Os seguintes genes
foram desenhados para este estudo: proteina ribossomal (L7L12LL1);
regulador transcricional (VjbR); proteina do sistema de secregéo tipo IV (VirB5);
regulador citoplasmatico proteico, pertencente ao sistema de dois componentes
(BvrR); proteina de membrana externa (OMP25); regulador periplasmatico
(ExoR).

A proteina ribossomal L7L12 foi utilizada para a normalizagao, ja que é
necessaria para padronizagao do método de expressao relativa (Schmittgen e
Livak, 2008).

Os iniciadores utilizados estao apresentados na Tabela 1. Os iniciadores
foram desenhados de forma a produzirem amplicons menores que 200 pb, ja
que, acima deste tamanho, a eficiéncia da reacdo de PCR é prejudicada
(Cosseau et al., 2009).

Sequéncia dos iniciadores (5’ — 3’)
Amplicons Tm

sene bp) Q)
Foward Reverse
L7L12 GCTGTCCAAGCTTCTCGAAGA CCGGCAGCAGCAACAG 69 84
BvrR -1 CATGGACGGTATGGAGCTTCTG GAGGAAGATGACCGGCAGATC 65 84
BvrR -2 GATGATGACCGCAACATCCT GGTTTCGACGCGATAACCTT 69 81
VirB5 GAGCGGCGGCTACCT GGATCGTATACCTGGCTTTTGC 69 84
VjbR TGAAATAGGATGCCGCTACG AATTCACCTTCGTGCAGTCG 68 80
Omp25 CACCGATTACGGCAAGAAGA TCGTTGGTCTTGAACGAACC 69 79
ExoR -1 ATGGGCGCATCCCTTTAC CGCCACCAGGTTGAAGAA 67 81
ExoR -2 GATGTGAGCCACGAACTCAA ATCAGCCGCTTCTTCGATTC 66 79

Tabela 1: Sequéncia dos pares de iniciadores desenhados, tamanho dos
amplicons e temperatura de melting utilizada nas reagées de RT-PCR.

4.5 - Padronizagao das reagées de RT-PCR por HRM (HIgh Resolution

Melting) com o gene de referéncia L7L12
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Todas as reacdes de RT-PCR, neste estudo, foram realizadas utilizando
o kit Type-it HRM PCR cat. 206542 (Qiagen). As reagdes de 25 pl continham
12,5yl de HRM PCR Master Mix 2x, que possuem o fluoréforo EvaGreen,
HotStarTaq Plus DNA Polymerase, dNTPs, and MgCl, e o tamp&o da enzima, e
os 12.5 pl restantes foram adaptados entre amostra, iniciadores e H20. Os
ensaios foram realizados no aparelho Rotor Gene 6000 (Corbett Lifesciences)
com o rotor de 36 pogos.

O programa de ciclagem do gene de referéncia definido acima incluiu a
ativacdo da enzima a 95°C por 10 minutos; em seguida, 30 ciclos de 5
segundos de desnaturacdo a 95°C; 10 segundos de anelamento com a
temperatura de 60°C; e 20 segundos de extensdo a 72°C, fase onde ocorreu a
aquisicao de fluorescéncia.

Posteriormente, a curva de dissociacdo foi realizada mediante o
aumento de 1°C a cada 5 segundos, partindo de 70°C e terminando a 90°C,
para analisar o perfil dos produtos formados. O par de iniciadores do gene
L7L12 foi testado em triplicatas nas concentragdes de 20 ng, 10 ng, 5 ng, 2,5
ng, 1,25 ng, 0,625 ng e 0,3125 ng de cDNA do tempo de 17 horas de cultivo. A
escolha das concentracdes a serem utilizadas nos ensaios foi baseada nos
valores de CT (Threshold Cycle), onde o menor valor foi selecionado, o que
refletiu uma maior eficiéncia da reacao. A analise da curva de dissociacao
também foi determinante na escolha da concentracdo de iniciador para as
reacdes. As condicdes encontradas foram testadas na construcdo de uma
curva-padrao, construida a partir de diluicdes seriadas do cultivo de 17 horas
previamente trabalhado e transcrito em cDNA. As curvas-padrao serviram
como teste da eficiéncia da reagcdo, em que uma curva-padrao 6tima apresenta
valor de eficiéncia de 1 (100% de amplificagdo por ciclo), situagdo na qual as
concentracdes da curva devem corresponder com as diluicdes realizadas e,
além disso, apresentar reprodutibilidade. Foi selecionada a curva que
apresentou estas caracteristicas por pelo menos trés vezes.

O programa disponivel no aparelho Rotor Gene 6000 transformou os

valores brutos de fluorescéncia em uma escala logaritmica e, assim, o limiar foi
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delimitado, baseando-se no coeficiente de correlagdo (R2) e na eficiéncia da

curva (E), calculada pelo proprio aparelho.

4.6 — Padronizacao e anadlise das reag¢oes de RT-PCR por HRM dos genes

de viruléncia diretos e indiretos

Tais reagbes de RT-PCR, neste estudo, também foram realizadas
utilizando o kit Type-it HRM PCR cat. 206542 (Qiagen). As reagdes de 25 pL
continham 12,5uL de HRM PCR Master Mix 2x, que possui o fluordforo
EvaGreen, HotStarTaqg Plus DNA Polymerase, dNTPs, and MgCl,, o tamp&o da
enzima, e os 12.5 pL restantes foram adaptados entre a amostra, iniciadores e
H20. Os ensaios foram realizados no aparelho Rotor Gene 6000 (Corbett
Lifesciences) com o rotor de 36 pogos.

O programa de ciclagem do gene de viruléncia definidos acima (ExoR,
BvrR, VjbR, VirB, Omp25) incluia a ativagdo da enzima a 95°C por 10 minutos;
em seguida, 30 ciclos de 5 segundos de desnaturagao a 95°C; 10 segundos de
anelamento com a temperatura de 60°C; e 20 segundos de extensao a 72°C,
fase onde ocorreu a aquisicao de fluorescéncia.

Posteriormente, a curva de dissociacdo foi realizada mediante o
aumento de 1°C a cada 5 segundos, partindo de 70°C e terminando a 90°C,
para analisar o perfil dos produtos formados. Os pares de iniciadores dos
genes de viruléncia foram testados pelo menos em quatro diluicdes, em
triplicata, em um intervalo que variasse entre as concentragées de 20 ng, 10
ng, 5 ng, 2,5 ng, 1,25 ng, 0,625 ng e 0,3125 ng de cDNA do tempo de 17 horas
de cultivo. O objetivo desta mudanga de metodologia, em relagdo ao gene de
referéncia, foi avaliar o ponto minimo de detecgdo de cada gene de viruléncia
trabalhado, diante dos iniciadores desenhados, e também do minimo
detectavel em relagéo a especificidade do equipamento.

A escolha das concentracdes a serem utilizadas nos ensaios foi baseada

nos valores de CT, onde o menor valor foi selecionado, refletindo uma maior
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eficiéncia da reagéo e pico de melting aparente e especifico. A analise da curva
de dissociagdo também foi determinante na escolha da concentracdo de
iniciador para as reacbes. As condicbes encontradas foram testadas na
construgcao de uma curva-padrao, construida a partir de diluigdes seriadas do
cultivo de 17 horas previamente trabalhado e transcrito em cDNA.

As curvas-padrao serviram como teste da eficiéncia da reacdo, em que
uma curva-padrao O6tima apresenta valor de eficiéncia de 1 (100% de
amplificagdo por ciclo), situagdo na qual as concentragbes da curva devem
corresponder com as diluicbes realizadas e, além disso, apresentar
reprodutibilidade. Foram selecionadas as curvas e, portanto, os intervalos de
diluigdo que apresentassem pelo menos 0,8 de eficiéncia, e mesmo assim esta
caracteristica tinha que apresentar reprodutibilidade de pelo menos duas
vezes.

O programa disponivel no aparelho Rotor Gene 6000 transformou os
valores brutos de fluorescéncia em uma escala logaritmica e, assim, o limiar foi
delimitado, baseando-se no coeficiente de correlagdo (R2) e na eficiéncia da

curva, calculada pelo préprio aparelho.



5 — Resultados

5.1 — Obtencgédo da curva de crescimento para B. abortus 2308
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O Grafico 1 demonstra a curva de crescimento de B. abortus 2308 obtida

a partir de um inéculo de 5*10° UFC.
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Grafico 1: Crescimento de B. abortus 2308 a partir de um indculo fixo.

5.2 - Padronizacgao das reagoes de RT-PCR

As reacdes de padronizagdo mostraram amplificacdo de um Unico

produto em todos os genes testados neste estudo, sem a presenca de

contaminacao e com ruido de fundo minimo e esperado, diante da utilizacdo do

fluoréforo Evagreen. Para todos os genes testados, os valores de CT foram

padronizados, para que a condicao final adotada, em todas as reacdes deste

trabalho, tivesse um minimo valor.

A Tabela 2 demonstra os valores de coeficiente de correlacdo (R2),

inclinag&o da reta (slope ou M) e eficiéncia da reagéo (100%=1) obtidos para os
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diferentes genes testados. As reagdes padronizadas apresentaram pelo menos
um par de iniciadores por gene, com uma eficiéncia e coeficiente de correlagao

semelhante sob duas repetigdes minimas.

Gene R? Inclinagao (M) Eficiéncia (E)
Nuamero de Nuamero de Numero de
repeticoes repeticoes repeticoes

1 2 3 1 2 3 1 2 3

L7L12 0,961 0,961 0,999 -3,37 -3,32 -3,72 1,00 1,00 0,86
BvrR-1 0,995 0,996 0988 -4,17 -41 -6,01 0,74 0,74 047
BvrR-2 0,994 0,998 0,997 -3,45 -3,41 -3,59 0,95 0,97 0,90

VjbR 0,906 0,776 - -3,39 -3,35 - 0,97 0,99 -
Omp25 0,964 - -3,51 - 0,93 -
ExoR-1 0,972 0,982 - -4,26 -3,96 - 0,72 0,79 -
ExoR-2 0.99 - - -3,4 - - 0,94 -
VirB5* 096 096 096 -3,32 -41 -38 1,00 0,75 0,83
VvirB5** 0,988 0,982 - -3,41 -3,49 - 0,97 0,94 -

Tabela 2: Compilagéo dos resultados obtidos das curvas padrbes geradas na
padronizacao das reacdes de RT-PCR realizadas. Valores dos coeficientes de
correlacdo (R?), inclinagdo da reta (M) e eficiéncia da reagcdo (100%=1). * X
Brucella abortus | ** X Brucella canis

Como o objetivo do trabalho era ter reagdes para cada gene com
caracteristicas semelhantes no RT-PCR, as escolhas dos pares de iniciadores
correlacionados foram feitas nesta etapa. Assim, os seguintes pares de
iniciadores foram utilizados: L7L12 (como gene de referéncia), BvrR -2, VjbR,
Omp 25, ExoR -2 e VirB5 (este gene foi padronizado frente as espécies B.

abortus e B. canis).

5.3 — Analise da expressao do gene de referéncia
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As reagdes do gene de referéncia L7L12 foram realizadas em triplicata
por diluicdo, assumindo a média entre os valores de CT encontrados em cada
diluicdo. A Figura 4 representa o conjunto de graficos dos perfis de
amplificacédo frente as diferentes concentragdes utilizadas, curvas de
dissociacdo gerada e a curva Standard relativa. Foi observada a formacéo de

um pico representando amplicons Unicos e com pouco ruido.
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Figura 4: Representagdo das anadlises obtidas frente ao gene de referéncia
L7L12 de uma das repeticbes realizadas. (A) Demonstragdo do perfil de
amplificacdo a frente de diferentes concentragbes, com detalhamento dos
ciclos e estabelecimento do Threshold, (B) perfil da curva de dissociagéao
obtida, (C) curva Standard relativa.

5.4 — Analise da expressao dos genes de viruléncia



86

As reacdes de RT-PCR dos genes de viruléncia (BvrR, VjbR, Omp25,
ExoR, VirB5) foram realizadas conforme descrito anteriormente. A Figura 5
expde uma demonstragao dos graficos das andlises de curva de dissociagéo,
geradas nas reagdes com alguns genes utilizados, mostrando a formacéo de
um pico que representa amplicons unicos, para cada um dos genes analisados,

e de suas respectivas diluicbes seriadas utilizando base 2.

w

)

oF /dT

Figura 5: Perfis das curvas de dissociagao dos genes de interesse. (A) BvrR-2,
(B) VjbR, (C) Omp 25, (D)ExoR — 2, (E) VirB5 (contra B. canis).

Percebe-se, para alguns genes, que a sensibilidade de detecgéo variou

um pouco, como exemplo, pode-se afirmar que, abaixo de 1,25 ng/reagéo, a
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detecc¢ao do gene VjbR fica comprometida, do mesmo modo que a detecgéo do
gene VirB5 com concentragao abaixo de 2,5 ng/reagéo.

Os outros genes de viruléncia trabalhados apresentam boa sensibilidade
minima, 0,625 ng para o gene BvrR-2 e 0,1563 ng por reagdo para os genes
Omp25 e ExoR - 2.

Os resultados obtidos com os desenhos de iniciadores do gene ExoR (1
e 2), utilizados neste trabalho, estdo demonstrados na Figura 6.
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Figura 6: Analise dos dois pares de iniciadores do gene ExoR utilizados. (A)
Amplificagado resultante dos dois desenhos de primers e as concentragdes
utilizadas de 2,5 ng a 0,1563 ng/reacdo, com detalhamento dos ciclos e
estabelecimento do Threshold; (B) Perfis das curvas de dissociagdo do gene
ExoR 1 e 2; e (C) Andlise em separado dos pares de iniciadores utilizados para
o0 gene ExoR, demonstrando M, E e R?.
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As analises obtidas, para o par de iniciadores ExoR — 1, demonstraram
picos de amplificagdo com baixa obtengao de fluorescéncia e com sensibilidade
minima até 0,3125 ng/reac&o, considerando o intervalo de diluicdo utilizado de
2,5 ng/reacao até 0,1562 ng/reacdo. Ja as analises realizadas frente ao par de
iniciadores ExoR - 2 demonstraram picos de amplificacdo Unicos, uniformes e
com alta fluorescéncia, sendo que todas as diluicbes testadas apresentaram
especificidade e obtencdo de fluorescéncia melhores quando se compara ao
mesmo intervalo de dilui¢do utilizado para Exo — 1.

Apesar de os CTs nao terem variado de um par de iniciadores para o
outro, a eficiéncia aumentou de 0,78 para 0,88 de ExoR -1 para ExoR - 2, 0
que demonstra claramente uma melhora na reagao.

A Figura 7 estabelece uma andlise comparativa dos pares de iniciadores
do gene BvrR utilizados neste trabalho frente a B. Abortus.
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Figura 7: Andlise dos dois pares de iniciadores do gene BvrR utilizados. (A)
Amplificagdo resultante dos dois desenhos de primers. As concentragdes
utilizadas de cDNA de B.abortus, frente ao BvrR -1, foram de 30 ng a 0,2344
ng/reacédo, e de cDNA de B.abortus, frente ao BvrR -2, foram de 20 ng/reagao a
0,625 ng/reacdo, utilizando uma base de diluicdo 2, com detalhamento dos
ciclos e estabelecimento do Threshold; (B) Perfis das curvas de dissociagéao
relativas aos pares de iniciadores ExoR - 1 e 2, conforme especificado em cada
figura; e (C) curva Standard relativa para cada par de iniciador utilizado,
conforme especificado em cada figura, junto aos seus perfis de R*, M e E.

A analise comparativa dos pares de iniciadores para BvrR — 1

apresentaram mais ruido, quando comparado ao do BvrR — 2, o que se pode
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afirmar com os resultados obtidos que, apesar da qualidade de deteccao até a
concentracao de 0,2344 ng/reacgéao, as repeticdes das reagdes com este par de
iniciadores em especifico sempre apresentavam alto coeficiente de correlacao
e baixa eficiéncia.

O resultado obtido com BvrR — 2 foram de picos de dissociacao limpos,
pouco ruido, e bem estabelecidos, além de um bom coeficiente de correlagao e
eficiéncia.

Os resultados representativos da analise comparativa do gene VirB5
frente as espécies B. Abortus e B. canis utilizadas neste trabalho estdo

demonstrados na Figura 8.
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Figura 8: Analise do par de iniciadores do gene VirB5 utilizado frente a B.
abortus 2308 e B. canis. (A) Amplificagao resultante do desenho de iniciadores
do gene VirB5 utilizados frente a B. abortus e B. canis, conforme especificado
em cada figura, com detalhamento dos ciclos e estabelecimento do Threshold.
As concentragdes utilizadas de cDNA, para ambas as espécies bacterianas,
foram de 20 ng a 0,3125 ng/reagao, utilizando uma base de diluicdo 2; (B)
Perfis das curvas de dissociagao do gene VirB5 versus a B. abortus e B. canis,
conforme especificado em cada figura; e (C) curva Standard relativa a espécie
bacteriana, conforme especificado em cada figura, junto aos seus perfis de R?,
Me E.
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A avaliacao de VirB5 frente a B. abortus 2308 evidenciou que, apesar de
o coeficiente de correlacdo e da eficiéncia apresentarem altos valores nas
repeticdes efetuadas, como demonstrado no exemplo da Figura 8(B) para esta
espécie, a especificidade da reacao se revelou muito baixa e com muito ruido.

A utilizacdo deste mesmo par de iniciadores, para o gene VirB5 frente a
B. canis, corrigiu este falha e manteve o coeficiente de correlacéo e eficiéncia
altos suficientemente para uma analise comparativa.

Os respectivos ensaios de VirB5 versus B. abortus 2308 apresentaram
sempre as mesmas caracteristicas diante da analise de reprodutibilidade.
Apesar do fato citado anteriormente, a especificidade minima da reacao obtida
para este gene foi até 1,25 ng/reacdo e que, apesar de repetidas andlises,
parecia estar inerente a resposta ao gene em especifico, ja que se
apresentavam sempre da mesma forma em relagdo ao coeficiente de
correlacao, eficiéncia e ruido apresentado.

Os resultados representativos da analise comparativa do gene VjbR
frente a B. abortus 2308 e B. canis estao demonstrados na Figura 9.

A avaliacdo de VjbR frente a B. abortus 2308 evidenciou eficiéncia,
apresentando alto valor nas repeticdes efetuadas, e especificidade da reacao
alta e com pouco ruido. Como demonstrado no exemplo da Figura 9(B) para
esta espécie, o coeficiente de correlagdo dos ensaios foi baixo.

A utilizagado deste mesmo par de iniciadores, para o gene VjbR frente a
B. canis, manteve o coeficiente de correlacao e eficiéncia altos suficientemente
para uma analise comparativa.

Sua especificidade, entretanto, frente as duas espécies, B. abortus 2308
e B. Canis, foi somente até a concentracdo 0,625 ng/reagdo e 0,3125
ng/reacéo, respectivamente.

Apesar do discorrido acima, os picos de amplificacdo de VjbR frente a B.

abortus 2308 ficaram mais evidentes, o que ja era esperado.
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Figura 9: Anadlise do par de iniciadores do gene VjbR utilizados frente a B.
abortus 2308 e B. canis. (A) Amplificagao resultante do desenho de iniciadores
do gene VijjbR utilizados frente a B. abortus e B. canis, conforme especificado
em cada figura, com detalhamento dos ciclos e estabelecimento do Threshold.
As concentragdes utilizadas de cDNA, para ambas as espécies bacterianas,
foram de 5 ng a 0,3125 ng/reacéo, utilizando uma base de diluicéo 2; (B) Perfis
das curvas de dissociagdo do gene VjbR versus a B. abortus e B. canis,
conforme especificado em cada figura; e (C) curva Standard relativa a espécie
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bacteriana, conforme especificado em cada figura, junto aos seus perfis de R?,
Me E.

5.5 - Andlise de RT-PCR dos genes L7L12/BvrR -2/ Omp25/ ExoR -2

Os resultados representativos da andlise do RT-PCR multiplex frente
aos genes L7L12, BvrR (2), Omp25 e ExoR (2) frente a B. abortus 2308 esta

demonstrado na Figura 10.

Threshold

F /dT

Norm . Fluora
A 3,
o =
//
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5 0 15 0 % N % 8 8 E)

R?=0,994

CcT

M=-367

E=0487
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Figura 10: Andlise dos pares de iniciadores dos genes L7L12, BvrR(2), Omp25
e ExoR(2) utilizados no ensaio do multiplex frente a B. abortus 2308. (A)
Amplificagdo resultante do multiplex com detalhamento dos ciclos e
estabelecimento do Threshold. As concentracdes utilizadas de cDNA foram de
10 ng a 0,625 ng/reagao, utilizando uma base de diluicdo 2; (B) Demonstragao
dos perfis das curvas de dissociagao obtidos; (C) curva Standard relativa junto
aos seus perfis de R?>, M e E.
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O intervalo das concentracdes utilizado, para este ensaio, variou de 10
ng a 0,625 ng/reagao, utilizando uma base de diluicdo 2. Observa-se que todas
as concentracdes utilizadas tiveram um bom pico de amplificagao, o que vai de
acordo com o encontrado anteriormente nos ensaios unicos por gene.

A presencga de ruido estava totalmente dentro dos limites esperados, o
que corrobora a anteriormente citada. O coeficiente de correlagéo, eficiéncia e
a inclinagao da curva estdo adequados, frente a analise feita dos quatro genes

supracitados.
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6 — Discussao

A curva de crescimento demonstrou acertadamente todas as fases, o
que permitiu a escolha de um tempo especifico de trabalho que foi de 17 horas,
que, neste trabalho, fixou-se em meado da fase logaritmica.

A padronizagcdo do gene de referéncia ficou adequada diante de sua
eficiéncia, coeficiente de correlagdo e CT obtidos. Segundo Schmittgen e
Zakrajsek (2000), os pré-requisitos necessarios, para que um gene possa ser
considerado como referéncia, sdo que as condicdes do experimento nao
influenciem sua expressao. Em condi¢des ideais, a eficiéncia da reacao é
100% (E=1), com a quantidade de produto gerado crescendo
exponencialmente, dobrando a cada ciclo da PCR. Na pratica, a eficiéncia da
amplificacdo observada é frequentemente menor que 100%, podendo variar
substancialmente (Sudgen e Winter, 2008). Fatos estes que corroboram a
escolha do gene L7L12 neste trabalho e abre possibilidade para outros
utilizarem o mesmo gene como referéncia para RT-PCR.

A eficiéncia da reacdo depende de muitos fatores, incluindo as
sequéncias dos iniciadores, o tamanho dos amplicons, sua composicao de
Guanidina e Citosina (GC), e presenga de impurezas nas amostras (Mcdowell
et al., 1998). Esses fatores afetam o anelamento dos iniciadores, o ponto de
dissociacdo da sequéncia-alvo e o processamento da enzima Taq polimerase
(Livak e Schmittgen, 2001). As observagdes anteriores podem estar ligadas
aos resultados obtidos, para os pares de iniciadores desenhados para os
genes BvrR -1 e ExoR -1, além de servirem de explicagdo acerca dos pares de
iniciadores desenhados, para os genes BvrR -2 e ExoR -2, serem adequados.

Para utilizar o método de CT comparativo, sdo necessaria a otimizacao
das reacgoes, para que as eficiéncias figuem préximas a 100%, e a certificacao
de que a eficiéncia da reacdo do gene de interesse seja similar a do gene
controle interno (Livak e Schmittgen, 2001).

Entre as vantagens do método comparativo de CT, estdo a facilidade de

aplicacao do método e a possibilidade de apresentacdo dos dados mediante o
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aumento em vezes na expressao. As desvantagens do método comparativo de
CT incluem a obrigagéo das eficiéncias de PCR ser muito préxima ou igual, o
que requer uma otimizagao prévia (Schmittgen e Livak, 2008).

O uso de PCR em tempo real, para medir niveis de expressdao de RNA
mensageiros especificos, requer o isolamento de RNA, conversdo do mesmo
em cDNA pela enzima transcriptase reversa e, finalmente, a amplificacao e
detecgao dos produtos gerados em tempo real.

Os pares de iniciadores BvrR — 1 foram analisados e ndo apresentaram
caracteristicas de eficiéncia e reprodutibilidade adequadas, apesar de
apresentarem um coeficiente de correlagao adequado, como demonstrado na
Tabela 2.

A andlise comparativa, entre os desenhos de primer do gene ExoR (1 e
2) presentes na Figura 7,utilizados neste trabalho, demostraram bastante
variabilidade em relagcdo a especificidade da reacdo como demostrado na
Figura 7(B). Apesar de os dois pares de iniciadores mostrarem reagdes com
picos unicos e sem ruido, o ExoR1 teve especificidade minima até a
concentracédo de 0,625 ng/reagcdo, ao contrario de ExoR 2, que teve
especificidade minima até a concentragdo minima utilidada de 0,3125
ng/reagcdo. Porém, em relagcdo a quantificagdo comparativa, demostrada na
Figura 7(A), ndo houve variabilidade.

Segundo Martinez-Nufez et al. (2010), embora os mutantes BvrR e BvrS
mostrarem niveis baixos das proteinas VirB1, VirB5, VirB8 e VirB9, as
proteinas tiveram um aumento na expressao no mutante BvrR, complementado
com um plasmideo portador de um gene BvrR funcional. O aumento da
expressao relativa ao RNAm, para o gene de VirB5, foi encontrado a partir das
20 horas de crescimento, o que indica a analise da expressao do mesmo no
presente estudo.

Ainda segundo os autores acima relacionados, a quantificagdo de ARNm
indicou que a influéncia no sistema de dois componentes BvrRS, no T4SS, VirB
ocorre no nivel da transcrigao.

Acreditamos, portanto, que a padronizagdo do gene virB5 deve

acontecer na fase logaritmica tardia, diante do crescimento bacteriano e,
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assim, utilizar este procedimento para as outras fases de crescimento da
Brucella abortus, com finalidade de verificagcdo de sua expressao no nivel de
RNAm.
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7 - Conclusoes

Foi possivel padronizar um protocolo, para determinar a expressao de
genes de viruléncia, por High Resolution Melting RT-PCR.

Faz-se necessario uma avaliacdo e posterior melhoria da multiplex
estabelecido em RT-PCR, principalmente no que tange aos genes e Tm
avaliados.

Com os dados obtidos, foi possivel estabelecer quantificagéo relativa de
RNAm a partir das padronizagdes feitas com as diferentes concentragdes,

inclusive fixando limites minimos e trabalho perante os genes trabalhados.
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PROGRAMA DE LUZ - POEDEIRAS HYSEX BROWN
Para: Luize Garcia - Orientada do Prof. Folly

IDADE DATA Nasc. _Ocaso _| Total luz dfaria | Aumento | Total luz diaria] Controle do Timer
(Sem) ( horas ) ( horas ) Natural Fotoperiodo c/ mm:_jcﬂo IO.ﬁlOm :
g : ( horas ) - na semana Ligar |Desligar
. 30/7/09 ‘ i -
< S 6/8/09 Horas de luz natural Estimulo 5, )
> 18 13/8/09 : : (+)
1> 19 20/8/09 - 5 ‘
)20 (20%) |  27/8/09 6:08 17:41 - 11:83 00:15 11:48 17:45 18:00
> 21 | 3000 6:02 17:43 - | 11:41 00:15 11:56 17:45 18:15
—}=> 23 10/9/09 5:55 17:45 11:50 00:15 12:05 17:45 18:30
—1=). 28 17/9/09 548 17:48 12:00 00:15 1215 17:45 18:45
: 24 24/9/09 5:41 17:50 ~12:09 00:30 12:39 - 17:45 19:15
25 1/10/09 5:34 17:52 12:18 . 00:30 12:48 17:45 19:45
. 26 8/10/09 527 17:54 1227 00:30 12:57 17:45 20:15°
27 | 1510/09 5:2- 17:57 12:36 ~00:30 13:06 17:45 20:45
28(Pico) | - 22/10/09 515 18:00 12:45 00:30 13:15 17:45 21:15
29-64 Manter as 17 h min de luz diaria até o final do ciclo de postura 17:45 21:30
OBSERVAGOES: | o330 | 1815 |Total de horas de 1uz no pico de producso

1- Nunca permitir que o méaximo do fotoperiodo seja diminuido durante o periodo de produgio

2-Em dias nublados com baixa incidéncia luminosa, as luzes deverio serem acessas também durante o dia.

Laboratério de Zootecnia e Nutrigdo Animal
Prof. Humberto P. Couto

30/07/09
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Anexo 2



| i =
| ROC
iSenSiﬁvifv & Specificity| Sensitivity% 95% ClI Specificity% 95% ClI Likelihood ratio
1 |>-0.03185 |100.0 85.75% to 100.0% |(4.167 0.1054% to 21.12% |1.04
2 |>-0.02408 |100.0 85.75% to 100.0% |8.333 1.026% to 27.00% |1.09
3 |>-0.006925 |100.0 85.75% t0 100.0% |12.50 2.656% to 32.36% |1.14
4 (>0.0114 100.0 85.75% to 100.0% [16.67 4.735% to 37.38% |1.20
5 |>0.01703 100.0 85.75% to 100.0% |20.83 7.132% to 42.15% |1.26
6 |>0.01885 100.0 85.75% to 100.0% |25.00 9.773% t0 46.71% |1.33
7 [>0.02093 |100.0 85.75% to 100.0% [29.17 12.62% t0 51.09% |1.41
8 |>0.02168 [100.0 85.75% to 100.0% [33.33 156.63% to 55.32% (1.50
9 |>0.0226 100.0 85.75% to 100.0% |37.50 18.80% to 59.41% [1.60
10 |>0.02493 |100.0 85.75% to 100.0% |41.67 22 11% 10 63.36% |1.71
11 |>0.02983 |100.0 85.75% to 100.0% |[45.83 25.55% to 67.18% |1.85
12 (> 0.03428 |[100.0 85.75% to 100.0% (50.00 29.12% to 70.88% |2.00
13 |>0.0402 100.0 85.75% to 100.0% |54.17 32.82% to 74.45% |2.18
14 |> 0.0486 100.0 85.75% to 100.0% [58.33 36.64% to 77.89% [2.40
15 (> 0.05898 [100.0 85.75% to 100.0% |62.50 40.59% to 81.20% |2.67
16 [>0.06655 |[100.0 85.75% to 100.0% |66.67 44.68% to 84.37% |3.00
17 [>0.06878 |[95.83 78.88% t0 99.89% |66.67 44.68% to 84.37% |2.88
18 |>0.07248 |95.83 78.88% t0 99.89% [70.83 48.91% to 87.38% |3.29
19 |>0.07793 |[95.83 78.88% 10 99.89% |75.00 53.29% t0 90.23% |3.83
20 |>0.08798 |95.83 78.88% t0 99.89% |79.17 57.85% t0 92.87% |4.60
21 |>0.1075 91.67 73.00% to 98.97% |79.17 57.85% t0 92.87% [4.40
22 1> 0.1271 87.50 67.64% to 97.34% (79.17 57.85% t0 92.87% |4.20
23 |>0.1355 87.50 67.64% to 97.34% (83.33 62.62% t0 95.26% (5.25
24 |>0.1384 83.33 62.62% to 95.26% |83.33 62.62% t0 95.26% (5.00
25 |>0.1460 83.33 62.62% to 95.26% |87.50 67.64% to 97.34% |6.67
26 [>0.1602 83.33 62.62% to 95.26% |91.67 73.00% to 98.97% |10.00
27 |>0.1754 79.17 57.85% to 92.87% |91.67 73.00% to 98.97% [9.50
28 [>0.2262 75.00 53.29% to 90.23% [91.67 73.00% to 98.97% (9.00
29 [>0.2786 70.83 48.91% to 87.38% |91.67 73.00% to 98.97% (8.50
30 |>0.2942 66.67 44.68% to 84.37% |91.67 73.00% to 98.97% |(8.00
31 [>0.3143 62.50 40.59% to 81.20% |91.67 73.00% to 98.97% |7.50
32 |>0.3358 58.33 36.64% to 77.89% |91.67 73.00% to 98.97% |7.00
33 |>0.3683 54.17 32.82% to 74.45% [91.67 73.00% to 98.97% |6.50
34 |>0.3980 5417 32.82% to 74.45% |95.83 78.88% to 99.89% |13.00
35 [>0.4087 50.00 29.12% to 70.88% |95.83 78.88% t0 99.89% |12.00
36 |>0.4220 45.83 25.55% t0 67.18% [95.83 78.88% t0 99.89% (11.00
37 |>0.4322 41.67 22.11% t0 63.36% [95.83 78.88% t0 99.89% [10.00
38 |>0.4455 41.67 22.11% 10 63.36% |100.0 85.75% to 100.0%
39 |>0.4640 37.50 18.80% to 59.41% [100.0 85.75% to 100.0%
40 |>0.5074 33.33 15.63% to 55.32% [100.0 85.75% to 100.0%
41 |> 0.5605 2917 12.62% to 51.09% {100.0 85.75% to 100.0%
42 |>0.5954 25.00 9.773% to 46.71% |100.0 85.75% to 100.0%
43 |>0.6491 20.83 7.132% to 42.15% |100.0 85.75% to 100.0%
44 |>0.6896 16.67 4.735% to 37.38% |100.0 85.75% to 100.0%
45 |> 0.6957 12.50 2.656% to 32.36% (100.0 85.75% to 100.0%
46 |>0.6990 8.333 1.026% to 27.00% |100.0 85.75% to 100.0%
47 |>0.7777 4.167 0.1054% to 21.12% (100.0 85.75% to 100.0%
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Project2:ROC of Data 1:ROC curve - Mon Oct 22 17:16:04 2012

X A
100% - Specificity% | Sensitivity%
X ¥

1 95.833 100.000
2 91.667 100.000
3 87.500 100.000
4 83.333 100.000
5 79.167 100.000
6 75.000 100.000|
7 70.833 100.000|
8 66.667 100.000
9 62.500 100.000
10 58.333 100.000
11 54.167 100.000
12 50.000 100.000
13 45.833 100.000
14 41.667 100.000
15 37.500 100.000
16 33.333 100.000
17 33.333 95.833
18 29.167 95.833
19 25.000 95.833
20 20.833 95.833
21 20.833 91.667
22 20.833 87.500
23 16.667 87.500
24 16.667 83.333
25 12.500 83.333
26 8.333 83.333,
27 8.333 79.167
28 8.333 75.000|
29 8.333 70.833
30 8.333 66.667
31 8.333 62.500
32 8.333 58.333
33 8.333 54.167
34 4167 54 167
35 4167 50.000
36 4.167 45833
37 4.167 41.667
38 0.000] 41.667
39 0.000 37.500
40 0.000; 33.333
41 0.000 29.167
42 0.000 25.000
43 0.000 20.833
44 0.000 16.667
45 0.000 12.500|
46 0.000 8.333|
47 0.000 4.167
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