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O que faremos com o que aprendemos em cada
esquina da vida é problema nosso. E talvez seja a
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nos livramos da prepoténcia das verdades absolutas. As
vezes a escolha é muito simples: a flexibilidade das folhas
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RESUMO

A dindmica de interacdo entre patdogeno e hospedeiro no decorrer do processo
infeccioso € responsavel por uma complexa cascata de eventos celulares que
envolvem a expressao de genes para a ativacao de vias modulatorias em ambos
0s organismos. Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria Gram-
positiva, intracelular facultativa e agente etioldgico de patologias que afetam uma
vasta gama de hospedeiros, dentre elas a linfadenite caseosa. Este patdogeno é
capaz de subverter a resposta imunolégica do individuo infectado, se instala no
interior de macrofagos e pode migrar para diferentes tecidos causando infec¢des
sistémicas. Devido ao avanco nas tecnologias de sequenciamento e
bioinforméatica, é possivel monitorar a expressédo de genes do hospedeiro, o que
pode fornecer percepcdes acerca dos eventos envolvidos na interacdo e tracar
estratégias para novas terapias contra doencas infecciosas. Desta forma, este
trabalho se propbs a avaliar o perfil de expressdo génica de macréfagos
humanos derivados da linhagem monocitica THP-1 perante a infec¢ao in vitro
por C. pseudotuberculosis PA09. A cepa bacteriana foi obtida a partir de material
caseoso, identificada por métodos moleculares e seu genoma foi sequenciado
pela plataforma MiSeq. Os mondcitos THP-1 foram cultivados e diferenciados
por meio de PMA a 100 ng/mL, seguido da infeccdo em MOI 1.5. O
sequenciamento do transcriptoma dos macréfagos ocorreu na plataforma
NextSeq e a andlise in silico dos transcritos contra o genoma de referéncia
GRCh38 envolveu um workflow dos programas Trimmomatic, HISAT2 e
StringTie. O edgeR foi adotado para a determinacdo da expressao diferencial e
a plataforma g:Profiler compilou os dados funcionais destes genes. No total,
1213 genes foram hiper-regulados e 1679 foram hipo-regulados, dos quais
baseados na analise de enriquecimento, varios deles tem fungdes relacionadas
a mecanismos do sistema imune. Dentre 0s genes induzidos destacam-se IDO1,
CLEC4D, CCLS, IL-6, IL-7 e IL-12, a0 passo que IL-4, SOD3 e catepsinas
mostraram ser negativamente reguladas pelo patdogeno. Este estudo abre
possibilidade para investigacdes mais detalhadas sobre a modulacdo das

respostas iniciais de C. pseudotuberculosis em seus diversos hospedeiros.

Palavras-chave: Infeccédo in vitro, Corynebacterium pseudotuberculosis, células
THP-1, RNA-seq.
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ABSTRACT

The dynamics of interaction between pathogen and host during the infectious
process is responsible for a complex cascade of cellular events that involve the
expression of genes for the activation of modulatory pathways in both organisms.
Corynebacterium pseudotuberculosis is a Gram-positive, facultative intracellular
bacterium and the etiologic agent of pathologies that affect a wide range of hosts,
including caseous lymphadenitis. This pathogen is able to subvert the immune
response of the infected individual, settles inside macrophages and can migrate
to different tissues causing systemic infections. Due to advances in sequencing
technologies and bioinformatics, it is possible to monitor the expression of host
genes, which can provide insights into the events involved in the interaction and
devise strategies for new therapies against infectious diseases. Thus, this work
aimed to evaluate the gene expression profile of human macrophages derived
from the THP-1 monocytic cell line against in vitro infection caused by C.
pseudotuberculosis PA09. The bacterial strain was obtained from caseous
material, identified by molecular methods and its genome was sequenced using
the MiSeq platform. THP-1 monocytes were cultured and differentiated by PMA
at 100 ng/mL, followed by infection at MOI 1:5. Macrophage transcriptome
sequencing was performed on NextSeq platform. The in silico analysis for the
identification of transcripts against the GRCh38 reference genome, involved a
workflow of the Trimmomatic, HISAT2 and StringTie software. The edgeR was
adopted for the determination of differential expression and the g:Profiler platform
compiled the functional data of these genes. In total, 1213 genes were up-
regulated and 1679 were down-regulated, of which based on enrichment
analysis, several of them have functions related to immune system mechanisms.
Among the induced genes, IDO1, CLEC4D, CCLS, IL-6, IL-7 and IL-12 stand out,
while IL-4, SOD3 and cathepsins were negatively regulated by the pathogen. This
study opens the possibility for more detailed investigations on the modulation of

the initial responses of C. pseudotuberculosis in its different hosts.

Keywords: In vitro infection, Corynebacterium pseudotuberculosis, THP-1 cells,
RNA-seq.
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1. INTRODUCAO

1.1. Interacdo patégeno-hospedeiro

A capacidade de viruléncia de agentes infecciosos esta intimamente
relacionada com as interagcdes que ocorrem entre eles e seus hospedeiros
durante a infeccdo, de forma que o dano causado a estes hospedeiros € o
resultado conjunto de varios fatores, inclusive a modulacdo da expressdo de
genes codificantes dos componentes patogénicos de um e da resposta

imunoldgica do outro (Casadevall & Pirofski, 2001).

Quando os patégenos entram em contato com seus hospedeiros, se
deparam com as primeiras barreiras de protecdo, como pele, muco, epitélio
ciliado, bile e acido gastrico. Ao conseguirem se aderir nestes sitios, as respostas
imunes inatas ndo especificas sdo ativadas, por intermédio do recrutamento de
peptideos antimicrobianos, interferons, neutrofilos, células dendriticas, natural
killer (NK) e macrofagos, 0s quais executam mecanismos rapidos com o objetivo

de controlar a disseminacédo de agentes infecciosos (Murray et al. 2013).

Os macroéfagos tém por funcao primordial realizar a captura e digestéo de
detritos celulares, agentes exdgenos, células neoplasicas e microrganismos
através da fagocitose. Além disto, também agem como uma ponte entre
imunidade inata e adaptativa, exibindo antigenos para os linfécitos T, de modo a
iniciar uma resposta celular especifica contra o organismo invasor. Dada a
importancia do complexo monocitico-macrofagico para o sistema imunoldgico,
diversas linhagens tém sido utilizadas como modelos para estudos da interacao

entre patdogenos e hospedeiros (Aderem & Underhill 1999; Nau et al. 2002).

Agentes infecciosos bacterianos dispdem de estratégias para a
persisténcia da infeccdo, possuindo elegantes e distintos mecanismos
moleculares para se fixar e invadir seu hospedeiro. Uma grande variedade de
bactérias comensais, patogénicas e patogénicas oportunistas interagem com
seus hospedeiros atraves de adesinas, proteinas de superficie com funcéo
adesiva que promovem interacbes com receptores presentes na superficie das

células eucaridticas (Schweppe et al. 2015).
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Por ser um mecanismo basico para a patogenicidade, a adeséo
bacteriana estimula a ativacdo de macréfagos e a fagocitose, o que por vezes
proporciona a eliminacdo dos microrganismos. Muitas bactérias patogénicas
contornam estes transtornos através de uma camada superficial que impede o
reconhecimento imunoldgico ou a fagocitose, expressando suas adesinas em
estruturas poliméricas que se estendem para fora da superficie celular,
permitindo interacdes iniciais do hospedeiro a uma distancia segura (Kline et al.
2009).

Os pili, também denominados de fimbrias, sdo estruturas semelhantes a
cabelos que se projetam na superficie bacteriana, podendo realizar o mecanismo
contracdo por forca, o que fornece as bactérias ferramentas para potencializar

seu contato com as superficies-alvo (Pizarro-Cerda & Cossart, 2006).

Este mecanismo foi primeiramente caracterizado em bactérias Gram-
negativas, especialmente Escherichia coli, porém diversos estudos apontam que
patdogenos Gram-positivos também fazem uso das fimbrias para adesdo ao
hospedeiro. Em Corynebacterium diphtheriae, por exemplo, o pilus € composto
pelas subunidades SpA, SpaD e SpaH, além das pilinas SpaB e SpaC, que sdo
montados covalentemente pela acdo de sortases, que reconhecem o motivo
LPXTG e o ligam ao peptidioglicano da parede celular (Ton-That & Schneewind,
2003). Em Corynebacterium pseudotuberuculosis, uma espécie relacionada, a
presenca de genes ortdlogos envolvidos na sintese das fimbrias parece ser um
indicativo da utilizacdo de um mecanismo semelhante ao de C. diphtheriae (Ott
2018).

Aléem da adeséo, a capacidade de invadir células hospedeiras é outra
caracteristica essencial para o0s patdégenos, visto que para diversos
microrganismos o ambiente intracelular € determinante para seu crescimento.
De maneira geral, as bactérias podem ser intracelulares facultativas ou
obrigatorias, dependendo da necessidade de crescimento (Reece & Kaufmann,
2012).
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No momento do contato entre os microrganismos e seus hospedeiros, 0s
receptores Toll-like (TLR), proteinas transmembrana presentes em diversas
células sentinela, reconhecem os padrées moleculares associados a patégenos
(PAMP). A partir destes eventos, a imunidade inata é ativada a partir da
associacdo TLR-PAMP, sendo responséveis ainda pelo inicio da cascata de
resposta imune adquirida contra os antigenos especificos (Albiger et al., 2007;
Kawai & Akira, 2010). Quando as duas primeiras linhas de protecdo se mostram
insuficientes para eliminar a infec¢do, as respostas imunes adaptativas, por meio
de anticorpos e células T, se dirigem para tentar contornar a invasao (Murray et
al., 2013).

1.2. Género Corynebacterium

Este género pertence ao filo Actinobacteria e agrega bacilos Gram-
positivos capazes de colonizar uma ampla variedade de nichos, como a
microbiota normal da pele e das mucosas de diversos hospedeiros, assim como
podem estar presentes no ambiente. Corynebacterium spp. foi proposto no final
do século XIX para agregar o patdégeno C. diphtheriae (Funke & Bernard 2011)
e atualmente conta com 211 espécies, onde C. uberis e C. poyangense foram
as mais recentemente incluidas, classificadas taxonomicamente em julho de
2022 (Kittl et al. 2022; Liu et al. 2022).

As corinebactérias sao catalase positivo e oxidase e colagenase negativo,
apresentam o conteido G+C do genoma que varia entre 47 a 74% e a membrana
plasmatica é coberta por uma camada de peptidoglicano que esta ligada
covalentemente a  arabinogalactano, uma malha adicional de
heteropolissacarideo. Nesta estrutura complexa também existe uma camada
externa de acidos micélicos que funcionalmente séo equivalentes a membrana

externa das bactérias Gram-negativas (Dorella et al., 2006; Burkovski, 2013).
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Uma das espécies mais conhecidas e estudadas é C. glutamicum, um
organismo GRAS (Geralmente reconhecido como seguro, do inglés Generally
recognized as safe) que tem grande apelo industrial por conta de sua capacidade
de produzir aminodcidos utilizados como promotores de sabor e aditivos
alimentares, sendo um dos principais microrganismos aplicados na biotecnologia
branca (Lee et al. 2016). C. variabile é outro importante membro ndo-patogénico
da espécie, também utilizado na industria de alimentos, por ser residente da
superficie de queijos contribuindo para o desenvolvimento de propriedades
texturais e de sabor do produto (Schroder et al. 2011).

As espécies reconhecidamente patogénicas ou patogénicas oportunistas
sao classificadas em dois subgrupos: diftéricas e ndo-diftéricas. Esta divisdo esta
baseada na capacidade que as bactérias tém de produzir a toxina diftérica (TD),
codificada pelo gene viral tox, presente no DNA de corinefagos-$ (Oliveira et al.
2017).

Algumas bactérias nao-diftéricas como C. urealyticum e C. jeikeium, sédo
residentes da microbiota normal da pele que tém sido frequentemente
associadas a infec¢des urinarias e nosocomiais, respectivamente, em pacientes
imunocomprometidos. E importante ressaltar que apesar de ndo serem
normalmente associados a infeccdes graves, isolados clinicos destas espécies
apresentaram resisténcia a diversos antibiéticos, o que indica presséo seletiva
destas espécies em ambientes hospitalares (Hansmeier et al., 2007; Tauch et
al., 2008; Samuel et al., 2019).

As corinebactérias difteréides sdo as mais conhecidas dentre as espécies
patogénicas devido ao potencial letal da TD nos individuos infectados. C.
diphtheriae é o0 agente causador da difteria, uma doenca de evolucéo aguda e
transmissivel com manifestacbes locais e sistémicas acometendo o trato
respiratorio superior que foi associada como uma das principais causas de morte

infantil em diferentes continentes (Mattos-Guaraldi et al. 2001).
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C. ulcerans € um patdégeno emergente, que vem ganhando consideravel
atencao por agregar em seu genoma dois potentes fatores de viruléncia: a TD e
a fosfolipase D (PLD). Esta bactéria € o agente etiologico de diversas infeccdes
em animais, os quais podem ser transmitidos para humanos, causando a difteria

de natureza zoondtica (Dias et al. 2011; Subedi et al. 2018).

Apesar de nao ser imediatamente relacionada a difteria, algumas estirpes
de C. pseudotuberculosis ja foram reportadas como produtoras da TD em bufalos
(Selim et al. 2016). Esta bactéria, entretanto, apresenta outros fatores de
viruléncia — especialmente a PLD — que séo capazes de causar infeccdo em
diferentes espécies animais. O patdgeno ja foi reportado em varios paises,
inclusive no Brasil, e sem uma forma de combate completamente eficaz, soma

prejuizos ao agronegdécio mundial (Ruiz et al. 2011).

1.3. Corynebacterium pseudotuberculosis

A espécie tem sido descrita desde meados do século XIX, e é
predominantemente conhecida por ser o agente etiolégico de doencas que
atingem uma ampla variedade de hospedeiros, dentre as quais se destaca a
linfadenite caseosa (LC). C. pseudotuberculosis € uma bactéria intracelular
facultativa que é imovel, ndo esporula e ndo possui capsula. Seu tamanho pode
variar de 0,6 a 1,0 um por 1,0 a 3,0 um. E um microrganismo pleomorfico em
lesdes naturais, e em cultivo tem forma de cocobacilo (Chirino-Zarraga et al.
2006; Dorella et al. 2006).
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No que diz respeito ao cultivo, esta bactéria € anaerdbica facultativa e
mesodfila, possuindo condicdes 6timas de crescimento em uma temperatura de
aproximadamente 37°C e pH 7,0 a 7,2 (Chirino-Zarraga et al., 2006). Quando
inoculada em meio Brain Heart Infusion (BHI) liquido, é possivel observar a
formacao de depdsitos granulares com uma pelicula na superficie. Em BHI semi-
sélido, apresenta um crescimento inicialmente espacado na superficie, onde
posteriormente mostra uma organizacdo em colbnias opacas de crescimento
concéntrico e de tom creme (Dorella et al., 2006a). Além disto, por se tratar de
uma espécie B-hemolitica, as colénias em meio agar sangue apresentam um tom
branco amarelado de superficie fosca e um padrao de hemdalise total, identificado

pelos halos claros em torno das colénias (Funke & Bernard, 2011).

No que confere aos seus aspectos bioquimicos, C. pseudotuberculosis é
oxidase negativo e catalase, urease e fosfolipase D positivo. As cepas séo
capazes de produzir acido a partir de um amplo espectro de carboidratos, dentre
eles, glicose, maltose, frutose, manose e galactose. Entretanto, € importante
ressaltar sua incapacidade de metabolizar outros agucares como xilose, lactose
e rafinose. Polissacarideos como arabinose, sacarose, dextrina e trealose,
podem ou nao ser reduzidos dependendo da estirpe (Dorella et al., 2006; Funke
& Bernard, 2011).

7

A capacidade de reduzir nitrato a nitrito também € uma caracteristica
bioquimica que varia entre isolados da espécie, e foi justamente com base neste
aspecto que Bibersten e colaboradores (1971) estabeleceram a classificacao
das estirpes de C. pseudotuberculosis em dois biovares: ovis (tipo I), nitrato-

redutase negativo e equi (tipo Il), nitrato-redutase positivo (Barakat et al. 1984).
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1.3.1. Patologias relacionadas

No Brasil, a LC é popularmente conhecida como “mal do carogo”, e
consiste em uma patologia infectocontagiosa cronica de ocorréncia global que
acomete pequenos ruminantes, ocasionando a formacdo de abscessos em
nédulos linfaticos que apresentam material purulento de coloracdo branco-
esverdeada. Este agravo pode se manifestar em duas formas clinicas que
podem ou ndo ocorrer simultaneamente no mesmo hospedeiro. A LC superficial
€ a forma mais disseminada, onde ocorre a formacdo dos abcessos palpaveis
caracteristicos da doenca. Em via de regra, todos os linfonodos do individuo
podem servir de ponto de fixagdo para a bactéria dependendo da via de entrada,
contudo, € comum que os sitios preferenciais do patégeno sejam os linfonodos
parotideos, retrofaringeos, submandibulares, pré-femorais e popliteos (Baird &
Fontaine, 2007).

T\
Pré-femoral

\_/_f B
Y /" Femoral

' Popliteo

Submandibular

Pré-escapular
\

Figura 1. Sitios de infeccao inicial de C. pseudotuberculosis.
Fonte: Osman et al., 2018, adaptado.

Em seu quadro clinico mais grave, a LC visceral, C. pseudotuberculosis
atinge orgéaos internos como pulmdes, figado e rins, causando a condenagéao de
carcaga e couro. Neste estagio, devido ao avancado grau de debilidade,
normalmente os animais sao eutanasiados (Ellis et al., 1987; Williamson, 2001,
Al-Gaabary et al., 2009; Ferrer et al., 2009).
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A progressdo da doenca ocorre principalmente quando a bactéria entra
em contato com o hospedeiro, migra diretamente para um linfonodo e causa a
formacdo de multiplos piogranulomas que se desenvolvem até dar origem aos
abcessos caseosos, que vao sendo primeiro circundados por células epiteliais e
posteriormente por uma camada de tecido conjuntivo fibroso. A repeticdo deste
padrao resulta no nédulo maduro formado por uma massa esférica em laminas,

com aspecto de cebola (Figura 2).

A forma clinica visceral ocorre quando C. pseudotuberculosis consegue
atingir a corrente sanguinea ou o sistema linfatico, migrando e posteriormente

lesionando outros 6rgaos (Williamson, 2001; Ferrer et al., 2009).

Figura 2. Les@es caracteristicas de LC em suas formas (A) superficial e (B) visceral.
Fonte: (A) autor, (B) Ferrer et al., 2009, adaptado.

7

A LC é considerada uma patologia crbnica por conta de seu
desenvolvimento lento, podendo também ser reincidente ao longo da vida de seu
hospedeiro mesmo quando os linfonodos acometidos sédo extirpados, jA que
bactérias vidveis podem ser isoladas muito tempo apO0s o0 contato inicial,
causando um novo ciclo infectivo mesmo depois de um periodo de quiescéncia
(Williamson, 2001; Fontaine & Baird, 2008).
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Animais infectados podem disseminar a bactéria pelo solo, alimentacéo,
agua e instalacdes, através de secrecfes dos abscessos que supuram
espontaneamente. Desta forma, injarias causadas por cortes em gravetos secos
e tosquia mal executada podem atuar como porta de entrada para a instalacao
do patdégeno através do contato direto ou indireto com o pus dos abscessos dos
animais doentes, propagando a bactéria por todo o rebanho (Ellis et al. 1987;
Spier et al. 2012).

C. pseudotuberculosis também é a responsavel por causar a linfangite
ulcerativa (LU), uma patologia que provoca lesdes no pescoco, flancos e
membros distais de equinos e bovinos. Nesta doenca, a bactéria migra pelos
vasos linfaticos e causa o desenvolvimento de abcessos semelhantes aos de
LC, que se desenvolvem em feridas e causam inchaco na regido afetada,
interferindo na circulagéo arterial dos membros (Singathia et al. 2011).

Os abcessos podem supurar e expelirem uma secrecao esverdeada,
resultando em Ulceras com bordas irregulares e uma base necrética. Além disto,
0s animais acometidos pela LU também podem apresentar quadros de letargia
e anorexia (Steinman et al. 1999; Zavoshti et al. 2009).

Estirpes pertencentes a ambos os biovares de C. pseudotuberculosis tém
a capacidade de infectar bovinos, e nestes hospedeiros a bactéria pode causar
infeccdes cutaneas e viscerais, além de mastite em gado leiteiro (Yeruham et al.
1996). A mastite € uma das doencas mais graves em fémeas leiteiras por conta
das perdas financeiras devido a diminuicdo da quantidade de leite e
consequentemente seus derivados, além de ser principal causa de abate por

raz0es sanitarias (Nabih et al. 2018).
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Apesar de ser um patégeno conhecido majoritariamente por sua
importancia veterinaria, relatos na literatura ja foram feitos no que se refere a
infeccdo por C. pseudotuberculosis em humanos. O quadro de linfadenite
humana em dez pacientes foi confirmado por meio de analises microbiologicas,
bioquimicas, histopatologicas e moleculares. Neste relato de caso, todos os
individuos infectados entraram em contato ou ingeriram carne de ovelhas
acometidas com LC, levando a crer que a propagacao do patdégeno se deu
através de causas ocupacionais e ingestdo de carne de cordeiro contaminada
(Peel et al. 1997).

A reincidéncia da doenca em humanos também foi reportada em um
paciente que havia trabalhado com um rebanho de ovinos, devido ao
aparecimento de um abscesso caseoso localizado no brago. O material foi
drenado e as andlises de identificacdo foram positivas para C.
pseudotuberculosis. Apds a terapia com antibidticos a leséo cicatrizou, porém
trés meses apds o ocorrido, o individuo deu entrada novamente no hospital em
virtude de uma dor intensa no mesmo bragco com eritema ao redor da cicatriz e
um grande nodulo axilar flutuante, e apdés uma nova bateria de exames, foi

constatada a presenca da mesma bactéria (Bregenzer et al. 1997).

Por conta da baixa prevaléncia de registros de casos e subnotificacéo,
nao existem kits comerciais disponiveis para o diagnéstico de linfadenite em
humanos. Recentemente, um estudo descreveu a sororreatividade a antigenos
secretados por C. pseudotuberculosis em individuos que lidam diretamente com
o patdégeno. Os ensaios de Western blot detectaram 100% de reatividade em
trabalhadores rurais e cerca de 87% em profissionais que tem contato com a
bactéria em laboratorio, reforcando a necessidade de medidas de biosseguranca

eficazes para evitar a contaminagéo (Santos et al. 2022).
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1.3.2. Epidemiologia

Esta bactéria possui distribuicdo global, visto que estudos relatam
linhagens isoladas em diferentes partes do mundo, mas a possui maior
incidéncia em certas regides, como em paises da Asia e Oriente médio, Oceania,
América do Norte e América Latina (Osman et al. 2018). De acordo com os dados
mais recentes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE), o Brasil
conta com um efetivo total de 218.150.298 bovinos, 12.101.298 caprinos e
20.628.699 ovinos (IBGE 2020).

A maior prevaléncia do patégeno ocorre no Nordeste do pais, visto que a
caprinovinocultura historicamente é mais significativa nos estados desta regiao.
O primeiro registro de caracterizacdo de uma cepa de C. pseudotuberculosis no
Brasil foi feito na década de 1970 e desde entdo alguns estudos relatam a

prevaléncia de rebanhos contaminados (Moura-Costa, 2010).

Por exemplo, a amostragem de animais de corte com suspeita de LC em
um frigorifico na Paraiba, apontou uma taxa de positividade de 74,0% (Souza et
al. 2011). Um levantamento similar realizado no Distrito Federal mostrou uma
taxa de infeccdo de 44,0% em rebanhos ovinos comerciais daquela regido
(Carmo et al. 2012). Em caprinos, 78,9% dos animais e 98,0% dos rebanhos

estavam contaminados pelo patdgeno em Minas Gerais (Seyffert et al. 2010).

Também em Minas Gerais, a soroprevaléncia da infeccdo por C.
pseudotuberculosis e possiveis fatores de risco associados com a LC em
rebanhos de ovinos no estado foi investigada onde foram coletadas amostras de
642 ovelhas de 97 fazendas. Os soros de todos os animais foram testados por
ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica — ELISA para anticorpos contra o
patogeno. A positividade nos individuos foi estimada em 70,9% e nos rebanhos
foi de 95,9% mostrando que a doenca é amplamente disseminada em

propriedades que possuem criacao de carneiros (Guimaraes et al. 2009).
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O Estado do Para enfrenta uma caréncia de dados publicados a respeito
do real cenario da C. pseudotuberculosis dentro do contexto nacional,
principalmente pelo fato de a LC e LU ndo serem doencas de notificacdo
compulsoria as autoridades sanitarias. No entanto, o estado € o principal criador
de rebanhos de bovinos, bubalinos, caprinos e ovinos da regiao Norte, o que
ressalta a necessidade de investigacao da prevaléncia deste patdogeno para uma
melhor compreensdo do cenario das doencas no estado, bem como tracar

estratégias para seu combate.

1.3.3. Imunopatogénese

Até o0 momento, nenhuma cepa avirulenta da espécie foi descrita, assim
como também nédo existem relatos acerca da presenca de plasmideos em C.
pseudotuberculosis, 0 que leva a crer que todos os determinantes de
patogenicidade séo codificados no cromossomo bacteriano, sendo a PLD seu
principal e mais bem caracterizado fator de viruléncia. Esta exotoxina atua como
um fator de permeabilidade, catalisando a dissociacdo da esfingomielina — um
fosfolipideo constituinte da parede celular dos vasos — em colina e fosfato de
ceramida. A reacdo catalisada pela PLD promove a disseminacdo de C.
pseudotuberculosis entre os tecidos, ocasionando as lesdes necrdticas no
hospedeiro e possibilitando a migracdo do patdgeno para outros sitios
(McNamara et al., 1994; McKean et al., 2007; Tauch & Burkovski, 2015).

Anteriormente foi demonstrado que um agrupamento constituido pelo
operon fagABC e pelo gene fagD, que codificam produtos responsaveis pela
captacao de ferro, sdo importantes constituintes dos mecanismos de adaptacéo
intracelular da bactéria, visto que este metal € um nutriente essencial para sua
sobrevivéncia. Neste estudo, uma estirpe knockout para os genes Fag
apresentou habilidade reduzida de sobrevivéncia e desenvolvimento de
abcessos em cabras infectadas. Sendo um patégeno intracelular facultativo, C.
pseudotuberculosis deve possuir a habilidade de adquirir ferro em um ambiente

hostil para sua proliferagéo e desenvolvimento da doenca (Billington et al., 2002).
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A parede celular de C. pseudotuberculosis possui uma estrutura
complexa, incluindo peptidioglicano, arabinogalactano e moléculas lipidicas
conhecidas como acidos micadlicos. A alta concentracdo destes acidos micélicos
confere a bactéria maior protecéo a acdo de enzimas degradativas do complexo
fagolisossomico, o que influencia diretamente em sua capacidade de

sobrevivéncia intracelular (Burkovski 2013b).

A infeccdo de macréfagos de camundongo por C. pseudotuberculosis foi
acompanhada pela observacdo dos componentes celulares via microscopia
eletrdnica, onde, alguns minutos depois que a fagocitose ja havia ocorrido, as
bactérias permaneceram intactas e o0s macrofagos foram degenerados,
indicando um possivel efeito téxico dos acidos micdlicos da parede celular sob

os macrofagos (Hard, 1972).

A falta de compreenséao total acerca dos mecanismos de patogenicidade
de C. pseudotuberculosis tem estimulado a execucdo de pesquisas que
objetivam a identificacdo de novos fatores de viruléncia na bactéria, além dos
trés anteriormente citados. A enzima superoxido dismutase, codificada pelo gene
sodC ja teve seu papel investigado em Mycobacterium tuberculosis, mostrando
gue contribui para a resisténcia através da protecdo contra produtos oxidativos

lancados pelos macrofagos (Piddington et al. 2001).

De acordo com dados de expressédo génica de C. pseudotuberculosis,
foram encontrados transcritos de sodC, além de cpp, nanH (neuraminidase H) e
spaC (adesina) em amostras isoladas de abcessos caprinos, apontando para um
possivel envolvimento dos produtos destes genes na patogenicidade da bactéria
(Corréa et al. 2018).



30

No decorrer do processo infeccioso, as respostas imunologicas primarias
sdo mediadas por citocinas. Duas delas, TNF-a e IFN-y, estdo envolvidas no
combate da infeccdo priméaria e também parecem atuar na ativacdo durante a
infeccdo secundaria (Denis, 1991; Simmons et al. 1997). As respostas
secundérias séo ativadas por diferentes vias, por exemplo, varias subpopula¢fes
de linfécitos organizadas em trés regides, e complexos principais de
histocompatibilidade de classe Il (MHC Il) intactos e foram identificados dentro
das lesBes encapsuladas de LC, mostrando que o recrutamento de células de
defesa é uma caracteristica da imunopatogénese de C. pseudotuberculosis (Ellis
et al. 1991; Walker et al. 1991).

Zhou e colaboradores (2019) investigaram o comportamento de
macrofagos isolados do peritdnio de camundongos C57BL/6 apds a infec¢éo por
C. pseudotuberculosis, com o intuito de averiguar o envolvimento de vias de
sinalizacao e producéo de IL-1B. Para isto, knockouts para proteinas envolvidas
na montagem do inflamassoma NLRP3, conhecido ser um mediador critico na
ativacdo da caspase-1, foram construidos e avaliados via Western blot. De
acordo com os achados deste estudo, a bactéria pode induzir secrecéo de IL-13
mediante a acdo de NLRP3, ASC e CASP1.

Também ja foi relatado que apds a fagocitose, o complexo fagossémico
diminui seu pH, com o objetivo de danificar o conteddo celular e afetar
negativamente o metabolismo do patdgeno (Figura 3). Além disto, outros tipos
de estresses intracelulares afetam a bactéria, incluindo choques oxidativos,

térmicos e nitrosativos, e tensdes de superficie e osmaticas (Pinto et al. 2014a).
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Figura 3. Processo de fagocitose entre C. pseudotuberculosis e macrofago.
Fonte: Oliveira et al., 2017, adaptado.

Pépin e colaboradores (1994) observaram que em lesées nos primeiros
estagios da doenca, as células T CD4+ estdo mais presentes, ao passo que as
células T CD8+ constituem a maior populacdo em lesBes mais avancadas. A
resposta imune adaptativa, seja celular ou humoral, é responsavel pela formacéao
dos granulomas como uma das estratégias para a contencdo do patdgeno.
Ademais, o recrutamento de células CD4 e CD8 no tecido linfoide e a elevada
concentracdo de células T CD8+ no interior da capsula caseosa ja foram
identificados (Walker et al. 1991).

Entretanto, a ativacédo destes mecanismos por parte do sistema imune do
hospedeiro ndo é capaz de eliminar a célula invasora, que consegue sobreviver
dentro dos macrofagos. Esta persisténcia intracelular é essencial para a
migracao da bactéria do sitio de infecéo inicial para os nédulos linfaticos e outros
tecidos. Sendo assim, uma vez contornadas as barreiras impostas pelo sistema
imune no individuo infectado, C. pseudotuberculosis se estabelece
definitivamente no organismo causando as infec¢Bes cronicas (Paule et al.,

2003; Baird & Fontaine, 2007).
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1.3.4. Diagnéstico

O método de diagndstico mais comum para a identificacdo de C.
pseudotuberculosis consiste na avaliagdo clinica dos animais seguida da
obtencdo da bactéria a partir material caseoso retirado das lesdes. Apds o
isolamento, € recomendada a adocdo de diferentes estratégias para uma
confirmagéo mais precisa do resultado. Analises microbiologicas e bioquimicas
sao as mais disseminadas devido a facilidade e baixo custo operacional. Dentre
elas, incluem-se a avaliacdo da morfologia das col6nias e formacé&o de granulos
em meio liquido, a presenga ou auséncia de B-hemdlise, analises morfotintoriais
e testes enzimaticos pelo sistema padronizado API Coryne®, comercializado pela
empresa bioMérieux Inc (Freney et al., 1991; Al-Gaabary et al., 2009; Ferrer et

al., 2009).

Andlises baseadas em biologia molecular, especialmente a reacdo em
cadeia mediada pela polimerase (PCR) e suas variantes também vém sendo
usadas nas Ultimas décadas por serem mais sensiveis e especificas
comparadas aos métodos tradicionais. O estudo pioneiro neste ambito propds a
PCR baseada na amplificacdo do gene rrs, que codifica a subunidade 16S do
rRNA. Entretanto, devido a proximidade filogenética com C. ulcerans, foi

identificada reacédo cruzada entre as duas espécies (Cetinkaya et al. 2002).

A disseminacao da técnica como uma estratégia eficaz para o diagndstico
ocorreu, de fato, com a PCR multiplex (Pacheco et al., 2007). A reacéo consiste
na amplificacdo de trés importantes genes do patdgeno: rrs, rpoB e pld,
contornando os problemas relacionados a falta de especificidade do gene 16S
amplificado isoladamente. Além disto, a implementacdo da variante PCR
quadruplex possibilitou a identificacdo de qual dos dois biovares o isolado
pertence, além da confirmacéo da espécie (Almeida et al. 2017).

Alternativamente, testes soroldgicos também podem ser utilizados para o
diagnostico de LC, como hemaglutinag&o indireta, inibicdo de hemdlise e ELISA
baseado na deteccdo do anticorpo IgG. Entretanto, apesar de uteis, estas
metodologias sdo passiveis de sofrer reacbes cruzadas e resultados

inespecificos (Kaba et al., 2001; Hariharan et al., 2015).
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Abordagens proted6micas vém ganhando for¢ca para a identificagdo de
bactérias de interesse clinico, por fornecer o diagnéstico de maneira rapida e
confiavel. A espectrometria de massa com fonte de ionizacao e dessorcao a laser
assistida por matriz e analisador de tempo-de-voo (MALDI-TOF MS), por
exemplo, ja foi adotada para a deteccdo de diversas estirpes do género

Corynebacterium isoladas de diferentes amostras clinicas (Seng et al. 2013).

1.3.5. Terapia

Apesar dos esforgos para erradicar ou pelo menos minimizar os prejuizos
derivados de infecgBes por C. pseudotuberculosis, ainda ndo existem métodos
de tratamento completamente eficazes. Esta espécie bacteriana é resistente a
nitrofuranos, ciclohexemida e acido nalidixico, mas apresenta suscetibilidade a
diversos outros tipos de antibidticos, como penicilina, macrolideos, tetraciclinas,

cefalosporinas, lincomicina e clorafenicol (Abebe & Sisay Tessema 2015).

Entretanto, a antibioticoterapia apresenta um elevado custo e nao se
mostra completamente efetiva devido a natureza fibrosa da capsula de tecido
conectivo que reveste 0s abcessos e a densidade do material caseoso no interior
dos granulomas, que dificultam sua acdo (Judson & Songer, 1991). Portanto, a
imunizacao se mostra como uma excelente alternativa contra a disseminacéo de

C. pseudotuberculosis.

Neste sentido, a empresa Zoetis disponibiliza no mercado a Glanvac®6,
uma vacina que combina a PLD recombinante (rPLD) inativada de C.
pseudotuberculosis para o combate da LC, além de toxdides de diferentes
espécies de Clostridium spp., que sdo os agentes etioldgicos de enterotoxemia,
carbunculo sintomético, edema maligno, hepatite necrdtica e tétano em
pequenos ruminantes. Apesar da iniciativa, a vacina ndo é completamente
efetiva, pois apresenta niveis de protecdo variaveis, além de ndo se encontrar

disponivel em diversos paises (Hodgson et al., 1999; Fontaine et al., 2006).
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Silva e colaboradores (2018) avaliaram o potencial de vacinas de
subunidade contendo as proteinas rCP09720 e rCP01850 em associa¢cdo com a
rPLD para induzirem resposta imune significativa e promover a protecdo em
camundongos BALB/c. Os animais foram infectados com C. pseudotuberculosis
e imunizados duas vezes com rPLD, rPLD+rCP09720 e rPLD+rCP01850.
Amostras de sangue foram coletadas nos dias 0 (pré-imunizagao), 21 (ap6s a
primeira imunizacdo) e 42 (apos a segunda imunizacao) e avaliadas através da
taxa de protecdo para cada grupo de vacina testado, calculada com base na
sobrevivéncia dos animais imunizados. Durante os 40 dias apds o desafio, os
animais foram avaliados diariamente, e a taxa de mortalidade foi registrada. O
grupo imunizado com rPLD+rCP01850 apresentou a maior taxa de protecéo
comparado com os demais, indicando um possivel novo antigeno que pode ser

utilizado contra a LC.

Devido a falta de tratamento efetivo, a intervencao cirtrgica € uma medida
adotada para o controle da disseminacdo da bactéria. Entretanto, a extirpacao
dos abcessos é considerada uma conduta cercada de riscos, visto que o
extravasamento do material caseoso pode contaminar o ambiente, causando
efeito contrario se as medidas necessarias ndo forem tomadas, sendo ainda
inviavel a realizacéo deste procedimento em animais que apresentam o quadro

clinico visceral da doenga (Pugh & Baird, 2012).

As nanoparticulas de prata (AgNP) tém despertado o interesse de
pesquisadores devido a comprovacdo de suas atividades antibacterianas e
contribuicdo para a boa cicatrizacdo de lesdes (Zhang et al. 2016). A utilizac&o
destes compostos foi testada em animais infectados por C. pseudotuberculosis,
que tiveram seus linfonodos excisados e foram acompanhados durante o
periodo pos-cirargico. Os resultados mostraram que os individuos tratados com
AgNP apresentaram o processo de cicatrizagdo mais acelerado quando
comparados com o grupo de animais tratados com iodo 10%, e ainda
acumularam uma quantidade menor de material purulento, indicando o uso de

AgNP como um promissor método alternativo de tratamento (Santos et al. 2019).
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Portanto, a profilaxia se mostra como uma medida economica e simples
gue deve ser adotada para minimizar o risco de infeccdo. Para isto, as baias de
contencdo e pastos devem ser higienizados regularmente, os animais com
suspeita clinica devem ser isolados do rebanho, cuidado ao realizar a tosquia e
uso de desinfetantes — hipoclorito de sddio, permanganato de potassio e
peréxido de hidrogénio — sdo altamente recomendados (Al-Gaabary et al. 2009;
Santiago et al. 2013).

1.4. Sistema mononuclear fagocitario

O sistema imune possui uma rede complexa de células e moléculas
responsaveis pela manutencdo da homeostase e imunidade dos organismos
perante a presencga de agente invasores através da promoc¢ao uma cascata de
respostas com o objetivo de elimind-los. De acordo com caracteristicas
anatbmicas, as células constituintes deste sistema podem ser subdivididas em
dois grupos: monocitico-macrofagico — que compde o sistema mononuclear
fagocitario (SMF) — e o linfocitico, onde, em suma, o primeiro atua na acao
imediata de combate a agentes exdgenos através da fagocitose e apresentacdo
de antigenos as células do segundo, que por sua vez promovem reacao a
defesas especificas (Hume et al. 2019).

A fagocitose € um fenbmeno que ocorre como mecanismo da imunidade
inata, e que foi demonstrada pela primeira vez pelo bidlogo ucraniano Elie
Metchnikoff no fim do século XIX através da observacdo da ingestdo de
particulas por células méveis. Posteriormente estas células foram classificadas
como fagocitos, e subdivididas de acordo com o tamanho em microfagos e
macréfagos, onde ambas apresentaram ter envolvimento na resisténcia a
infec¢des. Entre outras caracteristicas desta categoria, as células do sistema
mononuclear fagocitario possuem atividade endocitica, sdo ricas em esterases
e hidrolases lisossomais e expressam receptores que promovem a fagocitose
(Gordon & Pliddemann, 2019).
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O conhecimento adquirido ao longo do ultimo século levou a comunidade
cientifica a crer que os macréfagos se originam exclusivamente células-tronco
hematopoiéticas, maturadas em mondcitos que migram pelo organismo através
da corrente sanguinea até se fixarem em tecidos especificos, onde se
diferenciam (Varol et al. 2015). Entretanto, uma série de estudos mais recentes
tém demonstrado que macréfagos residentes em tecidos (MRT) podem ser
estabelecidos durante o desenvolvimento embrionario e persistem

independentemente da diferenciacdo de pré-mondcitos (Epelman et al. 2014).

De acordo com Zhang (2021), apesar da origem de MRT ainda n&o ser
completamente compreendida, sabe-se que estas células sdo derivadas de
diversos progenitores, tanto de origem embrionaria como de mondcitos, tais
como células de Kupffer, macréfagos alveolares, esplénicos e peritoneais do
pulmdo que s&o desenvolvidos antes do nascimento e podem se manter

independentes dos mondcitos circulantes do sangue.

Macrofagos desempenham papéis importantes na progressao de diversas
doencas, incluindo arteriosclerose (Bobryshev et al. 2016), diabetes (He et al.
2019) e cancer (Cendrowicz et al. 2021). No que confere ao processo infeccioso
e combate a acdo de patdégenos, além da fagocitose estas células também séo
responsaveis pela apresentacdo de antigenos e a producdo de citocinas.
Promovem ainda o reparo tecidual e cicatrizacado de lesbes, contribuem para

danos e patologia tecidual durante infeccdes.

A polarizacao é outra de suas caracteristicas primordiais, e consiste em
um processo onde os macréfagos adquirem um fendtipo especifico e uma
resposta funcional dependente de estimulos ambientais que encontram nos
tecidos. Diferentes classes de macrofagos ja foram descritas em varias espécies,
tendo como base principalmente a expressdo de marcadores de superficie,

atividade bioldgica e producéo de fatores tecido-especificos (Murray, 2017).
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Dois fenoétipos de macréfagos sado conhecidos, dependendo da via de
ativacdo. Pela via classica, o M1 é estimulado por ligantes citocinas pro-
inflamatorias, como TLR e IFN-y, alta producdo de intermediarios reativos de
nitrogénio e oxigénio e forte potencial microbicida e tumoricida. A via alternativa
é regulada por IL-4 e IL-13 e polariza o fenétipo M2, onde os macrofagos estéo
envolvidos na contencdo do microrganismo, remodelacao tecidual, progressao
tumoral e atividade imunorregulatéria. Além disto, possuem elevada capacidade,
expressdo de moléculas sequestrantes, expressao de receptores de manose e
galactose, producao de ornitina e poliaminas (Benoit et al. 2008; Liu et al. 2014).

Através de analises de transcriptoma € possivel verificar a acao de genes
envolvidos na ativacdo de macréfagos em diferentes estagios. Zhang e
colaboradores (2018) fizeram uso da técnica de RNA-Seq para quantificar e
comparar os transcriptomas das populacées de mRNA e miRNA de macrofagos
humanos infectados por variantes patogénicas do virus influenza A H5N1
atuenuadas do virus HIN1. Os resultados apontaram que as subpopulacdes M1
e M2 respondem distintamente a infec¢éo pelo virus HSN1 quando comparado
ao virus HIN1 e que ocorre expressao alterada de genes de nas vias de ativacao

implicados na resposta viral do hospedeiro especificamente no subtipo M1.

1.5. Células THP-1

O monécito THP-1, descrito pela primeira vez por Tsuchiya e
colaboradores na década de 1980, foi isolado a partir do sangue periférico de
um paciente de 1 ano de idade acometido por leucemia mieloide aguda subtipo
M5. Este trabalho demonstrou que THP-1 apresenta capacidade citolitica
dependente de anticorpo, capacidade fagocitica quando diferenciada em
macrofago, expressdo de lisozima e teste negativo para o virus Epstein-Barr
(Tsuchiya et al. 1980). Anos mais tarde, 0 mesmo grupo de pesquisa identificou
que o processo de diferenciacao in vitro pode ocorrer com mais eficacia atraves
do uso de compostos tipo esteres de forbol, especialmente 12-
otetradecanolforbol-13-acetato — TPA e forbol-12-miristato-13-acetato — PMA
(Tsuchiya et al. 1982).
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Atualmente, o tratamento de THP-1 com PMA é amplamente difundido
para diferenciacéo, apresentando melhores resultados quando comparado com
0 uso de outros agentes indutores (Daigneault et al. 2010). Por meio da analise
microscopica é possivel definir a diferenciacdo de monocitos THP-1, visto que
neste estagio as células permanecem em suspensdo no meio de cultivo e
apresentam morfologia arredondada, e apés a diferenciacdo com PMA, os
macréfagos sdo predominantemente alongados e achatados e se acomodam
aderidos ao fundo do frasco, resultando em um cultivo em monocamada

(Gogulamudi et al. 2015), como mostrado na Figura 4.

Figura 4. Cultivo de (A) mondcitos e (B) macrofagos diferenciados.
Fonte: Gogulamudi et al., 2015.

Estudos baseados no cultivo de THP-1 apresentam diversas vantagens
guando comparados aos que adotam macrofagos derivados de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC, do inglés peripheral blood
mononuclear cells), como o tempo médio de replicacdo, podendo quadruplicar
em trés dias, a facilidade de manipulacdo e a auséncia de virus infecciosos e
produtos téxicos (Chanput et al. 2014).
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Outrossim, por ser considerada uma linhagem celular imortal, THP-1 pode
ser cultivada até 25 passagens — cerca de 3 meses — sem qualquer tipo de
alteracdo na atividade celular e na sensibilidade, diferentemente de
mondcitos/macroéfagos derivados de PBMC, que necessitam de mediadores
inflamatorios (IL-1B, TNF-a e LPS) como agentes de sobrevivéncia e prevencéo

de apoptose (Mangan et al. 1991).

O armazenamento também é um fator determinante na escolha do uso de
THP-1 em detrimento de PBMC, visto que podem ser armazenados por anos em
nitrogénio liquido e serem reativados sem qualquer tipo de inconveniente,
mediante o uso de protocolos adequados. Por fim, o background genético de
THP-1 é bastante homogéneo, o que minimiza a variabilidade fenotipica celular
e facilita a reprodutibilidade de resultados em estudos que levam em
consideracado aspectos genéticos da linhagem, inclusive ensaios de expressao
génica (Rogers et al., 2003; Chanput et al., 2014).

Embora a diversidade fenotipica de macrofagos ndo possa ser
completamente reconstituida in vitro, células cultivadas sob condi¢cdes bem
definidas se mostram importantes para compreender 0S mecanismos
moleculares envolvidos na interacdo patégeno-hospedeiro, e esta linhagem
celular tem sido utilizada para a investigacdo das relacbes em diferentes

espécies bacterianas.

Por exemplo, trés diferentes serovares de Salmonella enterica —
Typhimurium, Enteritidis e Choleraesuis — tiveram o papel de seus respectivos
plasmideos de viruléncia associados aos serovares (psV) analisados quanto a
capacidade de invaséo e sobrevivéncia intracelular em THP-1. Os resultados
deste estudo mostraram que os psV diferem em tamanho, composicao génica e
potencial patogénico dentre os isolados, em especial 0s pertencentes ao serovar

Choleraesuis, que apresentaram maior taxa de inducdo a apoptose nos

macrofagos (Huang et al. 2019).
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Andlises do transcriptoma de THP-1 podem fornecer novas informagdes
acerca da regulacao e expressao de genes envolvidos no decorrer do processo
infeccioso. Candida albicans é uma espécie de fungo dipldide constituinte da
microbiota normal de membranas monocutaneas e do trato alimentar que pode
causar infec¢des oportunistas em individuos imunocomprometidos. Uma analise
de microarray de células THP-1 estimuladas com C. albicans mortas por calor
identificou o perfil de genes induzidos e reprimidos pelo hospedeiro, onde,
diversos genes que foram regulados negativamente estdo envolvidos com vias

de sinalizacdo do sistema imunolégico (Hu et al. 2016).

Alguns patogenos intracelulares possuem a capacidade de modular a
expressdo de genes de defesa do hospedeiro através de modificacdes
epigenéticas, de modo a contribuir para a sobrevivéncia intracelular. Células
THP-1 infectadas por M. tuberculosis H37Rv, por exemplo, tiveram o gene da IL-
12B reprimido pela mediacédo da histona desacetilase HDAC1, que pode adaptar
as respostas em hospedeiros suscetiveis e fazer a bactéria persistir no processo
infeccioso impedindo as respostas pré-inflamatorias lancadas pelo macréfago
(Chandran et al. 2015).

1.6. Ciéncias Genbmicas

O estabelecimento do sequenciamento de DNA pelo método de
terminacd@o de cadeia de Sanger deu inicio a uma revolucdo na Genética, pois
através desta técnica foi possivel adquirir uma nova visdo sobre o conjunto de
genes de um organismo e sua organiza¢ao no genoma. Além do mais, forneceu
informacdes importantes sobre processos bioldgicos, servindo ainda de base
para estudos nas areas da transcriptdmica e proteémica (Schuster, 2008; Dijk et
al., 2018).
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Em meados da década de 1990, os primeiros genomas bacterianos —
Haemophilus influenzae e Mycoplasma genitalium — foram sequenciados,
implementando o uso da tecnologia Whole Genome Shotgun (WGS), que
fragmenta o DNA randomicamente e o insere em plasmideos para a preparacao
de bibliotecas gendmicas em Escherichia coli. Posteriormente, os clones séo
sequenciados e montados para a reconstrucdo da sequéncia completa
(Fleischmann et al. 1995; Fraser et al. 1995). Anos mais tarde, a publicacdo do
primeiro rascunho do genoma humano por Venter e colaboradores (2001)
impulsionou empresas a desenvolverem novos sequenciadores, capazes de
gerar resultados mais rapidamente, com menor custo e utilizacdo de méao-de-

obra.

Desta forma, em 2004 a multinacional suica Roche/454 Life Sciences
langou no mercado a primeira linha de sequenciadores de alto rendimento, o 454
GS 20, dando inicio ao sequenciamento de proxima geracado (NGS, do inglés
Next Generation Sequencing). A partir de entdo, diversos equipamentos foram
langcados, aprimorados e descontinuados em detrimento de sequenciadores
cada vez mais modernos e com capacidade de processamento superiores, com
destaque para MiSeq, HiSeq e NextSeq (Illumina), lon Torrent PGM e lon Proton
(Thermo Fisher Scientific), Single Molecule, Real-Time - SMRT (PacBio) e
PromethlON (Oxford Nanopore Technologies) (Liu et al. 2012; Merriman et al.
2012; Vincent et al. 2017).

A quantidade de dados gerados pelo sequenciamento requer a utilizacdo
de diversas ferramentas de bioinformatica para a interpretacdo dos dados e
atribuicdo de informacdes bioldgicas. Por exemplo, a montagem dos genomas €
necessaria devido a fragmentacdo que ocorre no preparo da biblioteca de DNA
antes do sequenciamento propriamente dito, onde as leituras geradas séao
reconstruidas em sequéncias contiguas, que podem ou nédo ser alinhadas contra
um genoma de referéncia. Ademais, apos a montagem € recomendado fazer uso
da anotacdo funcional, que realiza a analise do genoma-alvo e associa o
conhecimento biolégico existente para inferir o do produto génico das

sequéncias analisadas (Dominguez Del Angel et al. 2018).
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Apesar da enorme contribuicdo de pesquisas em gendmica estrutural, as
analises proporcionadas por ela de forma isolada ndo séo capazes de permitir a
definicdo da funcdo dos genes mediante estimulos externos, visto que para uma
proteina ser traduzida, precisa primeiramente que o DNA seja transcrito em
MRNA, e este posteriormente fornecerd a informacdo requerida para o
direcionamento de sua sintese. Contudo, genes nao estdo ativos a todo
momento na célula, e sdo recrutados quando seu papel é necessario em
determinado processo bioldgico, sendo o transcriptoma caracterizado como o
conjunto de genes expressos em uma célula sob uma determinada condi¢éo
fisiologica ou um estado de desenvolvimento em um periodo especifico
(Morozova & Marra, 2008; Lowe et al. 2017).

Por conta do crescente avanco da gendmica funcional, algumas
tecnologias e métodos de alto rendimento foram desenvolvidos para analise de
expressao génica em larga escala. O método de hibridizacdo (microarray), por
exemplo, consiste em um arranjo pré-definido de moléculas de DNA
quimicamente ligadas a uma superficie sélida revestidas com compostos como
polilisina e poliacrilamida. Esta metodologia se baseia na deteccdo e
quantificacdo de DNA e RNA de interesse que séo hibridizados com os acidos
nucleicos fixados no chip através da complementaridade de bases, e a deteccao
ocorre pela geracdo de sondas marcadas com compostos fluorescentes.
Entretanto, os microarrays apresentam problemas com hibridizacdo cruzada,
elevada taxa de ruidos e sao restritos apenas a analise de mRNAs conhecidos
(Lowe et al., 2017; Rani & Sharma, 2017).

Comparado com a metodologia supracitada, o sequenciamento de RNA
por plataformas NGS — RNA-seq — apresenta diversos beneficios, pois permite
a cobertura de transcritos em escala genémica, € capaz de detectar regides de
introns e intergénicas transcritas, eventos regulatérios como o splicing

alternativo e expressao de isoformas diferenciais (Wang et al. 2009).
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Atualmente, o RNA-seq pode ser considerado uma ferramenta ideal para
a andlise de transcriptomas completos, investigacdo do perfil de expresséao e
caracterizacdo de genes diferencialmente expressos, sendo, desta forma
extremamente Util para desvendar os mecanismos de viruléncia e
patogenicidade em microrganismos, por exemplo (Sharma & Vogel, 2014,
Wittchen et al., 2018).

Por fim, a protedbmica se mostra uma abordagem complexa devido a
diversos fatores, e o principal deles é o fato de que proteinas sédo
macromomeéculas que sofrem modificacdes bioquimicas pds-traducionais. Esta
abordagem é capaz de fornecer informacGes mais completas e avancadas no
estudo de sistemas biolégicos. Para a determinacdo quantitativa de proteinas
duas abordagens sdo mais comumente utilizadas: a eletroforese bidimensional
(2D), que permite a identificacdo e quantificacdo das proteinas presentes em
uma amostra bioldgica através das diferencas entres seus pontos isoelétricos, e
a espectrometria de massa (MS, do inglés mass spectrometry), uma técnica
sensivel, onde proteinas sao digeridas para a obtencdo de um conjunto de
peptideos, permitindo a determinacdo da formula molecular de qualquer
estrutura com alta precisdo (Van Oudenhove & Devreese, 2013; Joshi & Patil,
2016; Schubert et al., 2017).

1.6.1. RNA-seq

No decorrer do processo infeccioso, a interacdo entre o patégeno e o
hospedeiro ocasiona uma cascata dinamica em larga escala que promove
alteracdes na expressao génica dentro de ambos os organismos, resultando na
adesdo e persisténcia do patdgeno ou a sua eliminacdo pelo sistema

imunoldgico do hospedeiro.

Desta maneira, a busca pela compreensdo global e imparcial dos
transcritos ativos durante o evento pode fornecer interessantes perspectivas,
especialmente no que diz respeito a identificacdo de fatores de viruléncia ainda
nao conhecidos, bem como a elucidacdo de novas vias que respondem a
exposicdo a patdgenos especificos ou PAMP na célula hospedeira (Westermann
et al., 2012; Marsh et al., 2017).
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O método convencional para a investigacdo do perfil de expressdo de
patdgeno e hospedeiro baseado em microarrays possibilitou importantes
avancos na compreensao dos mecanismos de interacdo entre diversas bactérias
e seus hospedeiros, como Vibrio cholerae e Salmonella enterica (Merrell et al.,
2002; Eriksson et al., 2003), contudo, a partir desta abordagem nédo é possivel
analisar simultaneamente os transcritos dos dois organismos envolvidos, sendo
necessaria a separacdo das células do patdogeno e do hospedeiro antes da
andlise dos arranjos (Figura 5). Além disto, os microarrays sdo limitados a
analise de RNAs codificantes, ndo sendo possivel a avaliacdo de sequéncias

contidas em regides intergénicas (Westermann et al. 2012).
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Figura 5. Representagéo do uso de analises de expressao génica de macrofagos
infectados in vitro por uso de RNA-seq.
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Neste contexto, a utilizacdo da técnica Dual RNA-seq tem se mostrado
uma poderosa ferramenta para a analise da complexa dinamica de interacao
entre agentes infecciosos e seus hospedeiros. Derivada do RNA-seq
convencional, que leva em consideracdo a expressdo de transcritos de uma
amostra biolégica perante determinados fatores ambientais. Esta metodologia
vem sendo aplicada com sucesso para estudos de transcriptdmica em diferentes
tipos celulares e agentes infecciosos, incluindo virus, bactérias, fungos e
protozoarios (Fabozzi et al., 2018; Kovalchuk et al., 2019; Montoya et al., 2019;
Mukherjee & Heitlinger, 2019).

Devido as diferenca do conteddo celular intra-espécies, é importante
ressaltar os cuidados com a manipulacdo das amostras, a presenca ou auséncia
de parede celular sugere diferentes estratégias para a etapa de lise, além da
concentragdo de RNA que varia significativamente entre organismos procariotos
e eucariotos, sendo necessaria uma elevada cobertura das leituras geradas no

sequenciamento (Wolf et al. 2018).

1.6.2. Impacto das Ciéncias Gendmicas no estudo de C. pseudotuberculosis

Segundo informacdes do NCBI (National Center of Biotechnology
Information), o Brasil é o pais que detém a maior quantidade de genomas da
espécie C. pseudotuberculosis depositados, e grande parte destes projetos
foram fruto da acdo conjunta firmada entre a Rede Paraense de Gendmica e
Protedmica e a Rede Genoma de Minas Gerais. Apesar da auséncia de estudos
epidemioldgicos sobre a incidéncia da bactéria no Estado do Para, o isolamento,
caracterizagcdo e sequenciamento dos genomas de oito cepas isoladas em
diferentes mesorregides nos ultimos anos mostra que o patégeno € disseminado
nos rebanhos do estado (Alves et al., 2016; Muge et al., 2016; Costa et al., 2017).
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Soares e colaboradores (2013), reportaram pela primeira vez as
caracteristicas gendmicas de C. pseudotuberculosis 258, uma cepa-modelo do
biovar equi, mostrando que trés ilhas de patogenicidade de cepas deste biovar
apresentam regifes de delecdo comparadas ao biovar ovis. Além disto, este
mesmo trabalho aplicou a vacinologia reversa (VR) e identificou 49 proteinas

com potencial antigénico nas linhagens 1002, CIP52.97 e 258.

A VR é uma estratégia que consiste na triagem do genoma do patégeno
aplicado em pipelines in silico para explorar e encontrar antigenos nao
convencionais, e tem ganhado for¢cas gracas a difusdo de dados genémicos e
melhoria de programas de bioinformatica (Rappuoli, 2001; Kanampalliwar et al.,
2013).

Esta metodologia ja foi aplicada em C. pseudotuberculosis adotando
diferentes abordagens, porém geralmente baseadas no screening de candidatos
no exoproteoma — o0 conjunto de proteinas secretadas e potencialmente
expostas a superficie — para definir os candidatos a vacinas contra o patégeno,
visto que elas sdo mais propensas a serem expostas as células do sistema

imune do hospedeiro (Pacheco et al. 2011; Santos et al. 2012).

Neste ambito, um estudo aplicou a VR por meio de dois diferentes
pipelines, para predizer candidatos vacinais presentes no conjunto de genes
compartilhados por 65 cepas de C. pseudotuberculosis. Os 768 ortélogos foram
analisados quanto ao perfil de expressao génica obtido por RNA-seq, onde, 0s
230 induzidos foram avaliados quanto a localizacao sub-celular, peso molecular,
homologia com genes dos hospedeiros, quantidade de hélices transmembrana,
densidade de epitopos maduros (MED) e potencial de antigenicidade,
identificando seis proteinas com potencial uso para o desenvolvimento de

vacinas contra a bactéria (Araujo et al. 2019).
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No que confere a analises de transcritos, estudos de RNA-seq para
investigar o perfil de expressao de C. pseudotuberculosis em face de condi¢cdes
abidticas enfrentadas pela bactéria durante a infeccdo no hospedeiro foram
realizados. A linhagem 1002, biovar ovis, foi submetida a estresse acido, térmico
e osmotico, mostrando que grande parte dos genes expressos sao relacionados
a oxidacao e reducao, a divisdo celular e ao ciclo celular. O stimulon dos trés
estresses apresentou genes que participam dos mecanismos de viruléncia,
defesa contra o estresse oxidativo, adeséo e regulacao, revelando a importancia
dos produtos destes genes no processo infeccioso (Pinto et al., 2012; Pinto et
al., 2014).

Em C. pseudotuberculosis 258, 113 genes foram considerados induzidos
mediante choque térmico, em especial hspR, grpE, dnaK e clpB, fortemente
envolvidos com mecanismos de adaptacao a altas temperaturas (Gomide et al.,
2018a). A influéncia dos estresses osmatico e acido também foi avaliada nesta
mesma cepa, e o gene dps, que codifica uma proteina capaz de captar ferro no
meio intracelular e contribui para a protecdo bacteriana contra estresse acido,
oxidativo e térmico apresentou elevados niveis de expressdo em ambas as
condi¢cbes, bem como na linhagem 1002, apontando-o como um importante alvo
para estudos relacionados ao combate tanto da LU quanto da LC (Gomide et al.,
2018b).

Ibraim e colaboradores (2019) verificaram os niveis de expresséo génica
das cepas T1 (selvagem) e Cpl3 (mutante para o gene ciuA, codificante de
proteina de ligacdo ao sideroforo) perante a limitacéo de ferro, e diversos genes
expressos que fazem parte dos mecanismos de transporte de hemina, estdo
localizados dentro de ilhas de patogenicidade. Esta analise de transcriptoma foi
capaz de fornecer informagdes acerca dos mecanismos para captacao deste
nutriente essencial, sendo um importante passo para entender a forma com que
C. pseudotuberculosis é capaz de se adaptar e sobreviver intracelularmente no

hospedeiro.
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Os dados de transcriptoma publicados até o presente momento foram
capazes de fornecer base para a compreensao de seu comportamento mediante
diferentes estimulos. Alvos como phoP, dtxR, ripA e gIXR, e fatores sigma séo
ativamente expressos se mostraram como fatores chave de transcricdo, e por
esta razdo, andalises mais aprofundadas dos produtos destes genes podem
fornecer novos direcionamentos tanto para o diagnostico e o tratamento das
doencas causadas por C. pseudotuberculosis, quanto para a identificacdo de

melhores alvos terapéuticos e candidatos vacinais (Parise et al. 2021).

O acesso as tecnologias de alto rendimento contribuiu substancialmente
para a melhor compreensao de mecanismos basicos da fisiologia do patégeno,
vias regulatérias, além da identificacdo de possiveis fatores de viruléncia e a
predicdo de novos alvos terapéuticos e vacinais. Entretanto, em relagdo a
infectividade do patdégeno, os eventos que dificultam a degradacdo da C.

pseudotuberculosis por macrofagos ndo séo esclarecidos.

Tanto o patdégeno quanto o hospedeiro buscam respostas rapidas,
adaptativas e eficazes para a propria sobrevivéncia. Assim, perceber a alteracéo
no ambiente e transmitir a informacédo montando uma rede de respostas ideais
€ primordial para entender o comportamento de ambos 0s organismos no
decorrer do processo infeccioso. Desta forma, este trabalho € um modelo de
estudo que busca identificar quais genes séo ativos durante o primeiro contato
entre C. pseudotuberculosis e o macréfago, conhecer a cascata de resposta em
nivel transcricional do hospedeiro, o que pode abrir possibilidades para busca de

solucdes eficazes contra os problemas causados por esta bactéria.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar o perfil de genes diferencialmente expressos de macréfagos

derivados da linhagem monocitica THP-1 mediante infec¢cdo in vitro por

Corynebacterium pseudotuberculosis.

2.2. Objetivos Especificos

Prospectar, isolar e identificar cepas de C. pseudotuberculosis no Estado
do Paré;

Descrever a arquitetura gendmica e avaliar funcionalmente um isolado de

C. pseudotuberculosis;

Estabelecer um protocolo adequado de infeccéo in vitro de macréfagos

derivados de THP-1 por C. pseudotuberculosis;

Analisar 0s genes expressos pelo hospedeiro durante o processo de

infeccéo in vitro.

Avaliar o repertorio de transcritos diferencialmente expressos quanto a

sua classificacéo funcional.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencéo do material biolégico

A prospeccdo de amostras do patdgeno foi realizada no segundo
semestre de 2018 em uma propriedade particular na Mesorregidao Nordeste
Paraense, apds a aprovacao do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da UFPA (CEUA — UFPA), processo de n° 9220240518 (Apéndice
1), mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —

TCLE (Apéndice 2) pelo responsavel do local.

As bactérias foram obtidas a partir de trés ovinos adultos da raca Mestico
Morada Nova com diagnéstico clinico de LC, que foram identificados e
confinados para a obtencdo dos materiais caseosos via puncao. As amostras
bioldgicas foram entdo armazenadas em tubos estéreis e transportadas em gelo
ao Laboratorio de Genbmica e Bioinforméatica (LGB) para as analises

subsequentes.

3.2. Cultivo bacteriano

Para o isolamento e cultivo microbiano, primeiramente o0s materiais
caseosos foram adicionados em soluc¢éo salina a 0,9%, sendo estas suspensfes
submetidas a diluicdes seriadas (10°, 101, 102, 103, 10, 10°) e plaqueadas em

meio agar-sangue de carneiro a 5% (Laborclin) a 37°C por 48 horas, em triplicata.

ApoOs o periodo de crescimento, as colbnias hemoliticas foram entéo
cultivadas em meio seletivo agar chocolate suplementado com telurito de
potassio (ACT) a 0,03% a 37°C por 48 horas. Por fim, os isolados foram
inoculados em meio BHI semi-solido (Kasvi) a 37°C por 48 horas, armazenados
em solucdes contendo glicerol a 20% e 45%, e depositados a -80°C no

repositério do LGB.
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3.3. Avaliacéo de aspectos microbioldgicos

A analise microbiologica foi realizada através da identificacdo do padréo
positivo para B-hemolise das coldnias, do crescimento em meio seletivo para o
género Corynebacterium e da avaliacdo morfologica das colénias em meio agar
BHI. Além disto, todas as amostras que atendiam aos critérios anteriormente
citados foram analisadas quanto as caracteristicas morfotintoriais por meio de

coloracdo de Gram (Laborclin).

3.4. Identificagc@o molecular da espécie

Para a extracdo do DNA gendmico, as bactérias foram cultivadas em 15
mL de meio BHI caldo a 37°C por 48 horas a 160 rpm em uma incubadora tipo
shaker (New Brunswick Scientific), onde, posteriormente as biomassas
bacterianas foram concentradas através de centrifugacdo a 10.000 rpm por 2
minutos e submetidas a extracdo pelo método fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico, realizado de acordo com o protocolo descrito por Moore & Dowhan
(2002). A gualidade do DNA foi avaliada através de gel de agarose a 1% em
tampéo Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X e visualizado em transiluminador UV. A
concentracéo foi determinada pelo equipamento Qubit® 2.0 (Invitrogen), através
do Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen).

Um ensaio de PCR quadruplex foi adotado para a confirmacado da espécie
C. pseudotuberculosis por meio da amplificacdo dos genes pld, rpoB e rrs, além
da determinacdo de biovar pela presenca ou auséncia do amplicon referente ao
gene narG (Tabela 1). O DNA gendmico das cepas C. pseudotuberculosis 1002
(biovar ovis) e 258 (biovar equi) foram utilizadas como controles positivos da

reacao.

A PCR foi executada pelo protocolo do GoTag® Green Master Mix
(Promega), onde a desnaturacéo inicial ocorreu a 95°C por 4 minutos, seguida
de 30 ciclos de desnaturacéo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por
30 segundos e extensdo a 72°C por 1,5 minuto. Os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% em tampdo TAE 1X e

visualizados em transiluminador UV.
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Tabela 1. Lista de primers utilizados na PCR quadruplex

Gene Primer Sequéncia (5" — 3') Amplicon (pb)
res Forward ACCGCACTTTAGTGTGTGTG 816
Reverse TCTCTACGCCGATCTTGTAT
rpoB Forward CGTATGAACATCGGCCAGGT 446
Reverse TCCATTTCGCCGAAGCGCTG
pld Forward ATAAGCGTAAGCAGGGAGCA 203
Reverse | ATCAGCGGTGATTGTCTTCCAGG
narG Foward ACCCGTACTTGCACTCTTTC 612
Reverse AGTCAGTACTTCCGCAGGTC

3.5. Andlise protedmica

A técnica MALDI-TOF MS foi adotada para ratificar os métodos
supracitados para a confirmacao definitiva da espécie. Para esta analise, uma
unidade formadora de colénia (UFC) de cada cepa foi coletada e espalhada em

uma placa de aco e cobertas com 1 pL de VD Matrix Solution (Bruker Daltonics).

Apbs a secagem, as amostras foram depositada no equipamento MALDI
Biotyper (Bruker Daltonics), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os
perfis de espectro de diferentes cepas de C. pseudotuberculosis foram
comparados aos espectros gerados pelo equipamento, onde valores =2.3

classificam identificacdo segura da espécie.

3.6. Curva de crescimento de bacteriano

A dinamica de crescimento de uma cepa de C. pseudotuberculosis foi
definida através da mensuracdo da densidade optica (DO) da suspensao
bacteriana em comprimento de onda de 600 nm. Para isto, um isolado foi
cultivado em meio BHI caldo acrescido de Tween® 80 por 48 horas a partir de 1
UFC e submetido a agitacdo de 160 rpm em incubadora tipo shaker (New

Brunswick Scientific).
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O crescimento celular foi monitorado em intervalos de 1 hora, através da
retirada de 1 mL de cultura para a leitura em espectrofotdmetro. O célculo de
células por mL foi feito por meio da medi¢cdo da DOsoonm Na fase exponencial de
crescimento bacteriano. As suspensdes foram cultivadas em meio BHI-agar em

fatores de diluicdo 104, 10° e 10 para a contagem das UFC.

3.7. Sequenciamento do genoma de C. pseudotuberculosis

Uma cepa pré-selecionada de C. pseudotuberculosis foi cultivada em
meio BHI caldo conforme as condi¢des descritas no item 3.4, e o DNA gendmico
foi extraido através do kit DNeasy® PowerLyzer® PowerSoil Kit® (Qiagen), de
acordo com as orientacdes do fabricante. A concentracdo de DNA foi calculada
pelo Qubit® 2.0 (Invitrogen).

O controle de qualidade da extracdo foi avaliado através do grau de
pureza da amostra, por meio da taxa de absorbancia 260/280 nm calculada pelo
espectrofotometro NanoDrop Lite (Thermo Scientific). Além disto, o nivel de
fragmentacdo do DNA foi determinado por eletroforese capilar equipamento
Fragment Analyzer (Agilent Technologies) e visualizado no ProSize Data
Analysis (Agilent Tecnologies).

A biblioteca de sequenciamento foi preparada através do Nextera XT
Sample Prep Kit (lllumina) com indexag¢do multiplex, de acordo com o protocolo
do fabricante, seguida pelo sequenciamento paired-end que foi executado pela
plataforma MiSeq System® (lllumina), utilizando o MiSeq® Reagent Kit v3 para
leituras de 300 pb.
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3.8. Montagem e anotacg&o do genoma

A avaliacdo das leituras geradas pelo sequenciamento genémico foi
realizada pelo programa FastQC 115
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/). Tendo como objetivo balancear as
leituras, o programa Trimmomatic 0.39 (Bolger et al. 2014) foi utilizado. Através
deste mesmo pacote, foi realizado ainda um filtro de qualidade dos arquivos para

a montagem, onde bases com valores abaixo de PHRED 20 foram removidas.

A montagem do genoma se deu através de dois software distintos:
SPAdes 3.13 (Bankevich et al. 2012) e Velvet 1.2.10 (Zerbino 2010), ambos
utilizam a abordagem de novo para a construcdo dos contigs. Apds a obtencao
dos arquivos, as montagens foram avaliadas e comparadas pela plataforma web
QUAST (Gurevich et al. 2013), sendo consideradas apenas sequéncias com

tamanho superior a 500 pb.

O programa Geneious Prime 2019.2.1 (http://www.geneious.com/) foi
responsavel por gerar o scaffold e fechar os gaps. A cepa C. pseudotuberculosis
PAO1 (CP013327) foi utilizada como genoma de referéncia para esta analise.
Apds a sua reconstrucao total, 0 genoma teve suas CDS preditas pelo programa
RAST (Overbeek et al. 2014), e o mapa gendmico foi construido pelo CGview
Server (Grant & Stothard 2008). A anotacdo funcional definitiva das CDS foi
executada no ambiente do Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP), do
National Center of Biotechnology Information - NCBI e disponibilizado no
GenBank.

3.9. Cultivo e diferenciacéo de THP-1

Os mondcitos THP-1 (ATCC® TIB-202™) foram obtidos a partir do Banco
de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e cultivados em meio RPMI-1640 (Sigma
Aldrich), suplementado com 10% de soro fetal bovino — SFB (Gibco), 2 mM de
glutamato, 100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina a 37°C e
atmosfera de 5% COz. As células foram quantificadas em camara de Neubauer
e a viabilidade foi avaliada pelo método de excluséo através da coloracéo por

azul de Tripan a 0,4 %.
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ApGs a quantificacdo, os frascos de cultura foram mantidos através da
substituicdo do meio estabelecido por centrifugacdo e ressuspensdo em 2 x10°
a 4x10° células viaveis por mL. A criopreservacao foi feita em diferentes periodos
de cultivo através da adicdo de 95% SFB e 5% sulféxido de dimetilo (DMSO) e
das aliquotas de células e armazenadas a -80°C para analises subsequentes.

A diferenciacdo dos mondcitos seguiu o protocolo estabelecido por nosso
grupo de pesquisa (Silva, 2019), utilizando 100 ng/mL de PMA por 72 horas a
37°C e atmosfera de 5% de CO2. Apos a ativagdo dos macrofagos, o meio de
cultivo foi removido e as células aderentes foram lavadas com tampéao fosfato
salino — PBS 1x pH 7.2 (Gibco). Por meio da observacdo em microscépio optico
invertido, a diferenciacao foi avaliada de acordo com a capacidade de adeséo e

morfologia celular.

3.10. Infeccéo in vitro

A cultura de macréfagos, em triplicata, foi infectada por C.
pseudotuberculosis PA09 em placas de cultivo a uma densidade de 4x10° células
por frasco. A densidade 6ptica a comprimento de onda de 600 nm (DOeoo) de
0.3, foi determinada como a concentracdo 6tima de células bacterianas para uma
taxa de multiplicidade de infec¢cdo (MOI) 1:5 macrofagos/bactérias, que ocorreu
por 3 horas a 37°C e 5% CO2. ApGs o tempo determinado, o sobrenadante celular
foi removido e os frascos de cultivo lavados com PBS 1x pH 7.2 (Gibco) e

mantidos em cultivo por mais 24 horas.

3.11. Preparagéao da biblioteca e sequenciamento de RNA

Para a extracdo do RNA, as células foram removidas mecanicamente dos
frascos de cultivo, centrifugadas a 2000 xg por 5 minutos a 4°C e submetidas ao
protocolo do PureLink™ RNA Mini Kit (Thermo Fisher), seguindo as orientacdes
do fornecedor. A qualidade do RNA eluido foi avaliada pela concentracdo de
material e pelo nimero de integridade do RNA (RIN, do inglés RNA integrity
number), através do kit RNA ScreenTape Assay no equipamento 4200

TapeStation System (Agilent Technologies).
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A conversao para cDNA e construcao da biblioteca foi realizada seguindo
o protocolo do SureSelect Strand-Specific RNA Library Prep System (Agilent
Technologies), segundo as orientagdes do fabricante e o sequenciamento dos
transcritos ocorreu na plataforma NextSeq 550 System (lllumina), utilizando o
NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5. Para o grupo controle, as células foram
mantidas sob a mesma densidade em meio de cultivo RPMI-1640, suplementado
com 10% SFB e passaram pelas mesmas etapas realizadas na preparacéo das
amostras de infecgao in vitro. Os sequenciamentos foram executados em

triplicata.

3.12. Andlise dos dados de transcriptoma

A gualidade das leituras brutas do sequenciamento foi visualizada pelo
FastQC 0.11.9 (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e
posteriormente, adaptadores e bases de baixa qualidade foram removidos
através do Trimommatic 0.38 (Bolger et al. 2014), seguindo os parametros:
NexteraPE-PE.fa:2:30:10:8:true SLIDINGWINDOW:4:25 MINLEN:60
TRAILING:3 LEADING:S.

Os leituras pareadas — R1 e R2 — correspondentes a cada réplica foram
mapeadas contra o0 genoma de referéncia Homo sapiens GRCh38
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/genome/guide/human/) pelo HISAT2 (Kim
et al. 2015). Os arquivos em formato .BAM foram submetidos ao protocolo do
StringTie 2.1.7 (Kovaka et al. 2019), para a montagem dos transcritos e

estimativa dos niveis de expressao génica.

A ferramenta stringtie-merge, realizou a compilagdo das montagens para
a obtencdo de um conjunto de dados unificado em todas as réplicas e
subsequentemente, a geracdo de um arquivo com o numero de leituras para

cada gene, seguindo os parametros default do pipeline.
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Os dados de expresséo génica diferencial foram gerados pelo programa
edgeR 3.34.0 (Robinson et al. 2009), o qual utiliza o Likelihood Ratio Test para
a performance da analise, utilizando as triplicatas dos contrastes de interesse:
Infectado (INF) e Controle (CTR). A significancia da andlise diferencial foi dada
pelo p-value ajustado pelo método False Discovery Rate (FDR) >0.05, e pela
razao log2 fold change (logFC) (Quackenbush, 2002), onde, foram considerados
induzidos perante a infeccdo por C. pseudotuberculosis, genes com logFC =21 e
genes reprimidos logFC < -1 em relacao a condi¢édo controle. Além disso, através
desta ferramenta foram gerados graficos adicionais de similaridade entre

amostras e distribuicdo dos genes expressos.

3.13. Analise de enriquecimento funcional

Uma lista de genes que apresentaram maiores valores de expressao
diferencial foi utilizada para o enriquecimento funcional através da analise de
processos biologicos da base de dados Gene Ontology (GO) na plataforma
online g:Profiler (Raudvere et al. 2019). Para isto, foi feito uso da ferramenta
9:GOSt, utilizando informagdes do genoma de Homo sapiens com threshold de
0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Prospeccao e identificacdo de C. pseudotuberculosis

Para este estudo, foram identificados trés carneiros com diagndstico
clinico de LC em um rebanho de uma propriedade privada no Estado do Para.
Os materiais caseosos — amostras identificadas provisoriamente como Ol1, OI2

e OI3 — foram obtidos através de puncdo dos abcessos caseosos (Figura 6).

Figura 6. Abcesso localizado em linfonodo submandibular de um carneiro com
suspeita clinica de LC.

Os materiais obtidos dos abcessos foram submetidos a diluicdo seriada e
plagueados em diferentes meios de cultivo para a avaliagdo microbioldgica.
Nesta etapa, foram considerados principalmente o tempo de crescimento, 0

padrao de B-hemdlise e morfologia das colbnias (Figura 7).

Figura 7. Placas de cultivo de C. pseudotuberculosis em (A) 4gar sangue de carneiro e
(B) &gar BHI.
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Apés atenderem os critérios pré-definidos nos procedimentos iniciais de
cultivo, duas amostras (Ol1 e OI3) foram submetidas a analise morfotintorial pelo
método de Gram, onde foi possivel analisar a morfologia de cocobacilos
caracteristica da espécie e coloragao violeta, indicando que as cepas sdo Gram-

positivas (Figura 8).
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Figura 8. Analise morfotintorial por C. pseudotuberculosis, visualizada em microscrépio
Optico em aumento de 100x.

Desta forma, apds a selecéo inicial os isolados bacterianos tiveram seu
material genético extraido para a realizacdo do ensaio molecular, através da
técnica de PCR. Na Figura 9, é possivel identificar que ambas as cepas
analisadas sao representantes do biovar ovis quando comparados com o0s
controles positivos, levando em consideracdo a amplificacdo das bandas dos

genes rrs, rpoB e pld e auséncia do amplicon do narG.

rrs (816 pb)
narG (612 pb)
rpoB (446 pb)

pld (203 pb)

Figura 9. Visualizacdo do gel de agarose dos produtos da PCR quadruplex das cepas
OlleOI3.
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Além disto, foi utilizada uma técnica adicional para a confirmacéo
definitiva da espécie, baseada MALDI-TOF MS. Através do padrdo espectros
das amostras de interesse e das que estdo disponiveis no servidor do
equipamento, é realizada uma comparacao que fornece os resultados em uma
escala de pontuacgéo que varia de 0 a 3. Para ambas as amostras submetidas,
os valores permaneceram acima de 2.3, o que significa alta confiabilidade na

identificacdo de espécie (Apéndice 3).

A amostra OI3 - a partir deste momento renomeada como C.
pseudotuberculosis PA09 — foi selecionada como a cepa modelo para as

analises de genbmica bacteriana, infec¢ao in vitro e transcriptémica.

4.2. Genoma de C. pseudotuberculosis PA09

As leituras brutas geradas pelo sequenciamento gendmico de C.
pseudotuberculosis PAO9 foram analisadas quanto a sua qualidade (Figura 8 A
e B) pelo visualizador FastQC, sendo possivel notar uma elevada média de

gualidade e um decréscimo nas porcdes finais.

Desta forma, através do pacote Trimommatic, foi realizado o
balanceamento dos arquivos R1 e R2, referentes a biblioteca pareada utilizada
para o sequenciamento, bem como a remocdao de leituras com qualidade Phred
abaixo de 20 (Figura 10 C e D), melhorando significativamente a média para a

realizagdo da montagem.
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Figura 10. Andlise de qualidade do genoma de C. pseudotuberculosis PA09 gerados
(A e B - R1 e R2, respectivamente) no sequenciamento e (C e D - R1 e R2,

respectivamente) apés a aplicagdo do filtro de qualidade.

A etapa seguinte consistiu na montagem do genoma da bactéria, por meio
de dois diferentes softwares — SPAdes e Velvet —, a fim de definir a melhor
estratégia, baseada em algumas métricas de qualidade, como Nso, tamanho e
namero de contigs. A montagem do genoma € avaliada quanto a sua qualidade
através do tamanho e preciséo dos contigs e scaffolds, geralmente baseados em

medidas como 0s comprimento maximos e minimos, tamanho total e Nso.
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O Nso € uma métrica calculada através da ordenagédo dos contigs com
base no tamanho dos mesmos, do maior para o0 menor. Em seguida, a partir do
maior contig, os demais sdo somados até que esta soma parcial se torne metade
do comprimento total de todos os contigs ha montagem, sendo Nsp 0 tamanho
do menor contig nesta lista. Portanto, presume-se que quanto maior o valor de
Nso, melhor € a montagem do genoma (Yandell & Ence, 2012). Através da
plataforma web QUAST, as duas montagens foram comparadas, mostrando que

os melhores resultados foram gerados pelo SPAdes (Tabela 2).

Tabela 2. Resultado da montagem do genoma de C. pseudotuberculosis PA09
pelos programas SPAdes e Velvet

SPAdes Velvet
N° de contigs total 15 3312
N° de contigs 2 500 pb 11 1394
Maior contig (pb) 543127 8489
Tamanho total (pb) 2322885 2417450
N50 363805 1798
G+C (%) 52.18 52.16

Os 11 contigs gerados pelo SPAdes foram entdo submetidos ao programa
Geneious para a geracao do scaffold. Em toda a extensédo do genoma, foram
identificados trés gaps em regides de agrupamentos de rRNAs, que foram
alinhados contra dos dados brutos, levando a 100% de representacdo do

genoma.

Posteriormente, o arquivo em formato .FASTA foi enviado a plataforma
web RAST para a predicdo de CDS, totalizando 2.221 genes distribuidos em
2.337.900 pb (Figura 11), sendo estes resultados compativeis com as médias de
genoma e quantidade de CDS em outras cepas da espécie ja depositadas na

base de dados.
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O genoma da cepa foi entdo, disponibilizado na base de dados Genbank
do NCBI e pode ser consultado sob numero de acesso CP054555.1
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/CP054555.1).
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Figura 11. Mapa genémico de C. pseudotuberculosis PA09

4.3. Curva de crescimento de C. pseudotuberculosis PA09

Com o objetivo de conhecer a dinamica de crescimento da cepa modelo
para 0 ensaio de infeccdo in vitro, foi realizada a construcdo da curva de
crescimento de C. pseudotuberculosis PA09, onde, a fase exponencial iniciou
cerca de 12 horas ap6s o indculo e perdurou até a vigésima hora. Apesar de um
ritmo de replicacédo bacteriana mais lento, a fase estacionaria comecou de fato
apos 30 horas e o declinio a partir de 51 horas.
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Figura 12. Curva de crescimento de C. pseudotuberculosis PAO9.

Tendo como base os dados da curva a DOsoonm = 0.3, atingida apods cerca
de 13 horas de cultivo (Tabela 3), foi definida como o ponto ideal para a retirada
de in6culo bacteriano para a infec¢do in vitro em THP-1 por dois principais
fatores: a quantidade suficiente de células para o MOI definido e o fato de se
encontrar na fase exponencial de crescimento, o que indica que o microrganismo

esta metabolicamente mais ativo.

Tabela 3. Densidade de células bacterianas por tempo de cultivo

Tempo (Horas) DOe600 nm Células bacterianas/mL
0 0.001
11 0.103 7.95x107
13 0.296 1.14x108
14 0.411 3.30x108
15 0.569 1.08x10°
17 0.824 2.24x10°
19 0.976
25 1.105
51 1.541
61 1.496
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4.4. Diferenciacdo de THP-1 e infec¢ao in vitro

Definidos os parametros de cultivo de C. pseudotuberculosis PA09 para
0 ensaio de expressdo génica, as etapas posteriores se concentraram na
preparacdo dos mondcitos THP-1. Um trabalho anterior do nosso grupo de
pesquisa realizou a padronizacao das condi¢des ideais de concentracéo (10, 50
e 100 ng/mL) e tempo (24, 48 e 72 horas) de tratamento de PMA para a
diferenciacdo em macrofagos, onde foi determinada a concentracdo de 100
ng/mL por 72 horas (Silva, 2019).

O presente estudo adotou o0 mesmo protocolo e alcangou resultados
semelhantes de diferenciacéo da linhagem monocitica, baseados na observagao
na modificacdo do perfil fenotipico do cultivo antes da adicdo de PMA (Figura
13A), onde as células possuiam morfologia arredondada e permaneciam em
suspensao no meio.

Apos o tratamento com o agente de diferenciagéo, foi possivel observar
gue as células em sua maioria adquiriram formato mais alongado, com projecoes

citoplasmaticas e formacao de monocamada aderente ao frasco (Figura 13B).

Figura 13. Micrografia de microscépio éptico invertido em lente de aumento de 30x das
células THP-1 como (A) mondcitos ndo diferenciados e (B) macrofagos diferenciados
apos o tratamento com PMA.
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As réplicas da cultura de macréfagos a uma densidade de 4x10° células
por mL foram infectadas por C. pseudotuberculosis PA09 (2x107 bactérias/mL)
durante 3 horas, tendo o meio trocado para a remocao bactérias ndo fagocitadas.
Posteriormente, a mistura de infeccdo e seus respectivos controles foram
submetidos a extracdo do RNA total e avaliadas quanto a qualidade do material

obtido através da concentracdo e do indice RIN (Tabela 4).

Tabela 4. indices de qualidade da extracdo de RNA total

Amostra RIN 28S/18S Concentracédo (ng/uL)
Ladder N/A N/A 84.9
INF1 9.3 3.0 431.0
INF2 9.3 3.2 380.0
INF3 9.1 1.8 680.0
CTR1 9.4 1.8 402.0
CTR2 9.5 2.7 384.0
CTR3 9.4 1.4 386.0

Foi possivel observar nesta andlise que o material obtido apresentou
excelente qualidade baseado no perfil de bandas (Figura 14). O RIN estabelece
uma escala de 1 a 10 (Schroeder et al. 2006), onde amostras proximas a 10 tem
menor taxa de fragmentacdo, sendo mais adequadas para a construcdo de
bibliotecas de sequenciamento de cDNA. Neste estudo, todas as amostras
utilizadas apresentaram RIN > 9, indicando a eficiéncia do protocolo de extracao
utilizado.

Ladder INF1 INF2 INF3 CTR1 CTR2 CTR3

6000

«
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200 A
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Figura 14. Andlise do controle de qualidade do RNA através de eletroforese
automatizada.
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4.5. Processamento dos dados de transcriptoma

Assim como nas andlises do sequenciamento do genoma bacteriano, os
dados gerados pelo RNA-Seq também tiveram sua qualidade avaliada pelo
programa FastQC. Apesar de as leituras brutas em sua totalidade apresentarem
boa qualidade foi decidido fazer uso do Trimommatic para remover bases de
baixa qualidade nas por¢des finais das reads — caracteristica comum do
sequenciamento das plataformas de sequenciamento lllumina — de modo a
otimizar os resultados das etapas subsequentes. Para isto, foi definida a
remocao de bases com qualidade Phred abaixo de 30, o que implica na precisao
de 99.9% do sequenciamento (1 erro a cada 1000).

O FastQC fornece graficos de qualidade individuais para as extremidades
direta e reversa da biblioteca de sequenciamento, e por este motivo, foram
gerados no total 24 imagens contendo os pares de cada réplica antes e apés o
tratamento no Trimommatic. Devido a homogeneidade da qualidade dos
resultados, os quais apresentaram perfis similares, optou-se por exibir nesta
secdo apenas as réplicas INF1 (Figura 15) e CTR1 (Figura 16) como

representativas do total de amostras analisadas.
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Figura 15. Analise de qualidade das leituras do sequenciamento de THP-1 perante a
infeccéo in vitro antes (A e B) e apds (C e D) o filtro de qualidade.
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Figura 16. Andlise de controle de qualidade das leituras do sequenciamento de THP-1
na condicdo controle antes (A e B) e ap6s (C e D) o filtro de qualidade.

4.6. Analise do perfil de expressao génica

A partir dos dados oriundos do mapeamento contra o0 genoma de
referéncia GRCh38, foram gerados arquivos de contagem para cada uma das
réplicas. De modo a visualizar o nivel de similaridade e a correlacdo entre as
amostras, foi realizada uma analise de escalonamento multidimensional (MDS)

pelo pacote edgeR.

No contexto de RNA-Seq, o grafico MDS mostra a variagdo entre as
amostras de modo que, quanto maior a distancia entre as amostras, maior é sua
dissimilaridade. Portanto, amostras pertencentes a mesma condicdo ou
tratamento devem estar mais proximas umas das outras e distantes de outras

condicoes.

A analise grafica mostrada na Figura 17 evidencia a similaridade dos
grupos controle e infectado, com base nos dois primeiros componentes

principais da matriz de covariancia de expressao génica entre os individuos.
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Figura 17. Grafico MDS apontando as diferencas entre as amostras dos grupos
experimentais.

De acordo com os parametros de cut-off estabelecidos, os resultados
gerados pelo edgeR apontaram que 2892 genes humanos foram
diferencialmente expressos. Deste quantitativo, 1213 foram induzidos e 1679

foram reprimidos em relacdo aos controles.

O perfil de expressdo das condi¢cbes experimentais pode ser explorado
com mais detalhes através de graficos de diferenca média — MD, onde é possivel
analisar o logFC ajustado ao tamanho da biblioteca em relacdo a média
expressdo das amostras. Na figura a seguir é possivel observar esta distribuigéo,

onde o intervalo de valores de logFC variou de 8.79 a -9.69.
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Figura 18. Gréfico de distribuicdo dos genes diferencialmente expressos. Os genes
induzidos séo representados em vermelho e os reprimidos em azul.

Subsequente a definicdo da quantidade de genes que foram hiper e
hiporregulados, foi realizada a categorizacdo destes alvos em ordem
decrescente para a identificacado daqueles que apresentaram maiores e menores
valores de logFC. Devido a quantidade de genes obtidos nos resultados, as
informacgdes a seguir compilam a lista dos 40 principais genes induzidos (Tabela

5) e reprimidos (Tabela 6).

Entretanto, € valido ressaltar que apesar de ndo se tratarem dos genes
com maiores ou menores niveis de expressdo, de acordo com os dados de
andlise de enriquecimento, diversos transcritos merecem especial atencao por
que tiveram funcdes preditas relatadas a atividade no sistema imune e combate

a infecgdes, e portanto, alguns deles serdo discutidos nas sessdes posteriores.



Tabela 5. Lista dos genes induzidos com maiores valores de logFC
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Gene Produto logFC FDR
CSAG3 CSAG family member 3 8.79 | 2.63E-18
FOLH1 folate hydrolase 1 7.79 2.46E-09
IDO1 indoleamine 2,3-dioxygenase 1 7.70 1.86E-173
KCNJ10 potassium inwardly rectifying channel subfamily J | 7.62 | 2.85E-29
CLEC4D C-type lectin domain family 4 member D 7.48 1.81E-07
MAJIN membrane anchored junction protein 7.43 | 3.20E-07
CLEC6A C-type lectin domain containing 6A 7.34 | 7.09E-07
ADGRF5 adhesion G protein-coupled receptor F5 7.14 | 2.58E-114
TEX50 testis expressed 50 6.86 | 4.14E-05
CHRNA1 cholinergic receptor nicotinic alpha 1 subunit 6.75 | 9.65E-05
FCGR3B Fc fragment of 1gG receptor lllb 6.71 1.24E-04
HPN Hepsin 6.63 | 2.31E-04
GPR31 G protein-coupled receptor 31 6.58 | 3.74E-04
VNN2 vanin 2 6.52 3.19E-04
SIGLEC12 | sialic acid binding Ig like lectin 12 6.49 | 4.35E-04
DISC1-IT1 | DISC1 intronic transcript 1 6.41 |5.76E-04
TMEM14EP | transmembrane protein 14E, pseudogene 6.35 1.16E-03
CEACAMS3 | CEA cell adhesion molecule 3 6.21 1.95E-03
FUT6 fucosyltransferase 6 6.13 | 3.39E-03
SH2D7 SH2 domain containing 7 6.09 | 3.62E-03
GUCY2D guanylate cyclase 2D, retinal 6.06 | 3.83E-03
F10 coagulation factor X 592 | 6.70E-03
LUM Lumican 586 | 9.11E-03
IDO2 indoleamine 2,3-dioxygenase 2 5.86 | 3.50E-20
MUCS5AC mucin 5AC, oligomeric mucus/gel-forming 5.83 | 2.14E-08
TSPYL6 TSPY like 6 581 | 1.18E-02
KRT36 keratin 36 5.79 | 1.00E-02
AKR1C8P | aldo-keto reductase family 1 member C8 5.74 1.10E-02
CXCL13 C-X-C motif chemokine ligand 13 5.67 5.09E-157
CCL8 C-C motif chemokine ligand 8 5.65 4.88E-07
PPIAP30 peptidylprolyl isomerase A pseudogene 30 5.57 1.63E-02
TBC1D3G | TBC1 domain family member 3G 5.55 2.00E-02
PTGDR prostaglandin D2 receptor 5.54 1.96E-02
ANO3 anoctamin 3 5.52 1.61E-09
PTGES prostaglandin E synthase 5.47 | 4.49E-93
CFH complement factor H 546 | 2.19E-130
CASR calcium sensing receptor 5.45 | 2.19E-02
SELENBP1 | selenium binding protein 1 544 | 2.25E-02
IL12B interleukin 12B 543 | 5.09E-42
PTCHD4 patched domain containing 4 5.43 3.39E-18
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Tabela 6. Lista dos genes reprimidos com menores valores de logFC
Gene Produto logFC FDR
OR7EA47P olfactory receptor family 7 subfamily E member 47 | -9.69 | 1.56E-31
OCSTAMP | osteoclast stimulatory transmembrane protein -8.07 | 7.82E-125
CCDC182 coiled-coil domain containing 182 -8.05 | 1.18E-10
SERPINB12 | serpin family B member 12 -7.35 | 9.54E-07
TREH Trehalase -7.31 | 7.81E-07
LIN28B lin-28 homolog B -7.25 | 3.63E-06
ZNF804B zinc finger protein 804B -7.19 | 4.96E-06
KCNIP1 potassium voltage-gated channel interacting 1 -7.16 | 5.48E-06
LINC02273 | long intergenic non-protein coding RNA 2273 -7.15 | 3.67E-06
SOST Sclerostin -7.10 | 5.19E-06
DECR2 2,4-dienoyl-CoA reductase 2 -7.09 | 2.36E-04
TMEM125 transmembrane protein 125 -6.83 | 4.01E-05
INHBA-AS1 | INHBA antisense RNA 1 -6.80 | 1.31E-04
TEX11 testis expressed 11 -6.78 | 6.28E-05
GRM4 glutamate metabotropic receptor 4 -6.76 | 8.27E-14
SCML4 Scm polycomb group protein like 4 -6.74 | 9.28E-22
CHRM1 cholinergic receptor muscarinic 1 -6.71 | 1.38E-04
KRT15 keratin 15 -6.62 | 2.90E-04
POMZP3 POM121 and ZP3 fusion -6.62 | 2.28E-03
EIFAE1B eukaryotic translation initiation factor 4E family 1B | -6.50 | 6.48E-04
ZNF385B zinc finger protein 385B -6.41 | 8.13E-04
RIMS1 regulating synaptic membrane exocytosis 1 -6.29 | 4.53E-27
VIPR1 vasoactive intestinal peptide receptor 1 -6.21 | 8.98E-145
CNN1 calponin 1 -6.17 | 2.13E-03
TDRD9 tudor domain containing 9 -6.16 | 2.58E-03
DNAI1 dynein axonemal intermediate chain 1 -6.08 | 3.07E-03
DMGDH dimethylglycine dehydrogenase -6.01 | 4.05E-03
CPz carboxypeptidase Z -6.00 | 3.83E-03
YD iodotyrosine deiodinase -5.97 | 4.48E-03
GABRA4 gamma-aminobutyric acid type A receptor alpha4 -5.93 | 4.13E-82
LONRF2 LON peptidase N-terminal domain and ring finger 2 | -5.90 | 2.37E-176
VIPR1-AS1 | VIPR1 antisense RNA 1 -5.89 | 5.55E-03
SATL1 spermidine/spermine N1-acetyl transferase like 1 -5.88 | 5.62E-03
XIRP1 xin actin binding repeat containing 1 -5.80 | 4.51E-116
SOD3 superoxide dismutase 3 -5.78 | 7.30E-03
TIGIT T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains -5.72 | 8.33E-14
MSANTD5 | Myb/SANT DNA binding domain containing 5 -5.66 | 1.01E-02
SLITRK1 SLIT and NTRK like family member 1 -5.65 | 1.07E-02
IL13RA2 interleukin 13 receptor subunit alpha 2 -5.65 | 1.09E-02
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A relagdo dos principais genes expressos neste estudo foi submetida a
plataforma g:Profiler de modo analisar com maior riqueza de detalhes suas
caracteristicas funcionais (Figura 19). Neste contexto, um foco especial foi dado
a subcategoria “processos bioldgicos”, definidos como conjuntos de eventos
moleculares com inicio e final definidos, pertinentes a fisiologia das células, e o
componente celular, onde estédo discriminadas as partes de uma célula ou de

seu ambiente extracelular (Carbon et al. 2019).

Além dos termos GO, a plataforma também é capaz de fornecer
informacdes cruzadas com outros bancos de dados, onde foi possivel relacionar
0s genes anotados com suas respectivas funcdes, vias metabdlicas, dominios,
motivos e familias proteicas. Nesta andlise funcional, os principais termos GO
encontrados sao relacionados a funcbes regulatorias, dentre elas: processos
bioldgicos, processos metabdlicos, resposta a estimulos, regulacdo do sistema
imune, processos bioldgicos envolvidos em interacdo inter-espécies, dentre
outros. Estes achados apontam para a importancia dos genes analisados quanto

a sua relevancia no processo infeccioso.
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Figura 19. Analise funcional dos alvos com maiores e menores valores de expresséo diferencial.
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5. DISCUSSAO

A capacidade que patogenos bacterianos possuem de modificar as
respostas do hospedeiro a nivel transcricional e imunolégico é um aspecto
essencial para a compreensao dos eventos que levam a persisténcia de diversas
doencas. Por esta razdo, estudos que investigam alteracbes no transcriptoma
destes hospedeiros no curso do processo infeccioso podem fornecer
perspectivas sobre a modulacéo da resposta imune e 0s mecanismos de escape

e persisténcia destes microrganismos (Curto et al. 2019).

Tomando como base esta ideia, o presente trabalho teve como principal
objetivo realizar a analise do transcriptoma de células THP-1 mediante infec¢édo
in vitro por C. pseudotuberculosis, de modo a investigar quais dos genes
diferencialmente expressos — sejam eles hipo ou hiper-regulados — possam ter
relacdo com mecanismos de defesa priméria contra este patégeno. Para isto, foi
adotada uma variedade de metodologias que abrangem conhecimentos em
microbiologia, biologia celular, biologia molecular e bioinformatica para inferir a
maneira na qual ocorre 0 comportamento a nivel transcricional do macrofago

apos os eventos que sucedem a fagocitose.

Diversos estudos tém se concentrado em avaliar a patogenicidade de C.
pseudotuberculosis por diferentes pontos de vista, especialmente aqueles que
abrangem abordagens multi-6micas, o que forneceu dados sem precedentes
sobre suas vias de acéo e o consequente sucesso na persisténcia das infecgdes
em diferentes espécies de interesse veterinario, bem como em humanos (Dorella
et al. 2013). Devido a prevaléncia da bactéria no Estado do Pard, a primeira
etapa deste trabalho se concentrou em realizar a prospeccdo de amostras a
partir lesbes em ovelhas com suspeita clinica de LC, onde, posteriormente foi
confirmada a infeccdo bacteriana através de analises microbiolégicas e

moleculares.
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Apesar de serem um excelente indicativo para a identificacdo de espécies
bacterianas, métodos microbiolégicos de maneira isolada podem ser subjetivos
e passiveis a erros, e por este motivo foi feito uso da técnica de PCR quadruplex,
proposta por Almeida et al., (2017), onde iniciadores especificos de genes
importantes para a espécie sdo amplificados, sendo ainda possivel determinar a
qual dos dois biovares de C. pseudotuberculosis as cepas pertencem, de acordo
com a amplificacdo do gene narG, exclusivo do genoma de representantes do
biovar equi. Como esperado, a auséncia do amplicon para este gene foi capaz
de confirmar o material obtido era referente a cepas do biovar ovis. A
combinacéo de diferentes métodos para a identificacdo da espécie também foi
adotada por Guerrero e colaboradores (2018) no México e por Nassar e

colaboradores (2016) no Brasil.

Ainda no que tange as andlises iniciais, foi realizado o sequenciamento
do genoma da cepa PAQ9, anexada a colecdo bacteriana do CGBS — UFPA. A
altima década tem presenciado um aumento significativo da quantidade de
genomas de C. pseudotuberculosis na base de dados GenBank NCBI, desde o
primeiro, referente & cepa FRC11, obtido de um paciente diagnosticado com
linfadenite necrosante (Trost et al. 2010), até o momento, contando com 124
genomas completos e 12 rascunhos. A publicacdo e divulgacdo dessas
sequéncias fornece informacbes relevantes para estudos de elementos
estruturais que contribuem para a viruléncia do microrganismo, contudo, as

respostas do hospedeiro perante a infec¢cdo necessitam de mais estudos.

Portanto, a segunda etapa da pesquisa se direcionou a preparacdo dos
monocitos THP-1 e seu posterior protocolo de diferenciacdo em macrofagos para
a infecgédo. Esta linhagem tem se mostrado um bom modelo de estudo para
macrofagos derivados de mondcitos diferenciados in vitro, e € empregada em
pesquisas de diferentes areas, principalmente por ser constituida de uma
populacdo homogénea e mais estavel quando comparada a mondcitos humanos
nativos, que por sua vez, tem taxa de proliferacdo limitada e maior
susceptibilidade a variacdo de dados experimentais, sendo em geral, doador-

dependentes (Bosshart & Heinzelmann, 2016).
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Estudos indicam que tanto a concentracdo de PMA quando o tempo de
tratamento exercem influéncia na capacidade que macréfagos THP-1 tém de
interagir com patdégenos intracelulares. Na literatura € possivel encontrar
diferentes protocolos que utilizam condi¢cbes variadas para diferenciar a
linhagem, com concentragcdes de PMA que variam de 10 a 400 ng/mL e a
duracéo do tratamento variando de 1 a 5 dias de estimulac&o (Kohro et al. 2004;
Baxter et al. 2020). Em relacdo ao protocolo adotado para este trabalho foi
verificado que tanto o tempo de administracdo quanto a concentracao do agente
indutor apresentaram os resultados estipulados, tendo em vista a observacéo da

mudanca do fenétipo das células antes e apos o tratamento.

As células THP-1 sdo amplamente adotadas como modelo de infeccéo
para a investigacdo de genes envolvidos na relacdo patdgeno-hospedeiro.
Recentemente, a comparacdo dos niveis de expressdo de cepas de M.
tuberculosis com diferentes niveis de viruléncia (H37Rv, H37Ra e BCG) foi
avaliada por RNA-Seq, apontando uma diferenca marcante entre os genes
expressos de THP-1 aos trés isolados. Na cepa virulenta H37Rv houve
expressdo aumentada de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias e indugéo
elevada dos de piroptose em relacdo a cepa avirulenta H37Ra, destacando que
o sistema imune pode responder de diferentes formas, dependendo do estimulo

causado pelo patégeno (Pu et al. 2021).

Apbs a definicdo dos parametros de qualidade das leituras geradas pelo
sequenciamento dos transcritos, os dados foram mapeados contra a versao mais
recente do genoma humano a fim de se obter uma lista de genes que
apresentaram expressdo diferencial durante a infeccdo in vitro por C.
pseudotuberculosis. Baseado nos resultados de enriquecimento funcional,
alguns dos genes que tiveram categorias relacionadas a atividade no sistema

imunoldgico serdo discutidos com mais detalhes a seguir.
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Dois alvos, CLEC4D e CLECG6A codificam integrantes da superfamilia de
proteinas C-type lectin receptors (CLR), comumente expressas em células
mieldides, e tem a capacidade de reconhecer uma vasta gama de ligantes
modulando ou ativando a fung&o imune ao reconhecer PAMP e DAMP (padrbes
moleculares associados a danos), por intermédio de seu dominio de lectina
(Dambuza & Brown 2015). As CLR sdo majoritariamente descritas pelo seu
envolvimento na imunidade contra fungos, em especial Cryptococcus
neoformans, mas seu papel em mecanismos de defesa contra parasitas, virus
e bactérias também ja foram reportados (Drummond & Brown 2013; Kitai et al.
2021).

As ligacdes que ocorrem entre CLR e PAMP séo capazes de induzir uma
cascata de respostas, tais como a producdo de citocinas e sinalizacao para a
inducéo da resposta imune adaptativa. CLEC4D é predominantemente expresso
em monacitos, macréfagos e neutrofilos, e ja foi estudado por sua interacdo com
micobactérias através da ligacdo com TDM, um glicopeptideo presente na
parede celular do patégeno que é capaz de regular positivamente a expressao
de Mincle, um dos receptores presentes em macréfagos que sdo responsaveis

pela ativacao da fagocitose (Marakalala & Ndlovu 2017).

A interacdo CLEC4D-TDM é ainda apontada como um evento-sinal para
o inicio da maturacdo em células T. Além disto, foi demonstrado que o knockout
do CLR aumentou a susceptibilidade a infeccdo por M. tuberculosis em
camundongos (Miyake et al. 2013; Miyake et al. 2015). Diante destas
informacdes, pode-se inferir que a alta taxa de expresséo nestes genes pode ser
relacionada a um mecanismo de defesa similar das células THP-1 contra C.

pseudotuberculosis.
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Outro interessante produto que apresentou um alto valor de logFC foi a
glicoproteina CEACAM3, conhecida por ser um dos sitios de ligacdo de
patdogenos em células hospedeiras (Muenzner et al. 2005). CEACAM3 é uma
das proteinas que possui acdo na fagocitose independente de opsoninas em
diferentes espécies bacterianas, dentre elas H. influenzae, H. pylori, N.
meningitidis e M. catarrhalis que possuem mecanismos de acoplamento aos
fagdcitos por meio de adesinas que se ligam de maneira especifica a sua

superficie (Schmitter et al. 2004).

Bonsignore e colaboradores (2020) apontam que esta proteina possui um
motivo de ativacdo denominado de ITAM, o qual desempenha papel-chave na
fagocitose de bactérias, dado que a mutacdo de residuos de tirosina presentes
no motivo ocasionou a diminuicdo da taxa de internalizacdo dos patdgenos
através do bloqueio da fosforilacdo de CEACAM3. Este trabalho sugere que a
fosforilacdo cria uma plataforma para moléculas efetoras induzirem a

remodelacdo necessaria para o citoesqueleto formar o calice fagocitario.

Durante a infec¢do ocorre o metabolismo de diversos aminoacidos, e
estes processos regulam a imunidade inata e adaptativa. Por este motivo, a
funcdo das bactérias no catabolismo de aminoacidos e na producdo de
metabdlitos capazes de regular o desenvolvimento e a funcdo do sistema imune
inato vem sendo estudado. Sabe-se que em mamiferos o triptofano é degradado
através da via da quinurenina, onde uma das etapas ocorre através da acdo das
indoleamina 2,3-dioxigenases 1 (logFC = 7.70) e 2 (log FC = 5.85) (Zelante et al.
2009).

IDO1 apresentou um dos maiores valores de logFC na andlise de
expressao diferencial, e seu produto € envolvido com a privacao de triptofano no
meio e a producdo de quinurenina, responsavel por ativar o regulador Ahr, é
essencial na interface patdgeno-hospedeiro (Moffett & Namboodiri 2003). Neste
sentido, a compreensédo das vias que regulam as funcdes de IDO1 ddo margem
para novas estratégias da atividade imunorreguladora, controle farmacologico,
bem como a modulacéo da atividade catalitica desta enzima e se mostra uma
abordagem terapéutica em potencial para a modulagdo a resposta imune em
diferentes estagios (Tome, 2021).
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Membros das duas principais subfamilias conhecidas de quimiocinas —
CXC e CC - foram induzidos nas analises. As quimiocinas compde um grande
grupo de citocinas de baixo peso molecular que tem a habilidade de mediar a
migracao de células do sistema imune. Sdo moléculas que possuem atividades
pro-inflamatérias induzidas durante a resposta imunoldgica no sitio de infeccéo
e também tém efeito homeostatico devido a capacidade de atuar

desenvolvimento ou a manutencao dos tecidos (Zlotnik & Yoshie 2012).

Dentre todas as quimiocinas investigadas, CXCL13 e CCL8 foram as que
obtiveram os maiores e mais similares valores de logFC. A primeira é expressa
por macrofagos e sua producéo € requerida para o correto funcionamento da
resposta humoral mediada por linfécitos B-1, ao passo que ja foi previamente
demonstrado que CCL8 apresenta elevados indices de expressdao em
macrofagos derivados de THP-1 e RAW264.7 infectados por micobactérias
(Ansel et al. 2002; Liu et al. 2013).

Condicdes patoldogicas que envolvem o sistema imunolégico podem ser
afetadas pela concentracdo de selénio no individuo, influenciada por fatores
como os niveis de ingestdo, a conversao de compostos em metabdlitos e
caracteristicas genéticas que podem afetar o uso deste metabdlito (Avery &
Hoffmann 2018). Selenium-binding protein 1 (SELENBP1) esta envolvida no
processo de autofagia de macréfagos murinos infectados por S. aureus, tém
papel na modulacédo da transcricdo das vias de sinalizacdo MAPK e NF-kB e
inibicdo do crescimento patdégeno intracelularmente (Zang et al. 2020). Devido
ao elevado nivel de transcricdo nos resultados, pode executar funcéo

semelhante na modulacao da resposta de macréfagos a C. pseudotuberculosis.

Diversas interleucinas, dentre elas IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, IL-32 e IL-33,
também foram hiper-expressas, reforcando a importancia desta classe de
moléculas na modulagéo da resposta imune do hospedeiro. Estas citocinas séo
produzidas principalmente por macrofagos e linfécitos, e medeiam o
desencadeamento de uma resposta imune efetiva, ligando componentes das
imunidades inata e adaptativa, através da modificacdo do microambiente do

macrofago (Duque & Descoteaux 2014).
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Microrganismos patogénicos desenvolveram mecanismos adaptativos
para sobreviver a resposta imune e até usa-la em seu proprio beneficio, e a
regulacdo positiva ou negativa da producdo e liberacdo de citocinas de
macréfagos tem efeitos profundos nesta resposta. Dada a importancia da
producdo destas moléculas na modulagdo da resposta, varios fatores de
viruléncia dos agentes infecciosos tém as interleucinas como alvo principal
(Flannagan et al. 2009).

Neste sentido, ndo €é surpreendente inferir que apesar de serem
constantemente expressas como sinal de combate a infecgéo, algumas citocinas
sofrem exatamente o efeito contrario e tém sua acao suprimida pela modulacéo
da resposta bacteriana. A IL-24 atua como reguladora imunolégica na inducéo
de citocinas Thl. A administragao de IL-24 exerceu um efeito protetor contra a
infeccdo por S. typhimurium em camundongos através da estimulacdo da
producado precoce das citocinas Thl, IFN-y e IL-12 por neutroéfilos, que por sua
vez ativam células T CD8 + (Ma et al. 2009). Tendo como base os resultados
obtidos (logFC =-5.14), sugere-se que C. pseudotuberculosis pode ser capaz de
inibir a expressao de IL-24, bloqueando deste modo a cascata de resposta

protetiva do macrofago.

A enzima superoxido dismutase 3, codificada pelo gene SODS3, catalisa a
dismutacdo do superéxido em peroxido de hidrogénio. Além da sintese e
liberac@o dessa proteina extracelular pela via secretora, estudos mostraram que
SOD3 também se localiza em compartimentos intracelulares de macrofagos,
modificando as condi¢des redox no espaco extracelular e desempenha um papel
importante na fase inicial da ativacdo do macrofago e na resposta inflamatéria
(Hu et al. 2019).
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O reconhecimento das bactérias pelos macrofagos leva a producéo de
ERO nos compartimentos celulares, onde cumprem diferentes funcdes
antibacterianas por meio do estresse oxidativo gerado por superéxido
dismutases e NADPH oxidase 2 (NOX2). Algumas bactérias intracelulares, como
M. tuberculosis inibem ativamente o recrutamento de enzimas oxidativas para os
fagossomos, limitando a producdo de ERO e mantendo a viabilidade no interior
dos macréfagos, alertando para o uso de um mecanismo similar em

corinebactérias (Herb & Schramm 2021).

Duas catepsinas (G e W) também foram reprimidas e fazem parte de um
grupo de proteases que contribuem diretamente para a morte de patdgenos ou
indiretamente, por seu envolvimento nas vias de apresentacdo de antigenos. A
baixa expressdo de CTSG em macréfagos neste estudo € suportada por
resultados semelhantes descritos por Rivera-Marrero et al, (2004). A infeccéo
dos macrofagos por M. tuberculosis levou a uma diminuicdo da producdo desta
enzima e maior sobrevivéncia da bactéria, entretanto, os mecanismos de
regulacdo do patégeno necessitam de mais evidéncias experimentais para

serem esclarecidos.
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6. CONCLUSAO

e Por meio deste estudo, foi possivel sequenciar e montar uma nova cepa
de C. pseudotuberculosis isolado no Estado do Para, o qual foi ainda

utilizado como modelo de estudo da interacdo patdégeno-hospedeiro;

e O protocolo de diferenciagdo da linhagem monocitica THP-1 através do
tratamento com 100 ng/mL de PMA demonstrou a eficiéncia esperada

para sua utilizacdo no ensaio de infec¢ao in vitro;

e Através das condicbes estabelecidas para o cultivo celular, infecgédo in
vitro e extracdo de &cidos nucléicos foi possivel a obtencdo de RNA de

alta qualidade para o sequenciamento dos transcritos;

e RNA-Seq gerou leituras com excelentes parametros de qualidade,
otimizando desta forma, os resultados de expressdao génica

subsequentes;

e A andlise de expressao diferencial mostrou que 1213 genes do macrofago
THP-1 foram induzidos e 1679 reprimidos durante a infec¢do por C.

pseudotuberculosis;

e As principais categorias funcionais dos genes diferencialmente expressos
estdo ligadas principalmente a processos metabdlicos, resposta a
estimulos, regulacdo do sistema imune e processos biolégicos envolvidos

em interacao inter-espécies;

e Este trabalho contribui para a melhor compreenséo dos eventos ocorridos
durante o contato inicial entre C. pseudotuberculosis e seus hospedeiros,
abrindo possibilidade para o desenvolvimento de analises mais
especificas dos mecanismos de modulacdo da resposta imune contra o
patdgeno, bem como o planejamento de estratégias mais efetivas para a

minimizagdo dos prejuizos causados por ele.
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8. APENDICE
Apéndice 1: Certificado de aceite do projeto de pesquisa pelo CEUA (UFPA)

&

—[%& UFPA Comissao de Etica no
“-j’ Universidade Federal do Para Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudo do interatoma e exossoma em Corynebacterium pseudotuberculosis para pesquisa
de novos alvos terapéuticos ", protocolada sob o CEUA n? 9220240518 (o oo1004), sob a responsabilidade de Adriana Ribeiro
Carneiro Folador e equipe; Bruno Walter Santos Sobral ; Artur Luiz da Silva; Vasco Ariston de Carvalho Azevedo; Rommel Thiago
Jucd Ramos ; Edson Luiz Folador; André Guimaraes Maciel e Silva; Eziquiel de Morais; Carlos Leonardo de Aragao Araujo; Patricia
Nascimento da Silva; Jorianne Thyeska Castro Alves; Larissa Maranhao Dias; Alyne Cristina Sodré Lima; lago Rodrigues Blanco;
Luciana Patricia Silvestre de Souza; Maria Silvanira Ribeiro Barbosa; Soraya Silva Andrade; Rinaldo Batista Viana - que envolve a
producao, manutencao efou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Para (CEUA/UFPA) na reunido de 01/11/2018.

We certify that the proposal "Study of the interactome and exosome in Corynebacterium pseudotuberculosis for research of new
therapeutic targets", utilizing 6 Ovines (males and females), protocol number CEUA 9220240518 (o oo1004), under the responsibility
of Adriana Ribeiro Carneiro Folador and team; Bruno Walter Santos Sobral ; Artur Luiz da Silva; Vasco Ariston de Carvalho
Azevedo; Rommel Thiago Jucd Ramos ; Edson Luiz Folador; André Guimardes Maciel e Silva; Eziquiel de Morais; Carlos Leonardo de
Aragao Araujo; Patricia Nascimento da Silva; Jorianne Thyeska Castro Alves; Larissa Maranhao Dias; Alyne Cristina Sodré Lima; lago
Rodrigues Blanco; Luciana Patricia Silvestre de Souza; Maria Silvanira Ribeiro Barbosa; Soraya 5Silva Andrade; Rinaldo Batista Viana
- which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata
(except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree
6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and
was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Para (CEUA/UFPA) in the meeting of 11/01/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 10/2018 a 06/2020 Area: Centro de Gendmica E Biologia de Sistemas
Espécie: Ovinos sexo: Machos e Fémeas idade: 1a3anos N: 6
Linhagem: Santa Inés Peso: 20a30kg

Local do experimento: Setor de Ovino-caprinocultura da Universidade Federal do Paré- Campus Castanhal.
Belém, 01 de novembro de 2018

M Ui B Pirillsve J"L”7Q"M)Mr

Profa. Dra. Maria Vivina Barros Monteiro Profa. Dra. Vanessa Joia de Mello
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Para Universidade Federal do Para



Apéndice 2: Modelo do TCLE

Universidade Federal do Para
Instituto de Ciéncias Bioldgicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Estudo do interatoma e exossoma em Corynebacterium pseudotuberculosis para

pesquisa de novos alvos terapéuticos

Nome do Pesquisador Responsavel: Dra. Adriana Ribeiro Carneiro Folador

Nome dos demais participantes: Dr. Bruno Walter Santos Sobral, Dr. Artur Luiz da Costa da Silva,

Dr. Vasco Ariston de Carvalho Azevedo, Dr. Rommel Thiago Juca Ramos, Dr. Edson Luiz Folador,

Dr. André Guimardes Maciel e Silva, Dr. Rinaldo Batista Viana, MsC. Eziquiel de Morais, MsC.

Carlos Leonardo de Aragdo Aratijo, MsC. Jorianne Thyeska Castro Alves, MsC. Larissa Maranhdo

Dias, MsC. Alyne Cristina Sodré Lima, Patricia Nascimento da Silva, lago Rodrigues Blanco,

Luciana Patricia Silvestre de Souza, Maria Silvanira Ribeiro Barbosa, Soraya Silva Andrade

1.

Natureza da pesquisa: o Sr. (sra.) estd sendo convidada (o) a autorizar a participagdo de seu(s)
animal(is) nesta pesquisa que tem como finalidade obter o interatoma in vivo durante o processo
infeccioso por Coryebacterium pseudotuberculosis, analisar o perfil transcricional do patégeno
e do hospedeiro (carneiro - Ovis aries), bem como obter exossomas a partir de amostras de soro
de animais sadios e infectados, simultaneamente, para melhor conhecimento das vias
moleculares usadas pelo micro-organismo, além da identificacdo de novos fatores de viruléncia
do patigeno, e da rota de resposta na célula hospedeira diante da exposi¢do a esta bactéria.
Identificacdo dos animais: serdo necessdrios seis carneiros adultos (Ovis aires), raca Santa
Inés, divididos em dois grupos: trés individuos sauddveis e trés com suspeita clinica de linfadenite
caseosa.

Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo o Sr. (Sra.) permitirda que o (a)
pesquisador (a) colete 30 ml de sangue venoso periférico de cada animal em tubos de coleta a
vacuo. Antes da colheita de sangue, na veia jugular, sera realizada uma tricotomia, ou seja, a
retirada dos pelos na regido com uma ldmina, seguida de antissepsia com dlcool iodado a 5%.
Para a coleta de material caseoso do animal clinicamente diagnosticado, serd realizada uma
cirurgia para retirada de linfonodo externo infectado (linfadenectomia). Neste procedimento, o
animal sera sedado por via subcutdnea com cloridrato de lidocaina + epinefrina. Posteriormente,
serd realizada uma tricotomia, seguida de antissepsia com dlcool iodado a 5% para a execugdo

do procedimento. O Sr. (Sra.) tem liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a
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continuar participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo para o seu animal.
Sempre que quiser poderd pedir mais informagdes sobre a pesquisa através do telefone do (a)
pesquisador (a) do projeto e, se necessdrio através do telefone da Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA).

Sobre os as amostras necessarias: serd necessdrio coletar sangue de animais sadios e com
diagnostico clinico de linfadenite caseosa, além do material caseoso dos animais clinicamente
diagnosticados com a doenga.

Riscos e desconforto: ndo haverad dor intencional causada nos animais. Os animais infectados e
um dos sadios serdo submetidos a um breve e superficial procedimento cirirgico de cerca de 1
hora, para retirada dos linfonodos externos, que se apresentam clinicamente acometidos pela
linfadenite caseosa. Para isto, serd aplicado o anestésico Cloridato de lidocaina por via
subcutdnea. Apos o procedimento, os animais serdo acompanhados por 24 horas e tratados com
o analgésico Dexametasona uma vez ao dia por dois dias. Para as coletas de soro serdo
realizadas em animais sadios e infectados naturalmente ndo serd necessdrio a aplica¢do de
medicamento, por se tratar de um procedimento extremamente simples, ndo causando nenhum
tipo de desconforto aos individuos. As coletas ocorrerdo através de um tubo de coleta de sangue.
Alem disto, os animais serdo observados em suas recuperagdes por cinco dias, sendo utilizados
cicatrizante e antisséptico (Bactrovet). Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos
Principios Eticos na Experimentagio Animal segundo o Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA), Lei Federal 11794, de 08 de outubro de 2008 e a Lei Estadual 11977, de 25
de agosto de 2008.

Confidencialidade: todas as informagdes coletadas neste estudo sdo estritamente confidenciais.
Somente os pesquisadores terdo conhecimento dos dados.

Beneficios: esperamos que este estudo traga informagdes importantes sobre a andlise da
expressdo génica da interagdo patogeno-hospedeiro in vivo, alem da caracterizacdo de miRNAs
presentes em exossomas circulantes no sangue, o que adicionarad informagdes importantes a
respeito dos genes envolvidos no desenvolvimento da infecgdo causada por C.
pseudotuberculosis, bem como a resposta produzida pelo hospedeiro na tentativa de conter a
doenga, de forma que o conhecimento que serd comstruido a partir desta pesquisa possa
contribuir para o desenvolvimento de solugdes mais eficazes e diretas contra este patogeno como
a descobertas de novos alvos terapéuticos e vacinais, o pesquisador se compromete a divulgar
os resultados obtidos.

Pagamento: o Sr. (Sra.) ndo tera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem
como nada serd pago por sua participagdo. Todo o material necessario para a coleta de material

biologico, instrumentos de trabalho e medicamentos serdo fornecidos pelos pesquisadores.
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Apb6s estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar desta

pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto

meu consentimento em participar da pesquisa.

Eu, , portador
de RG/CPF n° , telefone: , residente
a ,

proprietario/responsavel pelo(s) animal (is) \

espécie , raga , Sexo , autorizo a utilizar o

animal como sujeito de pesquisa para fins didaticos e cientificos.

Assinatura do Proprietario

Assinatura do Pesquisador

Data: / /

CONTATOS:

Adriana Folador: Centro de Gendmica e Biologia de Sistemas, Universidade Federal do Para
(Campus Belém) - Rua Augusto Corréa, 1 - Guama, Belém - PA, 66075-110.

Telefone: (91) 98134-7264

E-mail: carneiroar@gmail.com

CEUA-UFPA: Prédio da Reitoria (Térreo), Universidade Federal do Para (Campus Belém) - Rua
Augusto Corréa, 1 - Guama, Belém - PA, 66075-110.
Telefone: (91) 98041-2500

E-mail: ufpa.ceuva@gmail.com
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Apéndice 3: Resultados de identificacdo da espécie pelo MALDI Biotyper

Analyte Name:

A7

Analyte Description:

Analyte 1D:

Ol1 congelado

Analyte Creation Date/Time: 2018-12-07T11:33:40.647
Applied MSP Library(ies):

Applied Taxonomy Tree:

Projects, Bruker Taxonomy, Taxonomy

(QRqullil:y) Matched Pattern \S/;?Gee
( _:_ +) Corynebacterium pseudotuberculosis MB48 biovar equi
( : +) Corynebacterium pseudotuberculosis MB19 biovar equi
( : +) Corynebacterium pseudotuberculosis SP280-3 biovar ovis
( +-|4- +) Corynebacterium pseudotuberculosis MB23 biovar equi
( :_ +) Corynebacterium pseudotuberculosis SP280-2 biovar ovis
( +i +) Corynebacterium pseudotuberculosis MB79 biovar equi
( +Z +) Corynebacterium pseudotuberculosis MB25 biovar equi

8 Corynebacterium pseudotuberculosis ATCC19410 biovar
(+++) ovis
( +2 +) Corynebacterium pseudotuberculosis MB46 biovar equi
( +1f+ ) Corynebacterium pseudotuberculosis 050543 biovar equi

NCBI

Identifier

126782547

126782547

126782547

126782547

126782547

126782547

126782547

126782547

126782547

126782547



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=126782547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=126782547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=126782547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=126782547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=126782547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=126782547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=126782547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=126782547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=126782547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=126782547
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Analyte Name: A9
Analyte Description:
Analyte ID: 013 congelado

Analyte Creation Date/Time: 2018-12-07T11:33:40.397
Applied MSP Library(ies):

Applied Taxonomy Tree: Projects, Bruker Taxonomy, Taxonomy
(Quaity Matched Pattern Value | 1dentitier
( _: +) Corynebacterium pseudotuberculosis MEX8 biovar ovis 126782547
( _f_ +) Corynebacterium pseudotuberculosis MEX12 biovar ovis 126782547
( i +) Corynebacterium pseudotuberculosis MEX4 biovar ovis 126782547
( +i +) Corynebacterium pseudotuberculosis FRC41 biovar ovis 126837590
( _:_ +) Corynebacterium pseudotuberculosis FRC41 biovar ovis 126782547
( +_? +) Corynebacterium pseudotuberculosis CIP5297 biovar equi 126837590
( +Z +) Corynebacterium pseudotuberculosis 050543 biovar equi 126782547
( +E +) Corynebacterium pseudotuberculosis CIP5297 biovar equi 126782547
( +2 +) Corynebacterium pseudotuberculosis MB57 biovar equi 126782547
( +1f+ ) Corynebacterium pseudotuberculosis 258 biovar equi 126782547



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=126782547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=126782547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=126782547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=126837590
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=info&id=126782547
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Meaning of Score Values

Range Description Symbols | Color
2.300 ... 3.000 (+++) | green
2.000 ... 2.299 (++) green
1700 .. 1999 (51 |eliow
0.000 ... 1.699 (-) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Description

Species Consistency: The best match was classified as 'green’ (see above).

A Further 'green’ matches are of the same species as the first one. Further 'yellow'
matches are at least of the same genus as the first one.
Genus Consistency: The best match was classified as 'green’ or 'yellow' (see

B above). Further 'green’ or 'yellow' matches have at least the same genus as the first
one. The conditions of species consistency are not fulfilled.

C No Consistency: Neither species nor genus consistency (Please check for
synonyms of names or microbial mixture).
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9. ANEXOS

Anexo 1: Artigos publicados em periodicos

1. Artigo intitulado “Functional annotation of hypothetical proteins from the
Exiguobacterium antarcticum strain B7 reveals proteins involved in adaptation to
extreme environments, including high arsenic resistance”, publicado na revista
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including high arsenic resistance

Wana Lailan Oliveira da Costa'", Carlos Leonardo de Aragio Aratjo'¥, Larissa
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Abstract

Exiguobacterium antarcticum strain B7 is a psychrophilic Gram-positive bacterium that pos-
sesses enzymes that can be used for several biotechnological applications. However, many
proteins from its genome are considered hypothetical proteins (HPs). These functionally
unknown proteins may indicate important functions regarding the biological role of this bac-
terium, and the use of bioinformatics tools can assist in the biological understanding of this
organism through functional annotation analysis. Thus, our study aimed to assign functions
to proteins previously described as HPs, present in the genome of E. antarcticum B7. We
used an extensive in silico workflow combining several bioinformatics tools for function
annotation, sub-cellular localization and physicochemical characterization, three-dimen-
sional structure determination, and protein-protein interactions. This genome contains 2772
genes, of which 765 CDS were annotated as HPs. The amino acid sequences of all HPs
were submitted to our workflow and we successfully attributed function to 132 HPs. We
identified 11 proteins that play important roles in the mechanisms of adaptation to adverse
environments, such as flagellar biosynthesis, biofilm formation, carotenoids biosynthesis,
and others. In addition, three predicted HPs are possibly related to arsenic tolerance.
Through an in vitro assay, we verified that E. antarcticum B7 can grow at high concentra-
tions of this metal. The approach used was important to precisely assign function to proteins
from diverse classes and to infer relationships with proteins with functions already described
in the literature. This approach aims to produce a better understanding of the mechanism by
which this bacterium adapts to extreme environments and to the finding of targets with bio-
technological interest.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0198965 June 25, 2018
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2. Artigo intitulado “Prediction of new vaccine targets in the core genome of

Corynebacterium pseudotuberculosis through omics approaches and reverse

vaccinology”, publicado na revista Gene em margo de 2019, como autor principal.

Gene 702 (2019) 36-45
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ARTICLE INFO

ABSTRACT

Keywords:

Corynebacterium pseudotuberculosis
Core genome

Omics approaches

Reverse vaccinology

T

Coryneb ium p ulosis is the etiologic agent of veterinary relevance diseases, such as caseous lym-
phadenitis, affecung different animal species causing damage to the global agribusiness. So far, there are no
letely effective tr methods to overcome the impacts caused by this pathogen. Several genomes of
the species are d d on public d allowing the execution of studies related to the pan-genomic
approach. In this study, we used an integrated in silico workflow to prospect novel putative targets using the core
genome, a set of shared genes among 65 C. pseud. culosis strains. q ly, through RNA-Seq data of the
same abiotic stresses in two strains, we selected only induced genes to compose the reverse vaccinology
workflow based in two different strategies. Our results predicted six probable antigens in both analysis, which
indicates that they have a strong potential to be used in further studies as vaccine targets against this bacterium.

C

1. Introduction

Corynebacterium pseudotuberculosis is a Gram-positive, pleomorphic,
facultative intracellular, B-hemolytic bacterium and the etiologic agent
of diseases with zoonotic relevance. Among them, caseous lymphade-
nitis, ulcerative lymphangitis, mastitis, and ulcerative dermatitis
(Chirino-Zarraga et al., 2006; Dorella et al., 2006). These pathologies
affect several animal species, such as goats, sheep, buffaloes, cattle,
horses, and llamas, causing economic losses to producers worldwide
(Al-Gaabary et al., 2009; Cetinkaya et al., 2002). Studies have reported
strains isolated in different parts of the world, but the species is more
prevalent in regions, such as in Asian, Arab, and African countries, as
well as Oceania, North America, and Latin America (Radusky et al.,
2015). This species is divided according to the capacity of the isolates to
catalyze the reduction of nitrate (Barakat et al., 1984). Biovar ovis (type
1), nitrate-reductase negative, affects mainly small ruminants (Abebe
and Sisay Tessema, 2015), and the biovar equi (type II), nitrate-re-
ductase positive, affects horses (Baratina et al., 2017).

In the infectious process of C. p culosis, primary i
responses are mediated by cytokines and secondary responses can occur

through multiple pathways. Major histocompatibility class II (MHC II)
complexes and several subpopulations of lymphocytes organized in
three regions were identified within the encapsulated lesions, which
shows that recruitment of defense cells is a characteristic of caseous
lymphadenitis, the major disease related to the bacteria (Ellis et al.,
1991; Walker et al., 1991).

After phagocytosis, the phagosome rapidly becomes acid, which
negatively affects the metabolism of the pathogen, causing damages in
its macromolecules. In addition, other types of intracellular stresses
affect the bacterium, including oxidative, thermal and nitrosative
shocks, as well as surface and osmotic stresses (Pinto et al., 2014).
However, the pathogen can survive within macrophages, and this ca-
pacity is essential for the migration of C. pseudotuberculosis from the
place where the initial infection occurred to internal lymph nodes and
other tissues. Once the barriers caused by abiotic stresses have been
circumvented as a protective mechanism of the immune system, the
bacterium establishes itself in the host causing the chronic infections
that persist throughout the life of the animal (Baird and Fontaine,
2007).

Due to the importance of this pathogen, several genomes of the

Abbreviations: MHC I, Major hlsmcompaublluy class I complex; MHC II, Major histocompatibility class Il complex; BHI, Brain Heart Infusion; FPKM, Fragments per

8! PP s

Kilobase of Exon per Million Fr

Vaccinology; NCBI, National Center for Biotechnology Information; PGAP, Pan-Genomes Analysis

Pipeline; MED, Mature Epitopes Density; PSE, Potentially Surface Exposed; SEC, Secreted; MW, Molecular Weight; DEG, Database of Essential Genes; TMHs,

Transmembrane helices; TCRS, Two-comp r y sy
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In silico functional prediction of
hypothetical proteins from the core
genome of Corynebacterium
pseudotuberculosis biovar ovis

Carlos Leonardo Araujo’*, lago Blanco™*, Luciana Souza',
Sandeep Tiwari”, Lino César Pereira', Preetam Ghosh’,
Vasco Azevedo?, Artur Silva' and Adriana Folador'
! Laboratory of Genomics and Bioinformatics, Center of Genomics and Systems Biology, Institute
of Biological Sciences, Federal University of Pard, Belém, Pard, Brazil
? Institute of Biological Sciences, Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brazil
* Department of Computer Science, Virginia Commonwealth University, Richmond, VA, USA
* These authors contributed equally to this work.

Corynebacterium pseudotuberculosis is a pathogen of veterinary relevance diseases,
being divided into two biovars: equi and ovis; causing ulcerative lymphangitis

and caseous lymphadenitis, respectively. The isolation and sequencing of

C. pseudotuberculosis biovar ovis strains in the Northern and Northeastern regions of
Brazil exhibited the emergence of this pathogen, which causes economic losses to
small ruminant producers, and condemnation of carcasses and skins of animals.
Through the pan-genomic approach, it is possible to determine and analyze genes
that are shared by all strains of a species—the core genome. However, many of these
genes do not have any predicted function, being characterized as hypothetical
proteins (HP). In this study, we considered 32 C. pseudotuberculosis biovar ovis
genomes for the pan-genomic analysis, where were identified 172 HP present in a
core genome composed by 1255 genes. We are able to functionally annotate 80
sequences previously characterized as HP through the identification of structural
features as conserved domains and families. Furthermore, we analyzed the
physicochemical properties, subcellular localization and molecular function.
Additionally, through RNA-seq data, we investigated the differential gene expression
of the annotated HP. Genes inserted in pathogenicity islands had their virulence
potential evaluated. Also, we have analyzed the existence of functional associations
for their products based on protein-protein interaction networks, and perform the
structural prediction of three targets. Due to the integration of different strategies,
this study can underlie deeper in vitro researches in the characterization of these HP
and the search for new solutions for combat this pathogen.

Subjects Computational Biology, Genomics, Microbiology, Veterinary Medicine
Keywords Hypothetical proteins, Functional annotation, Corynebacterium pseudotuberculosis,
Caseous lymphadenitis
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Corynebacterium ulcerans
Core genome
Diphtheria

Reverse vaccinology
Virulence

Corynebacterium ulcerans is an emerging pathogen able to transmit the acute infection diphtheria to humans.
Although there is a well-established vaccine based on the toxin produced by Corynebacterium diphtheriae, another
species of this genus known to cause the disease, there is still no vaccine formulations described for C. ulcerans;
this fact contributes to the increase in cases of infection that has been observed. In this study, we want to provide
information at the genomic level of this bacterium in order to suggest proteins as possible vaccine targets. We

carried out an in silico prospection of vaccine candidates through reverse vaccinology for targets that exhibit
antigenic potential against diphtheria. We found important virulence factors, such as adhesion-related ones, that
are responsible for pathogen-host interaction after infection, but we did not find the diphtheria toxin, which is
the main component of the currently available vaccine. This study provides detailed information about the
exoproteome and hypothetical proteins from the core genome of C. ulcerans, suggesting vaccine targets to be
further tested in vitro for the development of a new vaccine against diphtheria.

1. Introduction

Corynebacterium ulcerans is a diphtheroid Gram-positive, bacillus-
type, aerobic, non-sporulated, non-mobile and pleomorphic bacterium
[1]. It causes a zoonotic infection similar to diphtheria caused by
Corynebacterium diphtheriae. Studies indicate that signs and symptoms of
a diphtheria-like illness caused by C. ulcerans are milder than those
caused by C. diphtheriae. However, some strains of C. ulcerans produce
potent diphtheria toxin and may cause severe symptoms similar to those
caused by C. diphtheriae [2,3].

C. ulcerans strains can be categorized as toxigenic or non-toxigenic.
The first group is responsible for producing diphtheria toxin (DT),
encoded by the tox gene, the main factor associated with the trans-
mission of diphtheria. However, diphtheria manifestation is not exclu-
sively dependent on DT apparently. Some non-toxigenic strains of
C. diphtherige for example have been involved in cases of septicemia

* Corresponding author.
** Corresponding author.
*** Corresponding author.

causing atypical course of the disease [4].

The transmission of diphtheria in humans is possible upon the
absence of DT, suggesting that additional factors contribute to the
pathogenesis persistence [5]. Despite this, the vaccines available are
based on DT isolated from C. diphtheriae, with no vaccines described for
C. ulcerans. However, other toxins from C. ulcerans can cause serious
infections in humans and other animals due to additional virulence
factors (VF) [6], once the pathogenicity of C. ulcerans does not neces-
sarily depend on the production of DT, so to predict targets for this
study, we did not focus only on toxigenic strains, considering the
possible role of non-toxigenic strains in transmitting diphtheria due to
additional factors [7,8].

In order to solve the problem of increasing infections by C. ulcerans,
studies about this pathogen reveal more about pathogenicity mecha-
nisms, including cytotoxic proteins in the infection process [6]. For this,
reverse vaccinology (RV) allows the prediction of vaccine candidates

E-mail addresses: andressa.arag@gmail.com (A.O. Aragao), iagosblancos@gmail.com (LR. Blanco), adrianarc@ufpa.br, cameiroar@gmail.com (A.R.C. Folador).
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Anexo 2: Capitulos de livro publicados

1. Capitulo intitulado “The Genus Corynebacterium in the Genomic Era”,
publicado no livro “Basic Biology and Applications of Actinobacteria” da editora

IntechOpen em dezembro de 2018, como autor principal.

Chapter 4

The Genus Corynebacterium in the Genomic Era

Carlos Leonardo Araujo, Jorianne Alves, Alyne Lima,
Larissa Dias, Patricia Silva, Joana Marques,
Vasco Azevedo, Artur Silva and Adriana Folador

Additional information is available at the end of the chapter

http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.80445

Abstract

This chapter will address the main omics approaches used in studies involving the genus
Corynebacterium, Gram-positive microorganisms that can be isolated from many diverse
environments. Currently, the genus Corynebacterium has more than 130 highly diversified
species, many of which present medical, veterinary and biotechnological importance,
such as C. diphtheriae, C. pseudotuberculosis, C. ulcerans and C. glutamicum. Due to the
wide application in these fields, several omics methodologies are used to better elucidate
the species belonging to this genus, such as genomics, transcriptomics and proteomics.
The genomic era has contributed to the development of more advanced and complex
approaches that enable the increase of generated data, and consequently the advance on
the structural, functional and dynamic knowledge of biological systems.

Keywords: Corynebacterium, genomic era, genomics, transcriptomics, proteomics

1. Introduction

The genus Corynebacterium was proposed by Lehman and Neumann in 1896, to describe a
type strain bacillus Corynebacterium diphtheriae. However, antecedent to its final taxonomic
classification, C. diphtheriae had already been described as synonymous species such as
Microsporon diphthericum, Bacillus diphtheriae, and Pacinia loeffleri. After its classification, the
species was again described as the synonym Mycobacterium diphtheriae by Krasil'nikov in
1941 [1]. Afterward, the genus came to accommodate other bacterial species that presented

© 2018 The Author(s). Licensee IntechOpen. This chapter is distributed under the terms of the Creative
Intechopen Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/3.0), which permits unrestricted use,

distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited. _i@
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pseudotuberculosis biovar ovis”, publicado no livro Advances in Bioinformatics

and Computational Biology em dezembro de 2020.
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Biovar Ovis
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Abstract. Corynebacterium pseudotuberculosis is a pathogenic bacterium that
may transmit caseous lymphadenitis, veterinary infection that severely attacks
animals such as goats and sheep. It is known that the toxin Phosholipase D is
the major virulence factor associated with this disease. However, genomic com-
putational studies can reveal further information concerning pathogenicity mech-
anisms of bacteria. Through sequence analysis tools, it is possible to assess the
genomic bases of these mechanisms and to analyze similarities among the dif-
ferent strains of this species. Nitrate reductase-negative bacteria are classified in
the biovar ovis, able to transmit the infection. Thus, we developed an in silico
comparative pathogenomic analysis with genomes of 33 strains of C. pseudotu-
berculosis biovar ovis strains, which cause caseous lymphadenitis. Looking for the
identification of pathogenicity-related genes, virulence factors and composition
of pathogenicity islands, it was possible to computationally predict pathogenic-
ity potentials of target proteins and their respective biological processes during
infection, besides identification of prophage genome elements and prediction of
protein protein interactions.

Keywords: Pathogenomics - Corynebacterium pseudotuberculosis -
Pathogenicity islands - Virulence factors
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