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O que faremos com o que aprendemos em cada 

esquina da vida é problema nosso. E talvez seja a 

solução. A vida fica muito maior quando estamos atentos 

e abertos ao aprendizado nos pequenos detalhes, quando 
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RESUMO 

A dinâmica de interação entre patógeno e hospedeiro no decorrer do processo 

infeccioso é responsável por uma complexa cascata de eventos celulares que 

envolvem a expressão de genes para a ativação de vias modulatórias em ambos 

os organismos. Corynebacterium pseudotuberculosis é uma bactéria Gram-

positiva, intracelular facultativa e agente etiológico de patologias que afetam uma 

vasta gama de hospedeiros, dentre elas a linfadenite caseosa. Este patógeno é 

capaz de subverter a resposta imunológica do indivíduo infectado, se instala no 

interior de macrófagos e pode migrar para diferentes tecidos causando infecções 

sistêmicas. Devido ao avanço nas tecnologias de sequenciamento e 

bioinformática, é possível monitorar a expressão de genes do hospedeiro, o que 

pode fornecer percepções acerca dos eventos envolvidos na interação e traçar 

estratégias para novas terapias contra doenças infecciosas. Desta forma, este 

trabalho se propôs a avaliar o perfil de expressão gênica de macrófagos 

humanos derivados da linhagem monocítica THP-1 perante a infecção 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 monócitos THP-1 foram cultivados e diferenciados 

por meio de PMA a 100 ng/mL, seguido da infecção em MOI 1:5. O 

sequenciamento do transcriptoma dos macrófagos ocorreu na plataforma 

NextSeq e a análise in silico dos transcritos contra o genoma de referência 

GRCh38 envolveu um workflow dos programas Trimmomatic, HISAT2 e 

StringTie. O edgeR foi adotado para a determinação da expressão 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 análise de enriquecimento, vários deles tem funções relacionadas 

a mecanismos do sistema imune. Dentre os genes induzidos destacam-se IDO1, 

CLEC4D, CCL8, IL-6, IL-7 e IL-12, ao passo que IL-4, SOD3 e catepsinas 

mostraram ser negativamente reguladas pelo patógeno. Este estudo abre 

possibilidade para investigações mais detalhadas sobre a modulação das 

respostas iniciais de C. pseudotuberculosis em seus diversos hospedeiros. 

Palavras-chave: Infecção 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, CCL8, 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. INTRODUÇÃO 

1.1. Interação patógeno-hospedeiro 

 A capacidade de virulência de agentes infecciosos está intimamente 

relacionada com as interações que ocorrem entre eles e seus hospedeiros 

durante a infecção, de forma que o dano causado a estes hospedeiros é o 

resultado conjunto de vários fatores, inclusive a modulação da expressão de 

genes codificantes dos componentes patogênicos de um e da resposta 

imunológica do outro (Casadevall & Pirofski, 2001). 

Quando os patógenos entram em contato com seus hospedeiros, se 

deparam com as primeiras barreiras de proteção, como pele, muco, epitélio 

ciliado, bile e ácido gástrico. Ao conseguirem se aderir nestes sítios, as respostas 

imunes inatas não específicas são ativadas, por intermédio do recrutamento de 

peptídeos antimicrobianos, interferons, neutrófilos, células dendríticas, natural 

killer (NK) e macrófagos, os quais executam mecanismos rápidos com o objetivo 

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

Os macrófagos têm por função primordial realizar a captura e digestão de 

detritos celulares, agentes exógenos, células neoplásicas e microrganismos 

através da fagocitose. Além disto, também agem como uma ponte entre 

imunidade inata e adaptativa, exibindo antígenos para os linfócitos T, de modo a 

iniciar uma resposta celular específica contra o organismo invasor. Dada a 

importância do complexo monocítico-macrofágico para o sistema imunológico, 

diversas linhagens têm sido utilizadas como modelos para estudos da interação 

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

Agentes infecciosos bacterianos dispõem de estratégias para a 

persistência da infecção, possuindo elegantes e distintos mecanismos 

moleculares para se fixar e invadir seu hospedeiro. Uma grande variedade de 

bactérias comensais, patogênicas e patogênicas oportunistas interagem com 

seus hospedeiros através de adesinas, proteínas de superfície com função 

adesiva que promovem interações com receptores presentes na superfície das 

células eucarióticas (Schweppe et al. 2015). 
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Por ser um mecanismo básico para a patogenicidade, a adesão 

bacteriana estimula a ativação de macrófagos e a fagocitose, o que por vezes 

proporciona a eliminação dos microrganismos. Muitas bactérias patogênicas 

contornam estes transtornos através de uma camada superficial que impede o 

reconhecimento imunológico ou a fagocitose, expressando suas adesinas em 

estruturas poliméricas que se estendem para fora da superfície celular, 

permitindo interações iniciais do hospedeiro a uma distância segura (Kline et al. 

2009).  

Os pili, também denominados de fímbrias, são estruturas semelhantes a 

cabelos que se projetam na superfície bacteriana, podendo realizar o mecanismo 

contração por força, o que fornece às bactérias ferramentas para potencializar 

seu contato com as superfícies-alvo (Pizarro-Cerdá & Cossart, 2006). 

Este mecanismo foi primeiramente caracterizado em bactérias Gram-

negativas, especialmente Escherichia coli, porém diversos estudos apontam que 

patógenos Gram-positivos também fazem uso das fímbrias para adesão ao 

hospedeiro. Em Corynebacterium diphtheriae, por exemplo, o pilus é composto 

pelas subunidades SpA, SpaD e SpaH, além das pilinas SpaB e SpaC, que são 

montados covalentemente pela ação 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 

presença de genes ortólogos envolvidos na síntese das fímbrias parece ser um 

indicativo da utilização de um mecanismo semelhante ao de C. diphtheriae (Ott 

2018). 

 Além da adesão, a capacidade de invadir células hospedeiras é outra 

característica essencial para os patógenos, visto que para diversos 

microrganismos o ambiente intracelular é determinante para seu crescimento. 

De maneira geral, as bactérias podem ser intracelulares facultativas ou 

obrigatórias, dependendo da necessidade de crescimento (Reece & Kaufmann, 

2012). 
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No momento do contato entre os microrganismos e seus hospedeiros, os 

receptores Toll-like (TLR), proteínas transmembrana presentes em diversas 

células sentinela, reconhecem os padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMP). A partir destes eventos, a imunidade inata é ativada a partir da 

associação TLR-PAMP, sendo responsáveis ainda pelo início da cascata de 

resposta imune adquirida contra os antígenos específicos (Albiger et al., 2007; 

Kawai & Akira, 2010). Quando as duas primeiras linhas de proteção se mostram 

insuficientes para eliminar a infecção, as respostas imunes adaptativas, por meio 

de anticorpos e células T, se dirigem para tentar contornar a invasão (Murray et 

al., 2013). 

 

1.2. Gênero Corynebacterium 

 Este gênero 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 patógeno C. diphtheriae (Funke & Bernard 2011) 

e atualmente conta com 211 espécies, onde C. uberis e C. poyangense  foram 

as mais recentemente incluídas, classificadas taxonomicamente em julho de 

2022 (Kittl et al. 2022; Liu et al. 2022). 

As corinebactérias são catalase positivo e oxidase e colagenase negativo, 

apresentam o conteúdo G+C do genoma que varia entre 47 a 74% e a membrana 

plasmática é coberta por uma camada de peptidoglicano que está ligada 

covalentemente a arabinogalactano, uma malha adicional de 

heteropolissacarídeo. Nesta estrutura complexa também existe uma camada 

externa de ácidos micólicos que funcionalmente são equivalentes à 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 inglês Generally 

recognized as safe) que tem grande apelo industrial por conta de sua capacidade 

de produzir aminoácidos 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 não-patogênico 

da espécie, também utilizado na indústria de alimentos, por ser residente da 

superfície de queijos contribuindo para o desenvolvimento de propriedades 

texturais e de sabor do produto (Schröder et al. 2011). 

As espécies reconhecidamente patogênicas ou patogênicas oportunistas 

são classificadas em dois subgrupos: diftéricas e não-diftéricas. Esta divisão está 

baseada na capacidade que as bactérias têm de produzir a toxina diftérica (TD), 

codificada pelo gene viral tox, presente no DNA de corinefagos-β (Oliveira et al. 

2017). 

Algumas bactérias não-diftéricas como C. urealyticum e C. jeikeium, são 

residentes da microbiota normal da pele que têm sido frequentemente 

associadas a infecções urinárias e nosocomiais, respectivamente, em pacientes 

imunocomprometidos. É importante ressaltar que apesar de não serem 

normalmente associados a infecções graves, isolados clínicos destas espécies 

apresentaram resistência a diversos antibióticos, o que indica pressão seletiva 

destas espécies em ambientes hospitalares (Hansmeier et al., 2007; Tauch et 

al., 2008; Samuel et al., 2019).  

As corinebactérias difteróides são as mais conhecidas dentre as espécies 

patogênicas devido ao potencial letal da TD nos indivíduos infectados. C. 

diphtheriae é o agente causador da difteria, uma doença de evolução aguda e 

transmissível com manifestações locais e sistêmicas acometendo o trato 

respiratório 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 é um patógeno emergente, que vem ganhando considerável 

atenção por agregar em seu genoma dois potentes fatores de virulência: a TD e 

a fosfolipase D (PLD). Esta bactéria é o agente etiológico de diversas infecções 

em animais, os quais podem ser transmitidos para humanos, causando a difteria 

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

Apesar de não ser imediatamente relacionada à difteria, algumas estirpes 

de C. pseudotuberculosis já foram reportadas como produtoras da TD em búfalos 

(Selim et al. 2016). Esta bactéria, entretanto, apresenta outros fatores de 

virulência – especialmente a PLD – que são capazes de causar infecção em 

diferentes espécies animais. O patógeno já foi reportado em vários países, 

inclusive no Brasil, e sem uma forma de combate completamente eficaz, soma 

prejuízos ao agronegócio 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 etiológico de doenças que 

atingem uma ampla variedade de hospedeiros, dentre as quais se destaca a 

linfadenite caseosa (LC). C. pseudotuberculosis é uma bactéria intracelular 

facultativa que é imóvel, não esporula e não possui cápsula. Seu tamanho pode 

variar de 0,6 a 1,0 µm por 1,0 a 3,0 µm. É um microrganismo pleomórfico em 

lesões naturais, e em cultivo tem forma de cocobacilo (Chirino-Zárraga et al. 

2006; Dorella et al. 2006). 
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No que diz respeito ao cultivo, esta bactéria é anaeróbica facultativa e 

mesófila, possuindo condições ótimas de crescimento em uma temperatura de 

aproximadamente 37ºC e pH 7,0 a 7,2 (Chirino-Zárraga et al., 2006). Quando 

inoculada em meio Brain Heart Infusion (BHl) líquido, é possível observar a 

formação de depósitos granulares com uma película na superfície. Em BHI semi-

sólido, apresenta um crescimento inicialmente espaçado na superfície, onde 

posteriormente mostra uma organização em colônias opacas de crescimento 

concêntrico e de tom creme (Dorella et al., 2006a). Além disto, por se tratar de 

uma espécie β-hemolítica, as colônias em meio ágar sangue apresentam um tom 

branco amarelado de superfície fosca e um padrão de hemólise total, identificado 

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

No que confere aos seus aspectos bioquímicos, C. pseudotuberculosis é 

oxidase negativo e catalase, urease e fosfolipase D positivo. As cepas são 

capazes de produzir ácido a partir de um amplo espectro de carboidratos, dentre 

eles, glicose, maltose, frutose, manose e galactose. Entretanto, é importante 

ressaltar sua incapacidade de metabolizar outros açúcares como xilose, lactose 

e rafinose. Polissacarídeos como arabinose, sacarose, dextrina e trealose, 

podem ou não ser reduzidos dependendo da estirpe (Dorella et al., 2006; Funke 

& Bernard, 2011). 

A capacidade de reduzir nitrato a nitrito também é uma característica 

bioquímica que varia entre isolados da espécie, e foi justamente com base neste 

aspecto que Bibersten e colaboradores (1971) estabeleceram a classificação 

das estirpes de C. pseudotuberculosis em dois biovares: ovis (tipo I), nitrato-

redutase negativo e equi (tipo II), 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 caroço”, e 

consiste em uma patologia infectocontagiosa crônica de ocorrência global que 

acomete pequenos ruminantes, ocasionando a formação de abscessos em 

nódulos linfáticos que apresentam material purulento de coloração branco-

esverdeada. Este agravo pode se manifestar em duas formas clínicas que 

podem ou não ocorrer simultaneamente no mesmo hospedeiro. A LC superficial 

é a forma mais disseminada, onde ocorre a formação dos abcessos palpáveis 

característicos da doença. Em via de regra, todos os linfonodos do indivíduo 

podem servir de ponto de fixação para a bactéria dependendo da via de entrada, 

contudo, é comum que os sítios preferenciais do patógeno sejam os linfonodos 

parotídeos, retrofaríngeos, submandibulares, pré-femorais e poplíteos (Baird & 

Fontaine, 2007). 

 

Figura 1. Sítios de infecção inicial de C. pseudotuberculosis. 
Fonte: Osman et al., 2018, adaptado. 

Em seu quadro clínico mais grave, a LC visceral, C. pseudotuberculosis 

atinge órgãos internos como pulmões, fígado e rins, causando a condenação de 

carcaça e couro. Neste estágio, devido ao avançado grau de debilidade, 

normalmente os animais são eutanasiados (Ellis et al., 1987; Williamson, 2001; 

Al-Gaabary et al., 2009; Ferrer et al., 2009).  
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A progressão da doença ocorre principalmente quando a bactéria entra 

em contato com o hospedeiro, migra diretamente para um linfonodo e causa a 

formação de múltiplos piogranulomas que se desenvolvem até dar origem aos 

abcessos caseosos, que vão sendo primeiro circundados por células epiteliais e 

posteriormente por uma camada de tecido conjuntivo fibroso. A repetição deste 

padrão resulta no nódulo maduro formado por uma massa esférica em lâminas, 

com aspecto de cebola (Figura 2).  

A forma clínica visceral ocorre quando C. pseudotuberculosis consegue 

atingir a corrente sanguínea ou o sistema linfático, migrando e posteriormente 

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

 

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

 

A LC é considerada uma patologia crônica por conta de seu 

desenvolvimento lento, podendo também ser reincidente ao longo da vida de seu 

hospedeiro mesmo quando os linfonodos acometidos são extirpados, já que 

bactérias viáveis podem ser isoladas muito tempo após o contato inicial, 

causando um novo ciclo infectivo mesmo depois de um período de quiescência 

(Williamson, 2001; Fontaine & Baird, 2008). 
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 Animais infectados podem disseminar a bactéria pelo solo, alimentação, 

água e instalações, através de secreções dos abscessos que supuram 

espontaneamente. Desta forma, injúrias causadas por cortes em gravetos secos 

e tosquia mal executada podem atuar como porta de entrada para a instalação 

do patógeno 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 responsável por causar a linfangite 

ulcerativa (LU), uma patologia que provoca lesões no pescoço, flancos e 

membros distais de equinos e bovinos. Nesta doença, a bactéria migra pelos 

vasos linfáticos e causa o desenvolvimento de abcessos semelhantes aos de 

LC, que se desenvolvem em feridas e causam inchaço na região afetada, 

interferindo na circulação arterial dos membros (Singathia et al. 2011). 

 Os abcessos podem supurar e expelirem uma secreção esverdeada, 

resultando em úlceras com bordas irregulares e uma base necrótica. Além disto, 

os 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 têm 

a capacidade de infectar bovinos, e nestes hospedeiros a bactéria pode causar 

infecções cutâneas e viscerais, além de mastite em gado leiteiro (Yeruham et al. 

1996). A mastite é uma das doenças mais graves em fêmeas leiteiras por conta 

das perdas financeiras devido a diminuição da quantidade de leite e 

consequentemente seus derivados, além de ser principal causa de abate por 

razões sanitárias (Nabih et al. 2018). 
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Apesar de ser um patógeno conhecido majoritariamente por sua 

importância veterinária, relatos na literatura já foram feitos no que se refere à 

infecção por C. pseudotuberculosis em humanos. O quadro de linfadenite 

humana em dez pacientes foi confirmado por meio de análises microbiológicas, 

bioquímicas, histopatológicas e moleculares. Neste relato de caso, todos os 

indivíduos infectados entraram em contato ou ingeriram carne de ovelhas 

acometidas com LC, levando a crer que a propagação do patógeno se deu 

através de causas ocupacionais e ingestão de carne de cordeiro contaminada 

(Peel et al. 1997). 

A reincidência da doença 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 braço. O material foi 

drenado e as análises de identificação foram positivas para C. 

pseudotuberculosis. Após a terapia com antibióticos a lesão cicatrizou, porém 

três meses após o ocorrido, o indivíduo deu entrada novamente no hospital em 

virtude de uma dor intensa no mesmo braço com eritema ao redor da cicatriz e 

um grande nódulo axilar flutuante, e após uma nova bateria de exames, foi 

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

Por conta da baixa prevalência de registros de casos e subnotificação, 

não existem kits comerciais disponíveis para o diagnóstico de linfadenite em 

humanos. Recentemente, um estudo descreveu a sororreatividade a antígenos 

secretados por C. pseudotuberculosis em indivíduos que lidam diretamente com 

o patógeno. 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 laboratório, reforçando a necessidade de medidas de biossegurança 

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

 Esta bactéria possui distribuição global, visto que estudos relatam 

linhagens isoladas em diferentes partes do mundo, mas a possui maior 

incidência em certas regiões, como em países da Ásia 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 Estatística – 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 prevalência do patógeno ocorre no Nordeste do país, visto que a 

caprinovinocultura historicamente é mais significativa nos estados desta região. 

O primeiro registro de caracterização de uma cepa de C. pseudotuberculosis no 

Brasil foi feito na década de 1970 e desde então alguns estudos relatam a 

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

Por exemplo, a amostragem de animais de corte com suspeita de LC em 

um frigorífico na Paraíba, apontou uma taxa de positividade de 74,0% (Souza et 

al. 2011). Um levantamento similar realizado no Distrito Federal mostrou uma 

taxa de infecção de 44,0% em rebanhos ovinos comerciais daquela região 

(Carmo et al. 2012). Em caprinos, 78,9% dos animais e 98,0% dos rebanhos 

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

Também em Minas Gerais, a soroprevalência da infecção por C. 

pseudotuberculosis e possíveis 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 imunoabsorção enzimática – ELISA para anticorpos contra o 

patógeno. A positividade nos indivíduos foi estimada em 70,9% e nos rebanhos 

foi de 95,9% mostrando que a doença é amplamente disseminada em 

propriedades que possuem criação de carneiros (Guimarães et al. 2009). 
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O Estado do Pará enfrenta uma carência de dados publicados a respeito 

do real cenário da C. pseudotuberculosis dentro do contexto nacional, 

principalmente pelo fato de a LC e LU não serem doenças de notificação 

compulsória às autoridades sanitárias. No entanto, o estado é o principal criador 

de rebanhos de bovinos, bubalinos, caprinos e ovinos da região Norte, o que 

ressalta a necessidade de investigação da prevalência deste patógeno para uma 

melhor compreensão do cenário das doenças no estado, bem como traçar 

estratégias para seu combate. 

 

1.3.3. Imunopatogênese 

 Até o momento, nenhuma cepa avirulenta da espécie foi descrita, assim 

como também não existem relatos acerca da presença de plasmídeos em C. 

pseudotuberculosis, o que leva a crer que todos os determinantes de 

patogenicidade são codificados no cromossomo bacteriano, sendo a PLD seu 

principal e mais bem caracterizado fator de virulência. Esta exotoxina atua como 

um fator de permeabilidade, catalisando a dissociação da esfingomielina – um 

fosfolipídeo constituinte da parede celular dos vasos – em colina e fosfato de 

ceramida. A reação catalisada pela PLD promove a disseminação de C. 

pseudotuberculosis entre os tecidos, ocasionando as lesões necróticas no 

hospedeiro e possibilitando a migração do patógeno para outros sítios 

(McNamara et al., 1994; McKean et al., 2007; Tauch & Burkovski, 2015). 

Anteriormente foi demonstrado que um agrupamento constituído pelo 

operon fagABC e pelo gene fagD, que codificam produtos responsáveis pela 

captação de ferro, são importantes constituintes dos mecanismos de adaptação 

intracelular da bactéria, visto que este metal é um nutriente essencial para sua 

sobrevivência. Neste estudo, uma estirpe knockout para os genes Fag 

apresentou habilidade reduzida de sobrevivência e desenvolvimento de 

abcessos em cabras infectadas. Sendo um patógeno intracelular facultativo, C. 

pseudotuberculosis deve possuir a habilidade de adquirir ferro em um ambiente 

hostil para sua proliferação e desenvolvimento da doença (Billington et al., 2002). 
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A parede celular de C. pseudotuberculosis possui uma estrutura 

complexa, incluindo peptidioglicano, arabinogalactano e moléculas lipídicas 

conhecidas como ácidos micólicos. A alta concentração destes ácidos micólicos 

confere à bactéria maior proteção à ação de enzimas degradativas do complexo 

fagolisossômico, o que influencia diretamente em sua capacidade de 

sobrevivência intracelular (Burkovski 2013b). 

A infecção de macrófagos de camundongo por C. pseudotuberculosis foi 

acompanhada pela observação dos componentes celulares via microscopia 

eletrônica, onde, alguns minutos depois que a fagocitose já havia ocorrido, as 

bactérias permaneceram intactas e os macrófagos foram degenerados, 

indicando um possível efeito tóxico dos ácidos micólicos da parede celular sob 

os macrófagos (Hard, 1972). 

A falta de compreensão total acerca dos mecanismos de patogenicidade 

de C. pseudotuberculosis tem estimulado a execução de pesquisas que 

objetivam a identificação de novos fatores de virulência na bactéria, além dos 

três anteriormente citados. A enzima superoxido dismutase, codificada pelo gene 

sodC já teve seu papel investigado em Mycobacterium tuberculosis, mostrando 

que contribui para a resistência através da proteção contra produtos oxidativos 

lançados pelos macrófagos (Piddington et al. 2001).  

De acordo com dados de expressão gênica 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 

possível envolvimento dos produtos destes genes na patogenicidade da bactéria 

(Corrêa et al. 2018). 
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No decorrer do processo infeccioso, as respostas imunológicas primárias 

são mediadas por citocinas. Duas delas, TNF-α e IFN-γ, estão envolvidas no 

combate da infecção primária e também parecem atuar na ativação durante a 

infecção secundária (Denis, 1991; Simmons et al. 1997). As respostas 

secundárias são ativadas por diferentes vias, por exemplo, várias subpopulações 

de linfócitos organizadas em três regiões, e complexos principais de 

histocompatibilidade de classe II (MHC II) intactos e foram identificados dentro 

das lesões encapsuladas de LC, mostrando que o recrutamento de células de 

defesa é uma característica da imunopatogênese de C. pseudotuberculosis (Ellis 

et al. 1991; Walker et al. 1991). 

Zhou e colaboradores (2019) investigaram o comportamento de 

macrófagos isolados do peritônio de camundongos C57BL/6 após a infecção por 

C. pseudotuberculosis, com o intuito de averiguar o envolvimento de vias de 

sinalização e produção de IL-1β. Para isto, knockouts para proteínas envolvidas 

na montagem do inflamassoma NLRP3, conhecido ser um mediador crítico na 

ativação da caspase-1, foram construídos e avaliados via Western blot. De 

acordo com os achados deste estudo, a bactéria pode induzir secreção de IL-1β 

mediante a ação de NLRP3, ASC e CASP1. 

Também já foi relatado que após a fagocitose, o complexo fagossômico 

diminui seu pH, com o objetivo de danificar o conteúdo celular e afetar 

negativamente o metabolismo do patógeno (Figura 3). Além disto, outros tipos 

de estresses intracelulares afetam a bactéria, incluindo choques oxidativos, 

térmicos e nitrosativos, e tensões de superfície e osmóticas (Pinto et al. 2014a).  
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Figura 3. Processo de fagocitose entre C. pseudotuberculosis e macrófago. 
Fonte: Oliveira et al., 2017, adaptado. 

 

Pépin e colaboradores (1994) observaram que em lesões nos primeiros 

estágios da doença, as células T CD4+ estão mais presentes, ao passo que as 

células T CD8+ constituem a maior população em lesões mais avançadas. A 

resposta imune adaptativa, seja celular ou humoral, é responsável pela formação 

dos granulomas como uma das estratégias para a contenção do patógeno. 

Ademais, o recrutamento de células CD4 e CD8 no tecido linfoide e a elevada 

concentração de células T CD8+ no interior da cápsula caseosa já foram 

identificados (Walker et al. 1991). 

Entretanto, a ativação destes mecanismos por parte do sistema imune do 

hospedeiro não é capaz de eliminar a célula invasora, que consegue sobreviver 

dentro dos macrófagos. Esta persistência intracelular é essencial para a 

migração da bactéria do sítio de infeção inicial para os nódulos linfáticos e outros 

tecidos. Sendo assim, uma vez contornadas as barreiras impostas pelo sistema 

imune no indivíduo infectado, C. pseudotuberculosis se estabelece 

definitivamente no organismo causando as infecções crônicas (Paule et al., 

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

O método de diagnóstico mais comum para a identificação de C. 

pseudotuberculosis consiste na avaliação clínica dos animais seguida da 

obtenção da bactéria a partir material caseoso retirado das lesões. Após o 

isolamento, é recomendada a adoção de diferentes estratégias para uma 

confirmação mais precisa do resultado. Análises microbiológicas e bioquímicas 

são as mais disseminadas devido à facilidade e baixo custo operacional. Dentre 

elas, incluem-se a avaliação da morfologia das colônias e formação de grânulos 

em meio líquido, a presença ou ausência de β-hemólise, análises morfotintoriais 

e testes enzimáticos pelo sistema padronizado API Coryne®, comercializado pela 

empresa bioMérieux Inc (Freney et al., 1991; Al-Gaabary et al., 2009; Ferrer et 

al., 2009). 

Análises baseadas em biologia molecular, especialmente a reação em 

cadeia mediada pela polimerase (PCR) e suas variantes também vêm sendo 

usadas nas últimas décadas por serem mais sensíveis e específicas 

comparadas aos métodos tradicionais. O estudo pioneiro neste âmbito propôs a 

PCR baseada na amplificação do gene rrs, que codifica a subunidade 16S do 

rRNA. Entretanto, devido à proximidade filogenética com C. ulcerans, foi 

identificada reação cruzada entre as duas espécies (Çetinkaya et al. 2002). 

A disseminação da técnica como uma estratégia eficaz para o diagnóstico 

ocorreu, de fato, com a PCR multiplex (Pacheco et al., 2007). A reação consiste 

na amplificação de três importantes genes do patógeno: rrs, rpoB e pld, 

contornando os problemas relacionados à falta de especificidade do gene 16S 

amplificado isoladamente. Além disto, a implementação da variante PCR 

quadruplex possibilitou a identificação de qual dos dois biovares o isolado 

pertence, além da confirmação da espécie (Almeida et al. 2017). 

Alternativamente, testes sorológicos também podem ser utilizados para o 

diagnóstico de LC, como hemaglutinação indireta, inibição de hemólise e ELISA 

baseado na detecção do anticorpo IgG. Entretanto, apesar de úteis, estas 

metodologias são passíveis de sofrer reações cruzadas e resultados 

inespecíficos (Kaba et al., 2001; Hariharan et al., 2015).  
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Abordagens proteômicas vêm ganhando força para a identificação de 

bactérias de interesse clínico, por fornecer o diagnóstico de maneira rápida e 

confiável. A espectrometria de massa com fonte de ionização e dessorção a laser 

assistida por matriz e analisador de tempo-de-voo (MALDI-TOF MS), por 

exemplo, já foi adotada para a detecção de diversas estirpes do gênero 

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

 

1.3.5. Terapia 

Apesar dos esforços para erradicar ou pelo menos minimizar os prejuízos 

derivados de infecções por C. pseudotuberculosis, ainda não existem métodos 

de tratamento completamente eficazes. Esta espécie bacteriana é resistente à 

nitrofuranos, ciclohexemida e ácido nalidíxico, mas apresenta suscetibilidade à 

diversos outros tipos de antibióticos, como penicilina, macrolídeos, tetraciclinas, 

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

Entretanto, a antibioticoterapia apresenta um elevado custo e não se 

mostra completamente efetiva devido à natureza fibrosa da cápsula de tecido 

conectivo que reveste os abcessos e a densidade do material caseoso no interior 

dos granulomas, que dificultam sua ação (Judson & Songer, 1991). Portanto, a 

imunização se mostra como uma excelente alternativa contra a disseminação 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 toxóides de diferentes 

espécies de Clostridium spp., que são os agentes etiológicos de enterotoxemia, 

carbúnculo sintomático, edema maligno, hepatite necrótica e tétano em 

pequenos ruminantes. Apesar da iniciativa, a vacina não é completamente 

efetiva, pois apresenta níveis de proteção variáveis, além de não se encontrar 

disponível em diversos países (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 proteínas rCP09720 e rCP01850 em associação com a 

rPLD para induzirem resposta imune significativa e promover a proteção 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-imunização), 21 (após a 

primeira imunização) e 42 (após a segunda imunização) e avaliadas através da 

taxa de proteção para cada grupo de vacina testado, calculada com base na 

sobrevivência dos animais imunizados. Durante os 40 dias após 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 proteção 

comparado com os demais, indicando um possível novo antígeno que pode ser 

utilizado contra a LC. 

Devido à falta de tratamento efetivo, a intervenção cirúrgica é uma medida 

adotada para o controle da disseminação da bactéria. Entretanto, a extirpação 

dos abcessos é considerada uma conduta cercada de riscos, visto que o 

extravasamento do material caseoso pode contaminar o ambiente, causando 

efeito contrário se as medidas necessárias não forem tomadas, sendo ainda 

inviável a realização deste procedimento em animais que apresentam o quadro 

clínico visceral da doença (Pugh & Baird, 2012). 

As nanopartículas de prata (AgNP) têm despertado o interesse de 

pesquisadores devido à comprovação de suas atividades antibacterianas e 

contribuição para a boa cicatrização de lesões (Zhang et al. 2016). A utilização 

destes compostos foi testada em animais infectados por C. pseudotuberculosis, 

que tiveram seus linfonodos excisados e foram acompanhados durante o 

período pós-cirúrgico. Os resultados mostraram que os indivíduos tratados com 

AgNP apresentaram o processo de cicatrização 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 econômica e simples 

que deve ser adotada para minimizar o risco de infecção. Para isto, as baias de 

contenção e pastos devem ser higienizados regularmente, os animais com 

suspeita clínica devem ser isolados do rebanho, cuidado ao realizar a tosquia e 

uso de desinfetantes – hipoclorito de sódio, permanganato de potássio e 

peróxido de hidrogênio – são  altamente recomendados (Al-Gaabary et al. 2009; 

Santiago et al. 2013). 

 

 

1.4. Sistema mononuclear fagocitário 

O sistema imune possui uma rede complexa de células e moléculas 

responsáveis pela manutenção da homeostase e imunidade dos organismos 

perante a presença de agente invasores através da promoção uma cascata de 

respostas com o objetivo de eliminá-los. De acordo com características 

anatômicas, as células constituintes deste sistema podem ser subdivididas em 

dois grupos: monocítico-macrofágico – que compõe o sistema mononuclear 

fagocitário (SMF) – e o linfocítico, onde, em suma, o primeiro atua na ação 

imediata de combate à agentes exógenos através da fagocitose e apresentação 

de antígenos às células do segundo, que por sua vez promovem reação à 

defesas específicas (Hume et al. 2019).      

 A fagocitose é um fenômeno que ocorre como mecanismo da imunidade 

inata, e que foi demonstrada pela primeira vez pelo biólogo ucraniano Élie 

Metchnikoff no fim do século XIX através da observação da ingestão de 

partículas por células móveis. Posteriormente estas células foram classificadas 

como fagócitos, e subdivididas de acordo com o tamanho em micrófagos e 

macrófagos, onde ambas apresentaram ter envolvimento na resistência a 

infecções. Entre outras características desta categoria, as células do sistema 

mononuclear fagocitário possuem atividade endocítica, são ricas em esterases 

e hidrolases lisossomais e expressam receptores que promovem a fagocitose 

(Gordon & Plüddemann, 2019). 
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O conhecimento adquirido ao longo do último século levou a comunidade 

científica a crer que os macrófagos se originam exclusivamente células-tronco 

hematopoiéticas, maturadas em monócitos que migram pelo organismo através 

da corrente sanguínea até se fixarem em tecidos específicos, onde se 

diferenciam (Varol et al. 2015). Entretanto, uma série de estudos mais recentes 

têm demonstrado que macrófagos residentes em tecidos (MRT) podem ser 

estabelecidos durante o desenvolvimento embrionário e persistem 

independentemente da diferenciação de pró-monócitos (Epelman et al. 2014). 

De acordo com Zhang (2021), apesar da origem de MRT ainda não ser 

completamente compreendida, sabe-se que estas células são derivadas de 

diversos progenitores, tanto de origem embrionária como de monócitos, tais 

como células de Kupffer, macrófagos alveolares, esplênicos e peritoneais do 

pulmão que são desenvolvidos antes do nascimento e podem se manter 

independentes dos monócitos circulantes do sangue. 

Macrófagos desempenham papéis importantes na progressão de diversas 

doenças, incluindo arteriosclerose (Bobryshev et al. 2016), diabetes (He et al. 

2019) e câncer (Cendrowicz et al. 2021). No que confere ao processo infeccioso 

e combate à ação de patógenos, além da fagocitose estas células também são 

responsáveis pela apresentação de antígenos e a produção de citocinas. 

Promovem ainda o reparo tecidual e cicatrização de lesões, contribuem para 

danos e patologia tecidual durante infecções.  

A polarização é outra de suas características primordiais, e consiste em 

um processo onde os macrófagos adquirem um fenótipo específico e uma 

resposta funcional dependente de estímulos ambientais que encontram nos 

tecidos. Diferentes classes de macrófagos já foram descritas em várias espécies, 

tendo como base principalmente a expressão de marcadores de superfície, 

atividade biológica e produção de fatores tecido-específicos (Murray, 2017).  
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Dois fenótipos de macrófagos são conhecidos, dependendo da via de 

ativação. Pela via clássica, o M1 é estimulado por ligantes citocinas pró-

inflamatórias, como TLR e IFN-γ, alta produção de intermediários reativos de 

nitrogênio e oxigênio e forte potencial microbicida e tumoricida. A via alternativa 

é regulada por IL-4 e IL-13 e polariza o fenótipo M2, onde os macrófagos estão 

envolvidos na contenção do microrganismo, remodelação tecidual, progressão 

tumoral e atividade imunorregulatória. Além disto, possuem elevada capacidade, 

expressão de moléculas sequestrantes, expressão de receptores de manose e 

galactose, produção de ornitina e poliaminas (Benoit et al. 2008; Liu et al. 2014).  

Através de análises de transcriptoma é possível verificar a ação de genes 

envolvidos na ativação de macrófagos em diferentes estágios. Zhang e 

colaboradores (2018) fizeram uso da técnica de RNA-Seq para quantificar e 

comparar os transcriptomas das populações de mRNA e miRNA de macrófagos 

humanos infectados por variantes patogênicas do vírus influenza A H5N1 

atuenuadas do vírus H1N1. Os resultados apontaram que as subpopulações M1 

e M2 respondem distintamente à infecção pelo vírus H5N1 quando comparado 

ao vírus H1N1 e que ocorre expressão alterada de genes de nas vias de ativação 

implicados na resposta viral do hospedeiro especificamente no subtipo M1. 

 

1.5. Células THP-1  

O monócito 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 citolítica 

dependente de anticorpo, capacidade fagocítica quando diferenciada em 

macrófago, expressão de lisozima e teste negativo para o vírus Epstein-Barr 

(Tsuchiya et al. 1980). Anos mais tarde, o mesmo grupo de pesquisa identificou 

que o processo de diferenciação in vitro pode ocorrer com mais eficácia através 

do uso de compostos tipo ésteres 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 diferenciação, apresentando melhores resultados quando comparado com 

o uso de outros agentes indutores (Daigneault et al. 2010). Por meio da análise 

microscópica é possível definir a diferenciação de monócitos THP-1, visto que 

neste estágio as células permanecem em suspensão no meio de cultivo e 

apresentam morfologia arredondada, e após a diferenciação com PMA, os 

macrófagos são 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) monócitos e (B) macrófagos diferenciados. 

Fonte: Gogulamudi et al., 2015. 
 

Estudos baseados no cultivo de THP-1 apresentam diversas vantagens 

quando comparados aos que adotam macrófagos derivados de células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC, do inglês peripheral blood 

mononuclear cells), como o tempo médio de replicação, podendo quadruplicar 

em três dias, a facilidade de manipulação e a ausência de vírus infecciosos e 

produtos tóxicos (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 

alteração na atividade celular e na sensibilidade, diferentemente de 

monócitos/macrófagos derivados de PBMC, que necessitam de mediadores 

inflamatórios (IL-1β, TNF-α e LPS) como agentes de sobrevivência e prevenção 

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 

nitrogênio líquido e serem reativados sem qualquer tipo de inconveniente, 

mediante o uso de protocolos adequados. Por fim, o background genético de 

THP-1 é bastante homogêneo, o que minimiza a variabilidade fenotípica celular 

e facilita a reprodutibilidade de resultados em estudos que levam em 

consideração aspectos genéticos da linhagem, inclusive ensaios de expressão 

gênica (Rogers et al., 2003; Chanput et al., 2014). 

Embora a diversidade fenotípica de macrófagos não possa ser 

completamente reconstituída in vitro, células cultivadas sob condições bem 

definidas se mostram importantes para compreender os mecanismos 

moleculares envolvidos na interação patógeno-hospedeiro, e esta linhagem 

celular tem sido utilizada para a investigação das relações em diferentes 

espécies bacterianas.  

Por exemplo, três diferentes serovares de Salmonella enterica – 

Typhimurium, Enteritidis e Choleraesuis – tiveram o papel de seus respectivos 

plasmídeos de virulência associados aos serovares (psV) analisados quanto à 

capacidade de invasão e sobrevivência intracelular em THP-1. Os resultados 

deste estudo mostraram que os psV diferem em tamanho, composição gênica e 

potencial patogênico dentre os isolados, em especial os pertencentes ao serovar 

Choleraesuis, que apresentaram maior taxa de indução à apoptose nos 

macrófagos (Huang et al. 2019). 
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Análises do transcriptoma de THP-1 podem fornecer novas informações 

acerca da regulação e expressão de genes envolvidos no decorrer do processo 

infeccioso. Candida albicans é uma espécie de fungo diplóide constituinte da 

microbiota normal de membranas monocutâneas e do trato alimentar que pode 

causar infecções oportunistas em indivíduos imunocomprometidos. Uma análise 

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 estão envolvidos com vias 

de sinalização do sistema imunológico (Hu et al. 2016). 

Alguns pátogenos intracelulares possuem a capacidade de modular a 

expressão de genes de defesa do hospedeiro através de modificações 

epigenéticas, de modo a contribuir para a sobrevivência intracelular. Células 

THP-1 infectadas por M. tuberculosis H37Rv, por exemplo, tiveram o gene da IL-

12B reprimido pela mediação da histona desacetilase HDAC1, que pode adaptar 

as respostas em hospedeiros suscetíveis e fazer a bactéria persistir no processo 

infeccioso impedindo as respostas pró-inflamatórias lançadas pelo macrófago 

(Chandran et al. 2015). 

 

1.6. Ciências Genômicas 

 O estabelecimento do sequenciamento de DNA pelo método de 

terminação de cadeia de Sanger deu início a uma revolução na Genética, pois 

através desta técnica foi possível adquirir uma nova visão sobre o conjunto de 

genes de um organismo e sua organização no genoma. Além do mais, forneceu 

informações importantes sobre processos biológicos, servindo ainda de base 

para estudos nas áreas da transcriptômica e proteômica (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 plasmídeos para a preparação 

de bibliotecas genômicas em Escherichia coli. Posteriormente, os clones são 

sequenciados e montados para a reconstrução da sequência completa 

(Fleischmann et al. 1995; Fraser et al. 1995). Anos mais tarde, a publicação 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 utilização de mão-de-

obra. 

Desta forma, em 2004 a multinacional suíça Roche/454 Life Sciences 

lançou no mercado a primeira linha de sequenciadores de alto rendimento, o 454 

GS 20, dando início ao sequenciamento de próxima geração (NGS, do inglês 

Next Generation Sequencing). A partir de então, diversos equipamentos foram 

lançados, 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), Ion Torrent PGM e Ion Proton 

(Thermo Fisher Scientific), Single Molecule, Real-Time - SMRT (PacBio) e 

PromethION (Oxford Nanopore Technologies) (Liu et al. 2012; Merriman et al. 

2012; Vincent et al. 2017). 

A quantidade de dados gerados pelo sequenciamento requer a utilização 

de diversas ferramentas de bioinformática para a interpretação dos dados e 

atribuição de informações biológicas. Por exemplo, a montagem dos genomas é 

necessária devido à fragmentação que ocorre no preparo da biblioteca de DNA 

antes do sequenciamento propriamente dito, onde as leituras geradas são 

reconstruídas em sequências contíguas, que podem ou não ser alinhadas contra 

um genoma de referência. Ademais, após a montagem é recomendado fazer uso 

da anotação funcional, que realiza a análise do genoma-alvo e associa o 

conhecimento biológico existente para inferir o do produto gênico das 

sequências analisadas (Dominguez Del Angel et al. 2018). 
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Apesar da enorme contribuição de pesquisas em genômica estrutural, as 

análises proporcionadas por ela de forma isolada não são capazes de permitir a 

definição da função dos genes mediante estímulos externos, visto que para uma 

proteína ser traduzida, precisa primeiramente que o DNA seja transcrito em 

mRNA, e este posteriormente fornecerá a informação requerida para o 

direcionamento de sua síntese. Contudo, genes não estão ativos a todo 

momento na célula, e são recrutados quando seu papel é necessário em 

determinado processo biológico, sendo o transcriptoma caracterizado como o 

conjunto de genes expressos em uma célula sob uma determinada condição 

fisiológica ou um estado de desenvolvimento em um período específico 

(Morozova & Marra, 2008; Lowe et al. 2017). 

Por conta do crescente avanço da genômica funcional, algumas 

tecnologias e métodos de alto rendimento foram desenvolvidos para análise de 

expressão gênica em larga escala. O método de hibridização (microarray), por 

exemplo, consiste em um arranjo pré-definido de moléculas de DNA 

quimicamente ligadas à uma superfície sólida revestidas com compostos como 

polilisina e poliacrilamida. Esta metodologia se baseia na detecção e 

quantificação de DNA e RNA de interesse que são hibridizados com os ácidos 

nucleicos fixados no chip através da complementaridade de bases, e a detecção 

ocorre pela geração de sondas marcadas com compostos fluorescentes. 

Entretanto, os microarrays apresentam problemas com hibridização cruzada, 

elevada taxa de ruídos e são restritos apenas a análise 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 benefícios, pois permite 

a cobertura de transcritos em escala genômica, é capaz de detectar regiões de 

íntrons e intergênicas transcritas, eventos regulatórios como o splicing 

alternativo e expressão de isoformas diferenciais (Wang et al. 2009).  
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Atualmente, o RNA-seq pode ser considerado uma ferramenta ideal para 

a análise de transcriptomas completos, investigação do perfil de expressão e 

caracterização de genes diferencialmente expressos, sendo, desta forma 

extremamente útil para desvendar os mecanismos de virulência e 

patogenicidade em microrganismos, por exemplo (Sharma & Vogel, 2014; 

Wittchen et al., 2018). 

Por fim, a proteômica se mostra uma abordagem complexa devido a 

diversos fatores, e o principal deles é o fato de que proteínas são 

macromoméculas que sofrem modificações bioquímicas pós-traducionais. Esta 

abordagem é capaz de fornecer informações mais completas e avançadas no 

estudo de sistemas biológicos. Para a determinação quantitativa de proteínas 

duas abordagens são mais comumente utilizadas: a eletroforese bidimensional 

(2D), que permite a identificação e quantificação das proteínas presentes em 

uma amostra biológica através das diferenças entres seus pontos isoelétricos, e 

a espectrometria de massa (MS, do inglês mass spectrometry), uma técnica 

sensível, onde proteínas são digeridas para a obtenção de um conjunto de 

peptídeos, permitindo a determinação da formula molecular de qualquer 

estrutura com alta precisão (Van Oudenhove & Devreese, 2013; Joshi & Patil, 

2016; Schubert et al., 2017). 

 

1.6.1. RNA-seq 

No decorrer do processo infeccioso, a interação entre o patógeno e o 

hospedeiro ocasiona uma cascata dinâmica em larga escala que promove 

alterações na expressão gênica dentro de ambos os organismos, resultando na 

adesão e persistência do patógeno ou à sua eliminação pelo sistema 

imunológico do hospedeiro. 

 Desta maneira, a busca pela compreensão global e imparcial dos 

transcritos ativos durante o evento pode fornecer interessantes perspectivas, 

especialmente no que diz respeito à identificação de fatores de virulência ainda 

não conhecidos, bem como a elucidação de novas vias que respondem à 

exposição a patógenos específicos ou PAMP na célula hospedeira (Westermann 

et al., 2012; Marsh et al., 2017). 
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O método convencional para a investigação do perfil de expressão de 

patógeno e hospedeiro baseado em microarrays possibilitou importantes 

avanços na compreensão dos mecanismos de interação 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 não é possível 

analisar simultaneamente os transcritos dos dois organismos envolvidos, sendo 

necessária a separação das células do patógeno e do hospedeiro antes da 

análise dos arranjos (Figura 5). Além disto, os microarrays são limitados à 

análise de RNAs codificantes, não sendo possível a avaliação de sequências 

contidas em regiões intergênicas (Westermann et al. 2012). 

 

 

Figura 5. Representação do uso de análises de expressão gênica de macrófagos 

infectados in vitro por uso de RNA-seq. 
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Neste contexto, a utilização da técnica Dual RNA-seq tem se mostrado 

uma poderosa ferramenta para a análise da complexa dinâmica de interação 

entre agentes infecciosos e seus hospedeiros. Derivada do RNA-seq 

convencional, que leva em consideração a expressão de transcritos de uma 

amostra biológica perante determinados fatores ambientais. Esta metodologia 

vem sendo aplicada com sucesso para estudos de transcriptômica em diferentes 

tipos celulares e agentes infecciosos, incluindo vírus, bactérias, fungos e 

protozoários (Fabozzi et al., 2018; Kovalchuk et al., 2019; Montoya et al., 2019; 

Mukherjee & Heitlinger, 2019). 

Devido às diferença do conteúdo celular intra-espécies, é importante 

ressaltar os cuidados com a manipulação das amostras, a presença ou ausência 

de parede celular sugere diferentes estratégias para a etapa de lise, além da 

concentração de RNA que varia significativamente entre organismos procariotos 

e eucariotos, sendo necessária uma elevada cobertura das leituras geradas no 

sequenciamento (Wolf et al. 2018). 

 

1.6.2. Impacto das Ciências Genômicas no estudo de C. pseudotuberculosis   

Segundo informações do NCBI (National Center of Biotechnology 

Information), o Brasil é o país que detém a maior quantidade de genomas da 

espécie C. pseudotuberculosis depositados, e grande parte destes projetos 

foram fruto da ação conjunta firmada entre a Rede Paraense de Genômica e 

Proteômica e a Rede Genoma de Minas Gerais. Apesar da ausência de estudos 

epidemiológicos sobre a incidência da bactéria no Estado do Pará, o isolamento, 

caracterização e sequenciamento dos genomas de oito cepas isoladas em 

diferentes mesorregiões nos últimos anos mostra que o patógeno é 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 

características genômicas de C. pseudotuberculosis 258, uma cepa-modelo do 

biovar equi, mostrando que três ilhas de patogenicidade de cepas deste biovar 

apresentam regiões de deleção comparadas ao biovar ovis. Além disto, este 

mesmo trabalho aplicou a vacinologia reversa (VR) e identificou 49 proteínas 

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

 A VR é uma estratégia que consiste na triagem do genoma do patógeno 

aplicado em pipelines in silico para explorar e encontrar antígenos não 

convencionais, e tem ganhado forças graças à difusão de dados genômicos e 

melhoria de programas de bioinformática (Rappuoli, 2001; Kanampalliwar et al., 

2013).  

Esta metodologia já foi aplicada em C. pseudotuberculosis adotando 

diferentes abordagens, porém geralmente baseadas no screening de candidatos 

no exoproteoma – o conjunto de proteínas secretadas e potencialmente 

expostas à superfície – para definir os candidatos a vacinas contra o patógeno, 

visto que elas são mais propensas a serem expostas às células do sistema 

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

 Neste âmbito, 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 ortólogos foram 

analisados quanto ao perfil de expressão gênica obtido por RNA-seq, onde, os 

230 induzidos foram avaliados quanto à localização sub-celular, peso molecular, 

homologia com genes dos hospedeiros, quantidade de hélices transmembrana, 

densidade de epítopos maduros (MED) e potencial de antigenicidade, 

identificando seis proteínas com potencial uso para o desenvolvimento de 

vacinas contra a bactéria (Araújo et al. 2019).  
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No que confere a análises de transcritos, estudos de RNA-seq para 

investigar o perfil de expressão de C. pseudotuberculosis em face de condições 

abióticas enfrentadas pela bactéria durante a infecção no hospedeiro foram 

realizados. A linhagem 1002, biovar ovis, foi submetida a estresse ácido, térmico 

e osmótico, mostrando que grande parte dos genes expressos são relacionados 

a oxidação e redução, a divisão celular e ao ciclo celular. O stimulon dos três 

estresses apresentou genes que participam dos mecanismos de virulência, 

defesa contra o estresse oxidativo, adesão e regulação, revelando a importância 

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 adaptação a altas temperaturas (Gomide et al., 

2018a). A influência dos estresses osmótico e ácido também foi avaliada nesta 

mesma cepa, e o gene dps, que codifica uma proteína capaz de captar ferro no 

meio intracelular e contribui para a proteção bacteriana contra estresse ácido, 

oxidativo e térmico apresentou elevados níveis de expressão em ambas as 

condições, 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 níveis de expressão gênica 

das cepas T1 (selvagem) e Cp13 (mutante para o gene ciuA, codificante de 

proteína de ligação ao sideróforo) perante a limitação de ferro, e diversos genes 

expressos que fazem parte dos mecanismos de transporte de hemina, estão 

localizados dentro de ilhas de patogenicidade. Esta análise de transcriptoma foi 

capaz de fornecer informações acerca dos mecanismos para captação 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 compreensão de seu comportamento mediante 

diferentes estímulos. Alvos como phoP, dtxR, ripA e glxR, e fatores sigma são 

ativamente expressos se mostraram como fatores chave de transcrição, e  por 

esta razão, análises mais aprofundadas dos produtos destes genes podem 

fornecer novos direcionamentos tanto para o diagnóstico e o tratamento das 

doenças causadas por C. pseudotuberculosis, quanto para a identificação de 

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

O acesso às tecnologias de alto rendimento contribuiu substancialmente 

para a melhor compreensão de mecanismos básicos da fisiologia do patógeno, 

vias regulatórias, além da identificação de possíveis fatores de virulência e a 

predição de novos alvos terapêuticos e vacinais. Entretanto, em relação a 

infectividade do patógeno, os eventos que dificultam a degradação da C. 

pseudotuberculosis por macrófagos não são esclarecidos.  

Tanto o patógeno quanto o hospedeiro buscam respostas rápidas, 

adaptativas e eficazes para a própria sobrevivência. Assim, perceber a alteração 

no ambiente e transmitir a informação montando uma rede de respostas ideais 

é primordial para entender o comportamento de ambos os organismos no 

decorrer do processo infeccioso. Desta forma, este trabalho é um modelo de 

estudo que busca identificar quais genes são ativos durante o primeiro contato 

entre C. pseudotuberculosis e o macrófago, conhecer a cascata de resposta em 

nível transcricional do hospedeiro, o que pode abrir possibilidades para busca de 

soluções 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 macrófagos 

derivados da linhagem monocítica THP-1 mediante infecção in vitro por 

Corynebacterium pseudotuberculosis. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

• Prospectar, isolar e identificar cepas de C. pseudotuberculosis no Estado 

do Pará; 

• Descrever a arquitetura genômica e avaliar funcionalmente um isolado de 

C. pseudotuberculosis; 

• Estabelecer um protocolo adequado de infecção in vitro de macrófagos 

derivados de THP-1 por C. pseudotuberculosis; 

• Analisar os genes expressos pelo hospedeiro durante o processo de 

infecção in vitro. 

• Avaliar o repertório de transcritos diferencialmente expressos quanto à 

sua classificação funcional. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Obtenção do material biológico 

 A prospecção de amostras do patógeno foi realizada no segundo 

semestre de 2018 em uma propriedade particular na Mesorregião Nordeste 

Paraense, após a aprovação do projeto de pesquisa pelo Comitê de Ética no Uso 

de Animais da UFPA (CEUA – UFPA), processo de nº 9220240518 (Apêndice 

1), mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – 

TCLE (Apêndice 2) pelo responsável do local. 

 As bactérias foram obtidas a partir de três ovinos adultos da raça Mestiço 

Morada Nova com diagnóstico clínico de LC, que foram identificados e 

confinados para a obtenção dos materiais caseosos via punção. As amostras 

biológicas foram então armazenadas em tubos estéreis e transportadas em gelo 

ao Laboratório de Genômica e Bioinformática (LGB) para as análises 

subsequentes. 

 

3.2. Cultivo bacteriano 

 Para o isolamento e cultivo microbiano, primeiramente os materiais 

caseosos foram adicionados em solução salina a 0,9%, sendo estas suspensões 

submetidas a diluições seriadas (100, 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5) e plaqueadas em 

meio ágar-sangue de carneiro a 5% (Laborclin) a 37ºC por 48 horas, em triplicata. 

Após o período de crescimento, as colônias hemolíticas foram então 

cultivadas em meio seletivo ágar chocolate suplementado com telurito de 

potássio (ACT) a 0,03% a 37ºC por 48 horas. Por fim, os isolados foram 

inoculados em meio BHI semi-sólido (Kasvi) a 37ºC por 48 horas, armazenados 

em soluções contendo glicerol a 20% e 45%, e depositados a -80ºC no 

repositório do LGB. 
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3.3. Avaliação de aspectos microbiológicos 

 A análise microbiológica foi realizada através da identificação do padrão 

positivo para β-hemólise das colônias, do crescimento em meio seletivo para o 

gênero Corynebacterium e da avaliação morfológica das colônias em meio ágar 

BHI. Além disto, todas as amostras que atendiam aos critérios anteriormente 

citados foram analisadas quanto às características morfotintoriais por meio de 

coloração de Gram (Laborclin). 

 

3.4. Identificação molecular da espécie 

 Para a extração do DNA genômico, as bactérias foram cultivadas em 15 

mL de meio BHI caldo a 37ºC por 48 horas a 160 rpm em uma incubadora tipo 

shaker (New Brunswick Scientific), onde, posteriormente as biomassas 

bacterianas foram concentradas através de centrifugação a 10.000 rpm por 2 

minutos e submetidas à extração pelo método fenol:clorofórmio:álcool 

isoamílico, realizado de acordo com o protocolo descrito por Moore & Dowhan 

(2002). A qualidade do DNA foi avaliada através de gel de agarose a 1% em 

tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X e visualizado em transiluminador UV. A 

concentração 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 confirmação da espécie 

C. pseudotuberculosis por meio da amplificação dos genes pld, rpoB e rrs, além 

da determinação de biovar pela presença ou ausência do amplicon referente ao 

gene narG (Tabela 1). O DNA genômico das cepas C. pseudotuberculosis 1002 

(biovar ovis) e 258 (biovar equi) foram utilizadas como controles positivos da 

reação. 

A PCR foi executada pelo protocolo do GoTaq® Green Master Mix 

(Promega), onde a desnaturação inicial ocorreu a 95°C por 4 minutos, seguida 

de 30 ciclos de desnaturação a 95°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por 

30 segundos e extensão a 72°C por 1,5 minuto. Os produtos amplificados foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1% em tampão TAE 1X e 

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

Gene Primer Sequência (5′ → 3′) Amplicon (pb) 

rrs Forward 

Reverse 

ACCGCACTTTAGTGTGTGTG 

TCTCTACGCCGATCTTGTAT 

816 

rpoB Forward 

Reverse 

CGTATGAACATCGGCCAGGT 

TCCATTTCGCCGAAGCGCTG 

446 

pld Forward 

Reverse 

ATAAGCGTAAGCAGGGAGCA 

ATCAGCGGTGATTGTCTTCCAGG 

203 

narG Foward 

Reverse 

ACCCGTACTTGCACTCTTTC 

AGTCAGTACTTCCGCAGGTC 

612 

 

3.5. Análise proteômica 

A técnica MALDI-TOF MS foi adotada para ratificar os métodos 

supracitados para a confirmação definitiva da espécie. Para esta análise, uma 

unidade formadora de colônia (UFC) de cada cepa foi coletada e espalhada em 

uma placa de aço e cobertas com 1 µL de IVD Matrix Solution (Bruker Daltonics).  

Após a secagem, as amostras foram depositada no equipamento MALDI 

Biotyper (Bruker Daltonics), de acordo com as recomendações do fabricante. Os 

perfis de espectro de diferentes cepas de C. pseudotuberculosis foram 

comparados aos espectros gerados pelo equipamento, onde valores ≥2.3 

classificam identificação segura da espécie. 

 

3.6. Curva de crescimento de bacteriano 

 A dinâmica de crescimento de uma cepa de C. pseudotuberculosis foi 

definida através da mensuração da densidade óptica (DO) da suspensão 

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 à agitação 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 espectrofotômetro. O cálculo de 

células por mL foi feito por meio da medição da DO600nm na fase exponencial de 

crescimento bacteriano. As suspensões foram cultivadas em meio BHI-ágar em 

fatores de diluição 10-4, 10-5 e 10-6 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 condições descritas no item 3.4, e o DNA genômico 

foi extraído através do kit DNeasy® PowerLyzer® PowerSoil Kit® (Qiagen), de 

acordo com as orientações do fabricante. A concentração de DNA foi calculada 

pelo Qubit® 2.0 (Invitrogen). 

O controle de qualidade da extração foi avaliado através do grau de 

pureza da amostra, por meio da taxa de absorbância 260/280 nm calculada pelo 

espectrofotômetro NanoDrop Lite (Thermo Scientific). Além disto, o nível de 

fragmentação 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 (Illumina) com indexação multiplex, de acordo com o protocolo 

do fabricante, seguida pelo sequenciamento paired-end que foi executado pela 

plataforma MiSeq System® (Illumina), utilizando o MiSeq® Reagent Kit v3 para 

leituras de 300 pb. 

 

 

 

 

 



54 
  

3.8. Montagem e anotação do genoma 

 A avaliação das leituras geradas pelo sequenciamento genômico foi 

realizada pelo programa FastQC 11.5 

(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 construção dos contigs. Após a obtenção 

dos arquivos, as montagens foram avaliadas e comparadas pela plataforma web 

QUAST (Gurevich et al. 2013), sendo consideradas apenas sequências com 

tamanho superior a 500 pb.  

O programa Geneious Prime 2019.2.1 (http://www.geneious.com/) foi 

responsável por gerar o scaffold e fechar os gaps. A cepa C. pseudotuberculosis 

PA01 (CP013327) foi utilizada como genoma de referência para esta análise. 

Após a sua reconstrução total, o genoma teve suas CDS preditas pelo programa 

RAST (Overbeek et al. 2014), e o mapa genômico foi construído pelo CGview 

Server (Grant & Stothard 2008). A anotação 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 diferenciação de THP-1 

Os monócitos 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 UI/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina a 37ºC e 

atmosfera de 5% CO2. As células foram quantificadas em câmara de Neubauer 

e a viabilidade foi avaliada pelo método de exclusão através da coloração por 

azul de Tripan a 0,4 %.  
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Após a quantificação, os frascos de cultura foram mantidos através da 

substituição do meio estabelecido por centrifugação e ressuspensão em 2 x105 

a 4x105 células viáveis por mL. A criopreservação foi feita em diferentes períodos 

de cultivo através da adição de 95% SFB e 5% sulfóxido de dimetilo (DMSO) e 

das alíquotas de células e armazenadas a -80ºC para análises subsequentes. 

A diferenciação dos monócitos seguiu o protocolo estabelecido por nosso 

grupo de pesquisa (Silva, 2019), utilizando 100 ng/mL de PMA por 72 horas a 

37ºC e atmosfera de 5% de CO2. Após a ativação dos macrófagos, o meio de 

cultivo foi removido e as células aderentes foram lavadas com tampão fosfato 

salino – PBS 1x pH 7.2 (Gibco). Por meio da observação em microscópio óptico 

invertido, a diferenciação foi avaliada de acordo com a capacidade de adesão e 

morfologia celular. 

 

3.10. Infecção in vitro 

 A cultura de macrófagos, em triplicata, foi infectada por C. 

pseudotuberculosis PA09 em placas de cultivo a uma densidade de 4x106 células 

por frasco. A densidade óptica a comprimento de onda de 600 nm (DO600) de 

0.3, foi determinada como a concentração ótima de células bacterianas para uma 

taxa de multiplicidade de infecção (MOI) 1:5 macrófagos/bactérias, que ocorreu 

por 3 horas a 37ºC e 5% CO2. Após 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. Preparação da biblioteca e sequenciamento de RNA 

 Para a extração do RNA, as células foram removidas mecanicamente dos 

frascos de cultivo, centrifugadas a 2000 xg por 5 minutos a 4ºC e submetidas ao 

protocolo do PureLink™ RNA Mini Kit (Thermo Fisher), seguindo as orientações 

do fornecedor. A qualidade do RNA eluído foi avaliada pela concentração de 

material e pelo número de integridade do RNA (RIN, do inglês RNA integrity 

number), através do kit RNA ScreenTape Assay no equipamento 4200 

TapeStation System (Agilent Technologies).  
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A conversão para cDNA e construção da biblioteca foi realizada seguindo 

o protocolo do SureSelect Strand-Specific RNA Library Prep System (Agilent 

Technologies), segundo as orientações do fabricante e o sequenciamento dos 

transcritos ocorreu na plataforma NextSeq 550 System (Illumina), 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 preparação das 

amostras de infecção in vitro. Os sequenciamentos foram executados em 

triplicata. 

 

3.12. Análise dos dados de transcriptoma  

 A qualidade 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 parâmetros: 

NexteraPE-PE.fa:2:30:10:8:true SLIDINGWINDOW:4:25 MINLEN:60 

TRAILING:3 LEADING:3. 

 Os leituras pareadas – R1 e R2 – correspondentes a cada réplica foram 

mapeadas contra o genoma de referência Homo sapiens GRCh38 

(https://www.ncbi.nlm.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 níveis de expressão gênica.  

A ferramenta stringtie-merge, realizou a compilação das montagens para 

a obtenção de um conjunto de dados unificado em todas as réplicas e 

subsequentemente, a geração de um arquivo com o número de leituras para 

cada gene, seguindo os parâmetros default do pipeline. 



57 
  

 Os dados de expressão gênica diferencial foram gerados pelo programa 

edgeR 3.34.0 (Robinson et al. 2009), o qual utiliza o Likelihood Ratio Test para 

a performance da análise, utilizando as triplicatas dos contrastes de interesse: 

Infectado (INF) e Controle (CTR). A significância da análise diferencial foi dada 

pelo p-value ajustado pelo método False Discovery Rate (FDR) >0.05, e pela 

razão log2 fold change (logFC) (Quackenbush, 2002), onde, foram considerados 

induzidos perante a infecção por C. pseudotuberculosis, genes com logFC ≥ 1 e 

genes reprimidos logFC ≤ -1 em relação à condição controle. Além disso, através 

desta ferramenta foram gerados gráficos adicionais de similaridade entre 

amostras e distribuição dos genes expressos. 

 

3.13. Análise de enriquecimento funcional 

 Uma lista de genes que apresentaram maiores valores de expressão 

diferencial foi utilizada para o enriquecimento funcional através da análise de 

processos biológicos da base de dados Gene Ontology (GO) na plataforma 

online g:Profiler (Raudvere et al. 2019). Para isto, foi feito uso da ferramenta 

g:GOSt, utilizando informações do genoma de Homo sapiens com threshold de 

0.05. 
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4. RESULTADOS  

4.1. Prospecção e identificação de C. pseudotuberculosis 

 Para este estudo, foram identificados três carneiros com diagnóstico 

clínico de LC em um rebanho de uma propriedade privada no Estado do Pará. 

Os materiais caseosos – amostras identificadas provisoriamente como OI1, OI2 

e OI3 – foram obtidos através de punção dos abcessos caseosos (Figura 6).  

 

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

suspeita clínica de LC. 

 

Os materiais obtidos dos abcessos foram submetidos à diluição seriada e 

plaqueados em diferentes meios de cultivo para a avaliação microbiológica. 

Nesta etapa, foram considerados principalmente o tempo de crescimento, o 

padrão de β-hemólise e morfologia das colônias (Figura 7). 

 

Figura 7. Placas de cultivo de C. pseudotuberculosis em (A) ágar sangue de carneiro e 

(B) ágar BHI. 
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Após atenderem os critérios pré-definidos nos procedimentos iniciais de 

cultivo, duas amostras (OI1 e OI3) foram submetidas à análise morfotintorial pelo 

método de Gram, onde foi possível analisar a morfologia de cocobacilos 

característica da espécie e coloração violeta, indicando que as cepas são Gram-

positivas (Figura 8). 

 

Figura 8. Análise morfotintorial por C. pseudotuberculosis, visualizada em microscrópio 

óptico em aumento de 100x. 

Desta forma, após a seleção inicial os isolados bacterianos tiveram seu 

material genético extraído para a realização do ensaio molecular, através da 

técnica de PCR. Na Figura 9, é possível identificar que ambas as cepas 

analisadas são representantes do biovar ovis quando comparados com os 

controles positivos, levando em consideração a amplificação das bandas dos 

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

 

Figura 9. Visualização do gel de agarose dos produtos da PCR quadruplex das cepas 

OI1 e OI3. 
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Além disto, foi utilizada uma técnica adicional para a confirmação 

definitiva da espécie, baseada MALDI-TOF MS. Através do padrão espectros 

das amostras de interesse e das que estão disponíveis no servidor do 

equipamento, é realizada uma comparação que fornece os resultados em uma 

escala de pontuação que varia de 0 a 3. Para ambas as amostras submetidas, 

os valores permaneceram acima de 2.3, o que significa alta confiabilidade na 

identificação de espécie (Apêndice 3).  

A amostra OI3 – a partir deste momento renomeada como C. 

pseudotuberculosis PA09 – foi selecionada como a cepa modelo para as 

análises de genômica bacteriana, infecção in vitro e transcriptômica. 

 

4.2. Genoma de C. pseudotuberculosis PA09 

 As leituras brutas geradas pelo sequenciamento genômico de C. 

pseudotuberculosis PA09 foram analisadas quanto a sua qualidade (Figura 8 A 

e B) pelo visualizador FastQC, sendo possível notar uma elevada média de 

qualidade e um decréscimo nas porções finais.  

Desta forma, através do pacote Trimommatic, foi realizado o 

balanceamento dos arquivos R1 e R2, referentes à biblioteca pareada utilizada 

para o sequenciamento, bem como a remoção de leituras com qualidade Phred 

abaixo de 20 (Figura 10 C e D), melhorando significativamente a média para a 

realização da montagem.  
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Figura 10. Análise 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) após a aplicação 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 N50, tamanho e 

número de contigs. A montagem do genoma é avaliada quanto à sua qualidade 

através do tamanho e precisão dos contigs e scaffolds, geralmente baseados em 

medidas como os comprimento máximos e mínimos, tamanho total e N50.  
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 O N50 é uma métrica calculada através da ordenação dos contigs com 

base no tamanho dos mesmos, do maior para o menor. Em seguida, a partir do 

maior contig, os demais são somados até que esta soma parcial se torne metade 

do comprimento total de todos os contigs na montagem, sendo N50 o tamanho 

do menor contig nesta lista. Portanto, presume-se que quanto maior o valor de 

N50, melhor é 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 

Nº de contigs total 15 3312 

Nº de contigs ≥ 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 então submetidos ao programa 

Geneious para a geração do scaffold. Em toda a extensão do genoma, foram 

identificados três gaps em regiões de agrupamentos de rRNAs, que foram 

alinhados contra dos dados brutos, levando a 100% de representação do 

genoma.  

Posteriormente, o arquivo em formato .FASTA foi enviado à plataforma 

web RAST para a predição de CDS, totalizando 2.221 genes distribuídos em 

2.337.900 pb (Figura 11), sendo estes resultados compatíveis com as médias de 

genoma e quantidade de CDS em outras cepas da espécie já depositadas na 

base de dados. 
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 O genoma da cepa foi então, disponibilizado na base de dados Genbank 

do NCBI e pode ser consultado sob número de acesso CP054555.1 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP054555.1). 

 

Figura 11. Mapa genômico de C. pseudotuberculosis PA09 

 

4.3. Curva de crescimento de C. pseudotuberculosis PA09 

Com o objetivo de conhecer a dinâmica de crescimento da cepa modelo 

para o ensaio de infecção in vitro, foi realizada a construção da curva de 

crescimento de C. pseudotuberculosis PA09, onde, a fase exponencial iniciou 

cerca de 12 horas após o inóculo e perdurou até a vigésima hora. Apesar de um 

ritmo de replicação bacteriana mais lento, a fase estacionária começou de fato 

após 30 horas e o declínio a partir de 51 horas.  
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Figura 12. Curva de crescimento de C. pseudotuberculosis PA09. 

 

Tendo como base os dados da curva a DO600 nm = 0.3, atingida após cerca 

de 13 horas de cultivo (Tabela 3), foi definida como o ponto ideal para a retirada 

de inóculo bacteriano para a infecção 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 

está metabolicamente mais ativo. 

Tabela 3. Densidade de células bacterianas por tempo de cultivo 
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4.4. Diferenciação de THP-1 e infecção in vitro 

Definidos os parâmetros de cultivo de C. pseudotuberculosis PA09 para 

o ensaio de expressão gênica, as etapas posteriores se concentraram na 

preparação dos monócitos THP-1. Um trabalho anterior do nosso grupo de 

pesquisa realizou a padronização das condições ideais de concentração (10, 50 

e 100 ng/mL) e tempo (24, 48 e 72 horas) de tratamento de PMA para a 

diferenciação em macrófagos, onde foi determinada a concentração de 100 

ng/mL por 72 horas (Silva, 2019).  

O presente estudo adotou o mesmo protocolo e alcançou resultados 

semelhantes de diferenciação da linhagem monocítica, baseados na observação 

na modificação do perfil fenotípico do cultivo antes da adição de PMA (Figura 

13A), onde as células possuíam morfologia arredondada e permaneciam em 

suspensão no meio.  

Após o tratamento com o agente de diferenciação, foi possível observar 

que as células em sua maioria adquiriram formato mais alongado, com projeções 

citoplasmáticas e formação de monocamada aderente ao frasco (Figura 13B). 

 

Figura 13. Micrografia de microscópio óptico invertido em lente de aumento de 30x das 

células THP-1 como (A) monócitos não diferenciados e (B) macrófagos diferenciados 

após o tratamento com PMA. 
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As réplicas da cultura de macrófagos a uma densidade de 4x106 células 

por mL foram infectadas por C. pseudotuberculosis PA09 (2x107 bactérias/mL) 

durante 3 horas, tendo o meio trocado para a remoção bactérias não fagocitadas. 

Posteriormente, a mistura de infecção e seus respectivos controles foram 

submetidos a extração do RNA total e avaliadas quanto à qualidade do material 

obtido através da concentração e do índice RIN (Tabela 4). 

Tabela 4. Índices de qualidade da extração de RNA total 

Amostra RIN 28S/18S Concentração (ng/µL) 

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 possível observar nesta análise 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 próximas a 10 tem 

menor taxa de fragmentação, sendo mais adequadas para a construção de 

bibliotecas de sequenciamento de cDNA. Neste estudo, todas as amostras 

utilizadas apresentaram RIN > 9, indicando a eficiência do protocolo de extração 

utilizado. 

 

Figura 14. Análise do controle de qualidade do RNA através de eletroforese 

automatizada. 
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4.5. Processamento dos dados de transcriptoma 

Assim como nas análises 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 porções finais das reads – característica comum do 

sequenciamento das plataformas de sequenciamento Illumina – de modo a 

otimizar os resultados das etapas subsequentes. Para isto, foi definida a 

remoção de bases com qualidade Phred abaixo de 30, o que implica na precisão 

de 99.9% do sequenciamento (1 erro a cada 1000). 

O FastQC fornece gráficos 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 após o 

tratamento no Trimommatic. Devido a homogeneidade da qualidade dos 

resultados, os quais apresentaram perfis similares, optou-se por exibir nesta 

seção apenas as réplicas INF1 (Figura 15) e CTR1 (Figura 16) como 

representativas do total de amostras analisadas. 

 

Figura 15. Análise de qualidade das leituras do sequenciamento de THP-1 perante a 

infecção in vitro antes (A e B) e após (C e D) o filtro de qualidade. 
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Figura 16. Análise de controle de qualidade das leituras do sequenciamento de THP-1 

na condição controle antes (A e B) e após (C e D) o filtro de qualidade. 

 

4.6. Análise do perfil de expressão gênica  

 A partir dos dados oriundos do mapeamento contra o genoma de 

referência GRCh38, foram gerados arquivos de contagem para cada uma das 

réplicas. De modo a visualizar o nível de similaridade e a correlação entre as 

amostras, foi realizada uma análise de escalonamento multidimensional (MDS) 

pelo pacote edgeR.  

No contexto de RNA-Seq, o gráfico MDS mostra a variação entre as 

amostras de modo que, quanto maior a distância entre as amostras, maior é sua 

dissimilaridade. Portanto, amostras pertencentes à mesma condição ou 

tratamento devem estar mais próximas umas das outras e distantes de outras 

condições. 

A análise gráfica mostrada na Figura 17 evidencia a similaridade dos 

grupos controle e infectado, com base nos dois primeiros componentes 

principais da matriz de covariância de expressão gênica entre os indivíduos.  
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Figura 17. Gráfico MDS apontando as diferenças entre as amostras dos grupos 

experimentais. 

 

 

De acordo com os parâmetros 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 relação aos controles.  

O perfil de expressão das condições experimentais pode ser explorado 

com mais detalhes através de gráficos de diferença média – MD, onde é possível 

analisar o logFC ajustado ao tamanho da biblioteca em relação à média 

expressão das amostras. Na figura a seguir é possível observar esta distribuição, 

onde o intervalo de valores de logFC variou de 8.79 a -9.69. 
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Figura 18. Gráfico de distribuição dos genes diferencialmente expressos. Os genes 

induzidos são representados em vermelho e os reprimidos em azul. 

 

Subsequente à definição da quantidade de genes que foram hiper e 

hiporregulados, foi realizada a categorização destes alvos em ordem 

decrescente para a identificação daqueles que apresentaram maiores e menores 

valores de logFC. Devido a quantidade de genes obtidos nos resultados, as 

informações a seguir compilam a lista dos 40 principais genes induzidos (Tabela 

5) e reprimidos (Tabela 6).  

Entretanto, é válido ressaltar que apesar de não se tratarem dos genes 

com maiores ou menores níveis de expressão, de acordo com os dados de 

análise de enriquecimento, diversos transcritos merecem especial atenção por 

que tiveram funções preditas relatadas à atividade no sistema imune e combate 

a infecções, e portanto, alguns deles serão discutidos nas sessões posteriores. 
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Tabela 5. Lista dos genes induzidos com maiores valores de logFC 

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 IgG receptor IIIb 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 

CEACAM3 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 5.92 6.70E-03 

LUM Lumican 5.86 9.11E-03 

IDO2 indoleamine 2,3-dioxygenase 2 5.86 3.50E-20 

MUC5AC mucin 5AC, oligomeric mucus/gel-forming 5.83 2.14E-08 

TSPYL6 TSPY like 6 5.81 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 5.46 2.19E-130 

CASR calcium sensing receptor 5.45 2.19E-02 

SELENBP1 selenium binding protein 1 5.44 2.25E-02 

IL12B interleukin 12B 5.43 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 

OR7E47P 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 

EIF4E1B 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 

IYD 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 relação dos principais genes expressos neste estudo foi submetida à 

plataforma g:Profiler de modo analisar com maior riqueza de detalhes suas 

características funcionais (Figura 19). Neste contexto, um foco especial foi dado 

à subcategoria “processos biológicos”, definidos como conjuntos de eventos 

moleculares com início e final definidos, pertinentes à fisiologia das células, e o 

componente celular, onde estão 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 

informações cruzadas com outros bancos de dados, onde foi possível relacionar 

os genes anotados com suas respectivas funções, vias metabólicas, domínios, 

motivos e famílias proteicas. Nesta análise funcional, os principais termos GO 

encontrados são relacionados a funções regulatórias, dentre elas: processos 

biológicos, processos metabólicos, resposta à estímulos, regulação do sistema 

imune, processos biológicos envolvidos em interação inter-espécies, dentre 

outros. Estes achados apontam para a importância dos genes analisados quanto 

à sua relevância no processo infeccioso. 



 

 

 

Figura 19. Análise funcional dos alvos com maiores e menores valores de expressão diferencial.



 

 

5. DISCUSSÃO  

A capacidade que patógenos bacterianos possuem de modificar as 

respostas do hospedeiro a nível transcricional e imunológico é um aspecto 

essencial para a compreensão dos eventos que levam à persistência de diversas 

doenças. Por esta razão, estudos que investigam alterações no transcriptoma 

destes hospedeiros no curso do processo infeccioso podem fornecer 

perspectivas sobre a modulação da resposta imune e os mecanismos de escape 

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

Tomando como base esta ideia, o presente trabalho teve como principal 

objetivo realizar a análise do transcriptoma de células THP-1 mediante infecção 

in vitro por C. pseudotuberculosis, de modo a investigar quais dos genes 

diferencialmente expressos – sejam eles hipo ou hiper-regulados – possam ter 

relação com mecanismos de defesa primária contra este patógeno. Para isto, foi 

adotada uma variedade de metodologias que abrangem conhecimentos em 

microbiologia, biologia celular, biologia molecular e bioinformática para inferir a 

maneira na qual ocorre o comportamento a nível transcricional do macrófago 

após os eventos que sucedem a fagocitose. 

Diversos estudos têm se concentrado em avaliar a patogenicidade de C. 

pseudotuberculosis por diferentes pontos de vista, especialmente aqueles que 

abrangem abordagens multi-ômicas, o que forneceu dados sem precedentes 

sobre suas vias de ação e o consequente sucesso na persistência das infecções 

em diferentes espécies de interesse veterinário, bem como em humanos (Dorella 

et al. 2013). Devido a prevalência da bactéria no Estado do Pará, a primeira 

etapa deste trabalho se concentrou em realizar a prospecção de amostras a 

partir lesões em ovelhas com suspeita clínica de LC, onde, posteriormente foi 

confirmada a infecção bacteriana através de análises microbiológicas e 

moleculares. 
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Apesar de serem um excelente indicativo para a identificação de espécies 

bacterianas, métodos microbiológicos de maneira isolada podem ser subjetivos 

e passíveis à erros, e por este motivo foi feito uso da técnica de PCR quadruplex, 

proposta por Almeida et al., (2017), onde iniciadores específicos de genes 

importantes para a espécie são amplificados, sendo ainda possível determinar a 

qual dos dois biovares de C. pseudotuberculosis as cepas pertencem, de acordo 

com a amplificação do gene narG, exclusivo do genoma de representantes do 

biovar equi. Como esperado, a ausência do amplicon para este gene foi capaz 

de confirmar o material obtido era referente à cepas do biovar ovis. A 

combinação de diferentes métodos para a identificação 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 análises iniciais, foi realizado o sequenciamento 

do genoma da cepa PA09, anexada à coleção bacteriana do CGBS – UFPA. A 

última década tem presenciado um aumento significativo da quantidade de 

genomas de C. pseudotuberculosis na base de dados GenBank NCBI, desde o 

primeiro, referente à 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 publicação e divulgação dessas 

sequências fornece informações relevantes para estudos de elementos 

estruturais que contribuem para a virulência do microrganismo, contudo, as 

respostas do hospedeiro perante a infecção necessitam de mais estudos. 

Portanto, a segunda etapa da pesquisa se direcionou à preparação dos 

monócitos THP-1 e seu posterior protocolo de diferenciação em macrófagos para 

a infecção. Esta linhagem tem se mostrado um bom modelo de estudo para 

macrófagos derivados de monócitos diferenciados in vitro, e é empregada em 

pesquisas de diferentes áreas, principalmente por ser constituída de uma 

população homogênea e mais estável quando comparada a monócitos humanos 

nativos, que por sua vez, tem taxa de proliferação limitada e maior 

susceptibilidade a variação de dados experimentais, sendo em geral, doador-

dependentes (Bosshart & Heinzelmann, 2016). 
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Estudos indicam que tanto a concentração de PMA quando o tempo de 

tratamento exercem influência na capacidade que macrófagos THP-1 têm de 

interagir com patógenos intracelulares. Na literatura é possível encontrar 

diferentes protocolos que utilizam condições variadas para diferenciar a 

linhagem, com concentrações de PMA que variam de 10 a 400 ng/mL e a 

duração do tratamento variando de 1 a 5 dias de estimulação (Kohro et al. 2004; 

Baxter et al. 2020). Em relação ao protocolo adotado para este trabalho foi 

verificado que tanto o tempo de administração quanto a concentração do agente 

indutor apresentaram os resultados estipulados, tendo em vista a observação da 

mudança do fenótipo das células antes e após o tratamento. 

As células THP-1 são amplamente adotadas como modelo de infecção 

para a investigação de genes envolvidos na relação patógeno-hospedeiro. 

Recentemente, a comparação dos níveis de expressão de cepas de M. 

tuberculosis com diferentes níveis de virulência (H37Rv, H37Ra e BCG) foi 

avaliada por RNA-Seq, apontando uma diferença marcante entre os genes 

expressos de THP-1 aos três isolados. Na cepa virulenta H37Rv houve 

expressão aumentada de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias e indução 

elevada dos de piroptose em relação a cepa avirulenta H37Ra, destacando que 

o sistema imune pode responder de diferentes formas, dependendo do estímulo 

causado pelo patógeno (Pu et al. 2021).  

Após a definição dos parâmetros de qualidade das leituras geradas pelo 

sequenciamento dos transcritos, os dados foram mapeados contra a versão mais 

recente do genoma humano a fim de se obter uma lista de genes que 

apresentaram expressão diferencial durante a infecção in vitro por C. 

pseudotuberculosis. Baseado nos resultados de enriquecimento funcional, 

alguns dos genes que tiveram categorias relacionadas à atividade no sistema 

imunológico serão discutidos com mais detalhes a seguir. 
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Dois alvos, CLEC4D e CLEC6A codificam integrantes da superfamília de 

proteínas C-type lectin receptors (CLR), comumente expressas em células 

mielóides, e tem a capacidade de reconhecer uma vasta gama de ligantes 

modulando ou ativando a função imune ao reconhecer PAMP e DAMP (padrões 

moleculares associados a danos), por intermédio de seu domínio de lectina 

(Dambuza & Brown 2015). As CLR são majoritariamente descritas pelo seu 

envolvimento na imunidade contra fungos, em especial Cryptococcus 

neoformans,  mas seu papel em mecanismos de defesa contra parasitas, vírus 

e bactérias também já foram reportados (Drummond & Brown 2013; Kitai et al. 

2021). 

As ligações que ocorrem entre CLR e PAMP são capazes de induzir uma 

cascata de respostas, tais como a produção de citocinas e sinalização para a 

indução da resposta imune adaptativa. CLEC4D é predominantemente expresso 

em monócitos, macrófagos e neutrófilos, e já foi estudado por sua interação com 

micobactérias através da ligação com TDM, um glicopeptídeo presente na 

parede celular do patógeno que é capaz de regular positivamente a expressão 

de Mincle, um dos receptores presentes em macrófagos que são responsáveis 

pela ativação da fagocitose (Marakalala & Ndlovu 2017).  

A interação CLEC4D-TDM é ainda apontada como um evento-sinal para 

o início da maturação em células T. Além disto, foi demonstrado que o knockout 

do CLR aumentou a susceptibilidade à infecção por M. tuberculosis em 

camundongos (Miyake et al. 2013; Miyake et al. 2015). Diante destas 

informações, pode-se inferir que a alta taxa de expressão 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 

glicoproteína CEACAM3, conhecida por ser um dos sítios de ligação de 

patógenos em células hospedeiras (Muenzner et al. 2005). CEACAM3 é uma 

das proteínas que possui ação 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 

fagócitos por meio de adesinas que se ligam de maneira específica a sua 

superfície (Schmitter et al. 2004).  

Bonsignore e colaboradores (2020) apontam que esta proteína possui um 

motivo de ativação denominado de ITAM, o qual desempenha papel-chave na 

fagocitose de bactérias, dado que a mutação de resíduos de tirosina presentes 

no motivo ocasionou a diminuição da taxa de internalização dos patógenos 

através do bloqueio da fosforilação de CEACAM3. Este trabalho sugere que a 

fosforilação cria uma plataforma para moléculas efetoras induzirem a 

remodelação necessária para o citoesqueleto formar o cálice fagocitário. 

Durante a infecção ocorre o metabolismo de diversos aminoácidos, e 

estes processos regulam a imunidade inata e adaptativa. Por este motivo, a 

função das bactérias no catabolismo de aminoácidos e na produção de 

metabólitos capazes de regular o desenvolvimento e a função do sistema imune 

inato vem sendo estudado. Sabe-se que em mamíferos o triptofano é degradado 

através da via da quinurenina, onde uma das etapas ocorre através da ação 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 análise de 

expressão diferencial, e seu produto é envolvido com a privação de triptofano no 

meio e a produção de quinurenina, responsável por ativar o regulador Ahr, é 

essencial na interface patógeno-hospedeiro (Moffett & Namboodiri 2003). Neste 

sentido, a compreensão das vias que regulam as funções de IDO1 dão margem 

para novas estratégias da atividade imunorreguladora, controle farmacológico, 

bem como a modulação da atividade catalítica desta enzima e se mostra uma 

abordagem terapêutica em potencial para a modulação a resposta imune em 

diferentes estágios (Tomé, 2021). 
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Membros das duas principais subfamílias conhecidas de quimiocinas – 

CXC e CC – foram induzidos nas análises. As quimiocinas compõe um grande 

grupo de citocinas de baixo peso molecular que tem a habilidade de mediar a 

migração de células do sistema imune. São moléculas que possuem atividades 

pró-inflamatórias induzidas durante a resposta imunológica no sítio de infecção 

e também têm efeito homeostático devido a capacidade de atuar 

desenvolvimento ou a manutenção 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 macrófagos e sua produção é requerida para o correto funcionamento da 

resposta humoral mediada por linfócitos B-1, ao passo que já foi previamente 

demonstrado que CCL8 apresenta elevados índices de expressão em 

macrófagos derivados de THP-1 e RAW264.7 infectados por micobactérias 

(Ansel et al. 2002; Liu et al. 2013). 

Condições patológicas que envolvem o sistema imunológico podem ser 

afetadas pela concentração de selênio no indivíduo, influenciada por fatores 

como os níveis de ingestão, a conversão de compostos em metabólitos e 

características genéticas que podem afetar o uso deste metabólito (Avery & 

Hoffmann 2018). Selenium-binding protein 1 (SELENBP1) está envolvida no 

processo de autofagia de macrófagos murinos infectados por S. aureus, têm 

papel na modulação da transcrição das vias de sinalização MAPK e NF-κB e 

inibição do crescimento patógeno intracelularmente (Zang et al. 2020). Devido 

ao elevado nível de transcrição nos resultados, pode executar função 

semelhante na modulação da resposta de macrófagos a C. pseudotuberculosis. 

Diversas interleucinas, dentre elas IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, IL-32 e IL-33, 

também foram hiper-expressas, reforçando a importância desta classe de 

moléculas na modulação da resposta imune do hospedeiro. Estas citocinas são 

produzidas principalmente por macrófagos e linfócitos, e medeiam o 

desencadeamento de uma resposta imune efetiva, ligando componentes das 

imunidades inata e adaptativa, através da modificação do microambiente do 

macrófago (Duque & Descoteaux 2014). 
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Microrganismos patogênicos desenvolveram mecanismos adaptativos 

para sobreviver a resposta imune e até usá-la em seu próprio benefício, e a 

regulação positiva ou negativa da produção e liberação de citocinas de 

macrófagos tem efeitos profundos nesta resposta. Dada a importância da 

produção destas moléculas na modulação da resposta, vários fatores de 

virulência dos agentes infecciosos têm as interleucinas como alvo principal 

(Flannagan et al. 2009). 

Neste sentido, não é surpreendente inferir que apesar de serem 

constantemente expressas como sinal de combate à infecção, algumas citocinas 

sofrem exatamente o efeito contrário e têm sua ação suprimida pela modulação 

da resposta bacteriana. A IL-24 atua como reguladora imunológica na indução 

de citocinas Th1. A administração de IL-24  exerceu um efeito protetor contra a 

infecção por S. typhimurium em camundongos através da estimulação da 

produção precoce das citocinas Th1, IFN-γ e IL-12 por neutrófilos, 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 expressão de IL-24, bloqueando deste modo a cascata de resposta 

protetiva do macrófago. 

A enzima superóxido dismutase 3, codificada pelo gene SOD3, catalisa a 

dismutação do superóxido em peróxido de hidrogênio. Além da síntese e 

liberação dessa proteína extracelular pela via secretora, estudos mostraram que 

SOD3 também se localiza em compartimentos intracelulares de macrófagos, 

modificando as condições redox no espaço extracelular e desempenha um papel 

importante na fase inicial da ativação do macrófago e na resposta inflamatória  

(Hu et al. 2019). 
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O reconhecimento das bactérias pelos macrófagos leva à produção de 

ERO nos compartimentos celulares, onde cumprem diferentes funções 

antibacterianas por meio do estresse oxidativo gerado por superóxido 

dismutases e NADPH oxidase 2 (NOX2). Algumas bactérias intracelulares, como 

M. tuberculosis inibem ativamente o recrutamento de enzimas oxidativas para os 

fagossomos, limitando a produção de ERO e mantendo a viabilidade no interior 

dos macrófagos, 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 patógenos ou 

indiretamente, por seu envolvimento nas vias de apresentação de antígenos. A 

baixa expressão de CTSG em macrófagos neste estudo é suportada por 

resultados semelhantes descritos por Rivera-Marrero et al, (2004). A infecção 

dos macrófagos por M. tuberculosis levou a uma diminuição da produção desta 

enzima e maior sobrevivência da bactéria, entretanto, os mecanismos de 

regulação do patógeno necessitam de mais evidências experimentais para 

serem esclarecidos. 
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6. CONCLUSÃO 

 

• Por meio deste estudo, foi possível sequenciar e montar uma nova cepa 

de C. pseudotuberculosis isolado no Estado do Pará, o qual foi ainda 

utilizado como modelo de estudo da interação patógeno-hospedeiro; 

• O protocolo de diferenciação da linhagem monocítica THP-1 através do 

tratamento com 100 ng/mL de PMA demonstrou a eficiência esperada 

para sua utilização no ensaio de infecção in vitro; 

• Através das condições estabelecidas para o cultivo celular, infecção in 

vitro e extração de ácidos nucléicos foi possível a obtenção de RNA de 

alta qualidade para o sequenciamento dos transcritos; 

• RNA-Seq gerou leituras com excelentes parâmetros de qualidade, 

otimizando desta forma, os resultados de expressão gênica 

subsequentes; 

• A análise de expressão diferencial mostrou que 1213 genes do macrófago 

THP-1 foram induzidos e 1679 reprimidos durante a infecção por C. 

pseudotuberculosis; 

• As principais categorias funcionais dos genes diferencialmente expressos 

estão ligadas principalmente a processos metabólicos, resposta à 

estímulos, regulação do sistema imune e processos biológicos envolvidos 

em interação inter-espécies; 

• Este trabalho contribui para a melhor compreensão dos eventos ocorridos 

durante o contato inicial entre C. pseudotuberculosis e seus hospedeiros, 

abrindo possibilidade para o desenvolvimento de análises mais 

específicas dos mecanismos de modulação da resposta imune contra o 

patógeno, bem como o planejamento de estratégias mais efetivas para a 

minimização dos prejuízos causados por ele. 
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8. APÊNDICE 

Apêndice 1: Certificado de aceite do projeto de pesquisa pelo CEUA (UFPA) 
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Apêndice 2: Modelo do TCLE 
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Apêndice 3: Resultados de identificação da espécie pelo MALDI Biotyper 

 

Analyte Name: 
A7 

Analyte Description:   

Analyte ID: OI1 congelado 

Analyte Creation Date/Time: 2018-12-07T11:33:40.647 

Applied MSP Library(ies):  

Applied Taxonomy Tree: Projects, Bruker Taxonomy, Taxonomy 

Rank 

(Quality) 
Matched Pattern 

Score 

Value 

NCBI 

Identifier 

1 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis MB48 biovar equi 2.385 126782547 

2 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis MB19 biovar equi 2.371 126782547 

3 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis SP280-3 biovar ovis 2.363 126782547 

4 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis MB23 biovar equi 2.361 126782547 

5 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis SP280-2 biovar ovis 2.35 126782547 

6 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis MB79 biovar equi 2.348 126782547 

7 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis MB25 biovar equi 2.344 126782547 

8 

( +++ ) 

Corynebacterium pseudotuberculosis ATCC19410 biovar 

ovis 
2.335 126782547 

9 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis MB46 biovar equi 2.331 126782547 

10 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis 050543 biovar equi 2.331 126782547 
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Analyte Name: A9 

Analyte Description:   

Analyte ID: OI3 congelado 

Analyte Creation Date/Time: 2018-12-07T11:33:40.397 

Applied MSP Library(ies):  

Applied Taxonomy Tree: Projects, Bruker Taxonomy, Taxonomy 

Rank 

(Quality) 
Matched Pattern 

Score 

Value 

NCBI 

Identifier 

1 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis MEX8 biovar ovis 2.413 126782547 

2 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis MEX12 biovar ovis 2.382 126782547 

3 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis MEX4 biovar ovis 2.35 126782547 

4 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis FRC41 biovar ovis 2.348 126837590 

5 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis FRC41 biovar ovis 2.348 126782547 

6 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis CIP5297 biovar equi 2.34 126837590 

7 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis 050543 biovar equi 2.34 126782547 

8 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis CIP5297 biovar equi 2.34 126782547 

9 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis MB57 biovar equi 2.338 126782547 

10 

( +++ ) 
Corynebacterium pseudotuberculosis 258 biovar equi 2.337 126782547 
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Meaning of Score Values 

Range Description Symbols Color 

2.300 ... 3.000 highly probable species identification ( +++ ) green 

2.000 ... 2.299 
secure genus identification, probable species 

identification 
( ++ ) green 

1.700 ... 1.999 probable genus identification ( + ) yellow 

0.000 ... 1.699 not reliable identification ( - ) red 

 

Meaning of Consistency Categories (A - C) 

Category Description 

A 

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

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. 

B 

Genus Consistency: The best match was classified as 'green' or 'yellow' (see 

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 periódicos 

 

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 

PLOS One em junho de 2018, como autor principal em autoria compartilhada. 
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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 março de 2019, como autor principal. 
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3. Artigo intitulado “In silico functional prediction of hypothetical proteins from the 

core genome of Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis”, publicado em 

agosto de 2020 na revista PeerJ, como autor principal 
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4. Artigo intitulado “Proteins from the core genome of Corynebacterium ulcerans 

respond for pathogenicity and reveal promising vaccine targests for diphtheria”, 

publicado em outubro de 2021 na revista Microbial Pathogenesis. 
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Anexo 2: Capítulos de livro publicados 

 

1. Capítulo 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. 
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2. Capítulo intitulado “In silico pathogenomic analysis of Corynebacterium 

pseudotuberculosis biovar ovis”, publicado no livro Advances in Bioinformatics 

and Computational Biology em dezembro de 2020. 
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Anexo 3: Resumos publicados em anais de congressos 

 

1. ARAÚJO, C. L. A.; ALVES, J. T. C. ; DIAS, LARISSA M. ; AZEVEDO, 

VASCO ; SILVA, A. ; Folador, Adriana . Transcriptomic and structural 

profile of the Corynebacterium pseudotuberculosis pantothenate 

synthetase. In: 30º Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2019, Maceió 

2. ARAÚJO, C. L. A.; AMARAL, S.C.; NOVAES, T.I.C.; FAIAL, G.B.; DIAS, 

LARISSA M. ; LIMA, I.B. . Comparative genomics study of Lactobacillus 

plantarum strains provides perspectives about proteins related to 

probiogenomics. In: 30º Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2019, 

Maceió. 

3. SOUZA, LPS ; ARAÚJO, C. L ; BLANCO, IR ; SILVA, ARTUR ; Folador, 

ARC . In silico genomic analysis of multiple Corynebacterium ulcareans 

strains. In: 30º Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2019, Maceió. 

BLANCO, IR ; ARAÚJO, C. L ; SOUZA, LPS ; SILVA, ARTUR ; Folador, 

Adriana . Prospection of vaccine targets for difteria from the 

Corynebacterium ulcerans core exoproteome by reverse vaccinology. In: 

30º Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2019, Maceió. 

4. DIAS, L.M ; ALVES, JTC ; ARAÚJO, C. L ; SILVA, A. ; Folador, ARC . 

Comparative genomics study of Corynebacterium pseudotuberculosis 

strain 226 (biovar ovis). In: 30º Congresso Brasileiro de Microbiologia, 

2019, Maceió. Livro de Resumos do 30º Congresso Brasileiro de 

Microbiologia, 2019. 

MORAES, C. N. S. ; ARAÚJO, C. L. A. ; ARAGAO, A. O. ; ALVES, JTC ; 

BARRETO, DF ; DIAS, L.M ; BARAÚNA, RAB ; HENRIQUES, I ; SILVA, 

A. ; Folador, Adriana . Genetic characterization of Klebsiella sp. APC28, a 

multiresitant antibiotic strain isolated from Água Preta Lake, Belém, Brazil. 

In: 30º Congresso Brasileiro Microbiologia, 2019, Maceió. Livro de 

Resumos do 30º Congresso Brasileiro Microbiologia CBM 2019, 2019. 

5. ARAÚJO, CLA.; ALVES, JTC; SILVA, PN.; AZEVEDO, V.; SILVA, A.; 

FOLADOR, ARC. Abordagem in silico para a caracterização estrutural e 

funcional da ferritina Dps, presente no genoma de Corynebacterium 

pseudotuberculosis. In: Congresso Latino-americano de Microbiologia 

(ALAM 2018), 2018, Santiago. 

6. LIMA, ACS; ARAÚJO, CLA.; FOLADOR, E. L.; AZEVEDO, V.; 

BARAÚNA, R.A.; SILVA, A. Análise comparativa de espécies patogênicas 

e não patogênicas de Corynebacterium spp. In: XXIV Congresso Latino-

americano de Microbiologia (ALAM 2018), 2018, Santiago. 
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7. MOURA, VAG.; COSTA, WLO; LIMA, ACS; PAIXAO, CTM; ARAÚJO, 

CLA; DE SOUSA, RRI; LACERDA, JRM; MATTOS-GUARALDI, AL; 

SILVA, A; FOLADOR, ARC; MARQUES, JM. Análise do perfil clonal de 
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