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RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar uma nova preparacdo antigénica de Brucella
abortus obtida pela extracio com o detergente Triton X-114 (TX-114) por anélise
imunoprotedmica e immunoblot-avidez, utilizando os conjugados de detec¢do anti-IgG bovina
e Proteina A, marcados com peroxidase. Amostras de soros de trés grupos de bovinos foram
analisadas: (GI) 30 vacas soropositivas ndo-vacinadas; (GII) 30 novilhas soropositivas e
vacinadas com B. abortus S-19; (GIII) 30 vacas soronegativas ndo-vacinadas. Os perfis
eletroforéticos unidimensionais (1-D) e bidimensionais (2-D) do antigeno TX-114 revelaram
amplo espectro de polipeptideos (10 a 79 kDa), e immunoblot 1-D mostrou um extenso perfil
de reatividade por soros de GI comparado a um perfil mais restrito por soros de GII,
independente dos conjugados de deteccdo utilizados. Anticorpos IgG de alta avidez foram
detectados em soros de GI por ambos os conjugados analisados, mas Proteina A/peroxidase
mostrou maior capacidade de detectar anticorpos IgG2 de baixa avidez em soros de GII.
Cinco componentes antigénicos imunodominantes (24, 28, 35, 47 e 52 kDa) foram
predominantemente reconhecidos por anticorpos IgG de alta avidez em GI, em adi¢do a trés
componentes antigénicos nao imunodominantes reconhecidos exclusivamente por soros deste
grupo (10, 12 e 17 kDa), sendo considerados como potenciais marcadores de infeccdo e
exclusdo de resposta vacinal. A caracterizacdo protedmica revelou 42 spots no gel 2-D e
permitiu a identificagdo de 22 proteinas citoplasmdticas hipotéticas, enquanto o immunoblot
2-D demonstrou sororeatividade de polipeptideos abaixo de 20 kDa exclusivamente com
soros de GI. A andlise por espectrometria de massa destes polipeptideos permitiu a
identificacdo de cinco proteinas antigénicas de B. abortus (Bfr, Dps/Ndpk-I, Sod e Proteina B
de invasdo), das quais Ndpk-I e proteina B de invasao foram identificadas em cepa vacinal de
B. abortus S-19 pela primeira vez no presente estudo, e relacionadas com a antigenicidade em
amostras soropositivas de bovinos nao vacinados. Em conclusdo, a andlise imunoprotedmica
deste novo antigeno solivel de B. abortus permitiu a caracterizacdo de vdarias proteinas
antigénicas da cepa S-19 que podem ser candidatas ao sorodiagndstico da brucelose bovina e
diferenciacdo entre animais vacinados e infectados. A avaliacdo da avidez de anticorpos IgG2
especificos a marcadores antigénicos do antigeno TX-114 pode ser também considerada como
ferramenta adicional para permitir melhor distincdo sorolégica no perfil de afinidade

funcional de anticorpos IgG em resposta a infec¢do e vacinagdo na brucelose bovina.

Palavras-chaves: Brucella abortus. Imunoprotedmica. Eletroforese 2-D. Immunoblot-

avidez. Triton X-114. Bovinos



ABSTRACT

The aim of this study was to characterize a new soluble antigen of Brucella abortus
obtained by Triton X-114 (TX-114) extraction by immunoproteomic analysis and
immunoblot-avidity, using the detection conjugates anti-bovine IgG and Protein A labeled
with peroxidase. Serum samples of three groups of bovine were studied: (GI) 30 non-
vaccinated seropositive cows; (GII) 30 S19-vaccinated seropositive heifers; (GIII) 30 non-
vaccinated seronegative cows. The one dimensional (1-D) and two dimensional (2-D)
electrophoretic profiles of the TX-114 antigen revealed a broad spectrum of polypeptides (10
to 79 kDa), and 1-D immunoblot showed a widespread profile of reactivity by sera of GI
compared with a more restricted profile by sera of GII, regardless of the detection conjugate.
High avidity IgG antibodies were detected in sera of GI by both conjugates analyzed, but
Protein A/peroxidase showed higher ability to detect low avidity IgG2 antibodies in sera of
GII. Five major antigenic components (24, 28, 35, 47 and 50 kDa) were predominantly
recognized by high avidity IgG antibodies in sera of GI, in addition to three minor antigenic
components (10, 12 and 17 kDa) that were recognized exclusively by sera of this group, and
so considered potential markers of infection and exclusion of vaccinal response. The
proteomic characterization revealed 42 spots in 2-D gel, being possible to identify 22
hypothetical cytoplasmic proteins, while the 2-D immunoblot showed reactivity of
polypeptides below 20 kDa exclusively with sera of GI. The analysis by mass spectrometry of
these polypeptides was able to identify five antigenic proteins of B. abortus (Bfr, Dps/Ndpk-1,
Sod, and Protein B of invasion), from which Ndpk-I and Protein B of invasion were identified
in vaccinal S19 strain on the first time in the present study, and were related with the
antigenicity in seropositive samples of non-vaccinated bovine. In conclusion, the
immunoproteomic analysis of this new soluble antigen of B. abortus permitted the
characterization of several antigenic proteins of the vaccinal S19-strain that could be
candidates for the serodiagnosis of bovine brucellosis and the differentiation between
vaccinated and infected animals. The evaluation of avidity of IgG2 antibodies to antigenic
markers of the TX-114 antigen can also be considered an additional tool for a better
serological distinction in the profile of functional affinity of IgG antibodies in response to

infection and vaccination in bovine brucellosis.

Keywords: Brucella abortus. Immunoproteomic. 2-D electrophoresis. Immunoblot-avidity

Triton X-114. Bovine.
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1. INTRODUCAO

1.1 Brucelose

Brucelose € uma doenca infecciosa cronica que afeta ampla variedade de mamiferos
domésticos, selvagens e marinhos, especialmente os animais domésticos produtores de
alimentos (caprinos, bovinos, suinos), tendo o homem como hospedeiro acidental e
constituindo em importante zoonose com distribuicio mundial (CORBEL, 2006). E
considerada doenca emergente ou re-emergente, causando aborto infeccioso e infertilidade em
animais domésticos e infec¢do cronica debilitante no homem, que pode persistir
intermitentemente por anos (MARIA-PILAR et al., 2005; CARVALHO-NETA et al., 20010;
WHATMORE, 2009; OIE, 2009).

A brucelose bovina, também denominada de aborto infeccioso, estd associada a
habilidade da bactéria em induzir o aborto em fémeas gestantes, principalmente no ultimo
trimestre da gestacdo, bem como mortalidade fetal e infertilidade no rebanho, ocasionando
grandes prejuizos econdomicos (MARIA-PILAR et al., 2005; CARVALHO NETA et al.,
2009). Em fémeas ndo gestantes, a doenca € geralmente assintomdtica (OIE, 2009). No
homem, manifesta-se como doenga aguda febril (febre ondulante ou febre de Malta), podendo
progredir para a forma cronica, produzindo complicacdes severas em diversos 6rgaos, como
também incapacidade parcial ou total para o trabalho (BRASIL, 2006a; OIE, 2009).

Apesar de a doencga possuir natureza insidiosa e ndo especifica, em conjunto com a
dificuldade de manipulacdo da bactéria, sua importancia € frequentemente mascarada por
outras doencas relevantes, sendo subdiagnosticada e ndo reportada de forma eficaz
(CORBEL, 1997; BOSCHIROLI et al., 2001; FRANCO et al., 2007). Brucelose permanece
endémica em muitas dreas do mundo, sendo que a doenca tem sido descrita como controlada
em rebanhos do norte da Europa, Australia, Estados Unidos e Canadd, apds a aplicacdo de
programas de controle por longos periodos e alto custo pelos 6rgdos sanitdrios. Entretanto, o
estabelecimento de um controle completo, expresso pela erradicacdo da doenca, torna-se um
evento complexo considerando-se a existéncia de reservatérios silvestres (BOSCHIROLI et
al., 2001; WHATMORE, 2009).

Devido ao seu potencial epidémico, a auséncia de vacinas para humanos, a existéncia de
inconvenientes das vacinas animais disponiveis em termos de seguranca e a sua transmissao

via aerosol, o género Brucella é classificado como um patégeno de nivel 3 em relagdo a
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biosseguranca, sendo considerado um potencial agente a ser utilizado em atividades de

bioterrorismo (KAUFMANN; MELTZER; SCHIMID, 1997).

1.2 Etiologia

Brucella spp, agente etioldégico da brucelose, pertence ao subgrupo «-2 da classe
Proteobacteria (VELASCO et al., 2000; MORENO; CLOECKAERT; MORIYON, 2002),
sendo considerado um cocobacilo Gram-negativo, imdvel, ndo capsulado, aerdbico,
intracelular facultativo ou mais apropriadamente descrito como um patégeno intracelular
facultativamente extracelular (YOUNG, 1995; GORVEL; MORENO, 2002). Durante as
ultimas décadas, taxonomistas desenvolveram um sistema de classificacdo baseado
principalmente nas diferencas em patogenicidade, preferéncia de hospedeiro, caracteristicas
bioquimicas e antigénicas (Tabela 1), consistindo em seis espécies: B. melitensis (caprinos e
ovinos), B. abortus (bovinos), B. suis (suinos), B. neotomae (ratos do deserto), B. ovis
(ovinos) e B. canis (cdes), as quais sdao ainda subdivididas em biovares ou bidtipos, como
aprovado pelo Comité Internacional em Sistematica de Procariotas — Subcomité de
Taxonomia da Brucella (http://www.theicsp.org/subcoms/Brucella.htm; OIE, 2009). Além
disso, isolados de Brucella spp de mamiferos marinhos foram recentemente identificados,
tendo sido classificados em duas novas espécies, Brucella ceti e Brucella pinnipedialis,
baseados nos hospedeiros preferenciais, cetdceos e pinipedes, respectivamente, em adi¢do a
uma nova cepa isolada em roedores silvestres (Microtus arvalis) na Europa Central, nomeado
de B. microti (SCHOLZ et al., 2008; OIE, 2009) (Tabela 1).

E importante enfatizar que os membros do género Brucella possuem aproximadamente
94% de homologia genética (VERGER et al., 1987; DELVECCHIO et al., 2002), sendo que o
seqilienciamento do genoma total da Brucella spp, incluindo B. melitensis (DELVECCHIO et
al., 2002), B. suis (PAULSEN et al., 2002), B. abortus (HALLING et al, 2005; CRASTA et
al., 2008) e B. ovis (TSOLIS et al., 2009) tem demonstrado baixa variabilidade genética.

De acordo com Cloeckaert e colaboradores (1998), as principais espécies patogénicas
para os animais sdo B. melitensis (brucelose caprina e ovina), B. abortus (brucelose bovina) e
B. suis (brucelose suina). Apesar da relativa adaptacdo de Brucella spp aos seus hospedeiros,
este microorganismo possui potencial zoondtico importante, sendo que as principais espécies
que infectam o homem, em ordem crescente de patogenicidade, sdo B. melitensis, B. suis, B.
abortus e B. canis (HARTIGAN, 1997; LUCERO et al., 2007).

Bactérias do gé€nero Brucella, apesar de permanecerem no ambiente, nao se multiplicam

nele, sendo moderadamente sensiveis aos fatores ambientais. Entretanto, a sua resisténcia
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diminui com o aumento da temperatura e a luz solar direta ou diminui¢do da umidade relativa
do ar. A pasteurizagdo é um método eficiente de destruicdo de Brucella sp, assim como as

radiacdes ionizantes (BRASIL, 2006a).

Tabela 1. Caracteristicas bioquimicas para identificacdo das espécies e biovares de Brucella.

Crescimento em Aglutinacdo em
Espécies Biovar Requerimento Producao corantes” soros”
CO, H,S Tionina Fucsina

Basica A M R

B. melitensis 1 + + - + -
2 - - + + + - -
3 - - + + + + -
B. abortus 1 +° + - + + - }
2 +¢ + - - + - -
3 +° + + + - -
4 +¢ + - + - + -
5 - - + + -+ -
6 - - + + + - -
9 + + + + - + -
B. suis 1 - + + + + - -
2 - - + e - -
3 - - + - + - -
4 - - + + + + -
5 - - + - - + -
B. neotomae - - + -2 - + - -
B.ovis - + - + -€ - - +
B.canis - - - + € - - +
B. ceti - - - + + + € -
B. - + - + + + £ -
pinnipedialis
B. microti - - - + + - + -

*Concentragio do corante, 20 pg/ml em meio dextrose soro (1:50.000).

b A, antisoro monoespecifico A; M, antisoro monoespecifico M; R, antisoro Brucella cepa rugosa.
¢ Usualmente positivo em isolamento primario.

¢ Algumas cepas isoladas no Canada, Inglaterra e Estados Unidos ndo crescem em corantes.

® Algumas cepas resistentes a fucsina basica foram isoladas na América do Sul e sudeste da Asia.
" Negativo para muitas cepas.

£ Crescimento ocorre em 10 pg de tionina (1:100.000)/ml.

Fonte: Adaptado de Alton e Forsyth (1996); OIE (2009).
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1.3 Epidemiologia

A brucelose bovina causada por B. abortus ¢ endémica em todo o territério do Brasil,
afetando rebanhos leiteiros, de corte e bubalinos.

Apesar da caréncia de dados relativos a prevaléncia e distribui¢ao regional da brucelose,
sdo observadas diferencas na sua prevaléncia entre os varios estados da Federacao (BRASIL,
2006a). A situacdo da brucelose bovina no Brasil demonstrou a seguinte prevaléncia: 4,1% na
Regiao Norte; 2,5% na Regido Nordeste; 6,8% na Regido Centro-Oeste; 7,5% na Regido
Sudeste e 4,0% na Regiao Sul (BRASIL, 1977; POESTER et al., 2002). Levantamentos
sorolégicos subseqiientes realizados por amostragens em alguns estados da Federacdo
revelaram pequenas alteracdes na prevaléncia da brucelose, sendo que os dados de notificagdao
oficiais indicam que a prevaléncia de animais soropositivos manteve entre 4% e 5% no
periodo entre 1989 e 1998 (BRASIL, 2006a). Apds a implantagdo do Programa Nacional de
Controle e Erradicacio de Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2004), foi realizado um novo
inquérito soroldgico no periodo de 2001 a 2004, em 13 unidades Federativas, confirmando
que a doencga continua disseminada de forma heterogénea, com tendéncia de aumento da
prevaléncia nas regidoes Centro-Oeste e Norte do pais (BRASIL, 2006b). No estado de Minas
gerais, em decorréncia da campanha de vacinacdo das fémeas bovinas e bubalinas com a
vacina B19, a partir de 1993, foi observada uma diminui¢do significativa da doenca
(PAULIN; FERREIRA NETO, 2003; BRASIL, 2006a). A baixa prevaléncia da brucelose no
estado de Santa Catarina (0,34%) possibilitou a implantagao de estratégias de erradicacdo da
doenca (BRASIL, 2006b).

Dentre os fatores relevantes na prevaléncia da brucelose, a idade se destaca, sendo mais
susceptiveis as fémeas puberes nao vacinadas, que podem abortar durante a primeira gestagao.
Em bovinos e outros Bovidae, Brucella € freqiientemente transmitida pelo contato com
material procedente de aborto, parto de animais infectados e durante todo o periodo puerperal,
que concentram uma grande quantidade de bactérias (BRASIL, 2006a; CORBEL, 2006). A
principal via de infeccdo para animais susceptiveis € a ingestdo de gramineas, 4gua e outros
alimentos contaminados pela bactéria (BRASIL, 2006a; LAGE et al., 2006). Outros modos de
infeccdo como a inalagdo, contaminacdo de pele e mucosa conjuntival, uso de ordenhadeiras
contaminadas com leite infectado ou mesmo o aleitamento artificial com colostro
contaminado podem transmitir a bactéria, difundindo a doenga no rebanho (CORBEL, 2006).
A transmissdo sexual pela monta natural ndo € relevante na epidemiologia da brucelose

bovina, entretanto, a inseminacdo artificial pode transmitir a doenga, uma vez que o s€émen



19

contaminado por B. abortus € depositado diretamente no utero da fémea, sendo portanto,
altamente infeccioso (CORBEL, 2006; LAGE, 2008).

Nao ha transmissores nem vetores especiais, sendo os animais doentes os principais
reservatorios, eliminando a bactéria pelos fluidos e anexos fetais desprendidos durante o parto
ou abortamento e durante todo o puerpério, pelo leite e seémen (BRASIL, 2006a).

A espécie humana geralmente adquire a brucelose pelo consumo de leite ndo
pasteurizado e derivados lacteos, sendo a mucosa digestiva a principal via de acesso para
Brucella spp (OIE, 2009). Pode ocorrer também a penetracio percutanea, pela mucosa nasal e
conjuntival ou pelo contato direto com animais infectados (YOUNG, 1995). Em adi¢do, a
brucelose apresenta-se como uma doenca de cardter ocupacional, afetando principalmente
trabalhadores rurais, veterindrios, laboratoristas, manipuladores de carnes, podendo ser
veiculada por aerosol (YAGUPSKY, 1999; AL DAHOUK et al., 2006; CORBEL, 2006). A
brucelose humana € essencialmente uma doenca zoondtica, portanto o controle e a prevengao
da brucelose em animais sdo fundamentais para erradicagdo da doenca no homem

(CARVALHO-NETA et al., 20010).

1.4 Aspectos clinico-patologicos

Membros do género Brucella estio adaptados em seus hospedeiros, possuindo
mecanismos patogénicos semelhantes aos dos parasitos intracelulares, ainda que a via de
exposi¢ao natural possa variar da orofaringe (B. abortus e B. melitensis) ao trato genital (B.
suis e B. canis) (ALTON; FORSYTH, 1996; ADAMS, 2002). A origem da diversidade das
manifestacdes clinicas ocasionadas pela infec¢do por Brucella spp, tanto em animais como no
homem, ndo estd totalmente esclarecida, sendo os sintomas atribuidos a replicacdo do
patégeno (KO; SPLITTER, 2003).

A defini¢do classica da Brucella como bactéria intracelular facultativa nao define sua
verdadeira natureza, sendo mais apropriada a designacdo de patdgeno intracelular/
facultativamente extracelular, visto que o microambiente preferencial da bactéria € o nicho
endossomal intracelular da célula hospedeira, o qual sustenta sua extensiva replicacao
(GORVEL; MORENO, 2002). B. abortus apresenta um tropismo por trofoblastos, pulmao
fetal, trato reprodutivo feminino e masculino, infectando preferencialmente macréfagos,
sendo que a base para a cronicidade da infec¢do reside na sua capacidade em sobreviver por
prolongados periodos dentro do compartimento fagossomal das células hospedeiras, (FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION, WORLD HEALTH ORGANIZATION -
FAO/WHO, 2004; ROOP et al., 2004; OIE, 2009).
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De maneira similar a outros agentes patogénicos intracelulares, Brucella necessita de
quatro fatores para garantir seu sucesso como microorganismo infeccioso: aderéncia, invasao,
replicacdo e disseminagdo dentro do hospedeiro (KO; SPLITTER, 2003).

Os mecanismos utilizados pela bactéria para causar a doenga nao estdo bem
esclarecidos, sendo que a diversidade das lesdes patolégicas em animais domésticos pode ser
influenciada por vérios fatores: (1) espécie e biovar de Brucella spp; (2) imunidade inata e
adquirida do hospedeiro em prevenir o estabelecimento da infeccdo na mucosa através da
destruicdo do agente infectante; (3) via de infecc¢do; (4) dose do indculo; (5) maturidade
sexual e (6) estagio da gestacdo (ELBERG et al., 1977; TEMPLETON, 1990).

Ap0s a internalizacio da Brucella pelos fagdcitos, as cepas virulentas conseguem evadir
dos mecanismos bactericidas intracelulares, ocorrendo um redirecionamento da bactéria para
compartimentos membranosos, definido como via endocitica cldssica, a qual estd
primariamente localizada nos endossomos primdrios. Subsequentemente, a fusdo com
lisossomas € impedida, o que possibilita a replicacdo da Brucella no interior do fagossoma, ou
também designado de brucellassoma (ROOP et al., 2004; MARIA-PILAR et al., 2005;
LAMONTAGNE et al., 2009).

Estudos genéticos e bioquimicos indicam a exposicdo da Brucella aos processos
microbicidas oxidativos do fagécito hospedeiro logo apds a sua entrada, particularmente
quando a bactéria encontra-se opsonizada com anticorpos IgG e/ou os macréfagos sdo
ativados por interferon-y (IFN-Y), limitando portanto, a progressdo dos vactiolos contendo
Brucella para a via endossomal-lisossomal (PHILLIPS; ROOP, 2001; ROQP et al., 2004).

Apés a invasdao da mucosa, no estidgio inicial da infeccdo, a bactéria geralmente se
localiza nos linfonodos regionais que drenam o sitio, resultando em hiperplasia do centro
germinativo e hipertrofia acompanhada de linfadenite com infiltracdo de células inflamatdrias
(ADAMS, 2002). A bacteremia é caracterizada pela passagem da Brucella spp para a
circulacdo sangiiinea, podendo variar entre duas a oito semanas, com a disseminacdo da
infeccao para outros tecidos como medula dssea, baco, figado, articulagdes, cérebro e olhos,
sendo freqlientemente isolada nos linfonodos supramamadrios, iliacos, utero e leite (BRASIL,
2006a). No estagio tardio da infec¢do, € observada uma linfadenite granulomatosa crénica nos
ganglios linfaticos que drenam a glandula mamadria e trato reprodutivo (ADAMS, 2002). A
glandula mamadria geralmente apresenta uma acentuada mastite linfoplasmética (PALMER;
CHEVILLE; JENSEN, 1996). Durante os estigios da brucelose, a infeccdo da glandula
mamadria tem sido reportada pela transmigracdo de leucdcitos fagociticos infectados pela

Brucella da circulacdo para os sitios de replicacao nos alvéolos e ductos mamadrios, com
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subseqiiente migracdo da glandula mamadria para os vasos linfaticos e linfonodos
supramamarios (ADAMS, 2002).

O tropismo de Brucella para os tratos reprodutivo masculino e feminino pode estar
relacionado com a produgdo do eritritol que € um fator estimulante para o crescimento da
bactéria, mas nao € limitante, visto que Brucella também € encontrada no trato reprodutivo de
animais com baixo nivel deste acicar (FAO/WHO, 2004).

Na fase aguda da infec¢do o aborto € observado no ultimo trimestre da gestagao. Em
bovinos, o aborto ocorre geralmente uma sé vez, sendo que a eliminagdo de Brucella pode
persistir por meses ou anos, podendo, no entanto, a eliminacdo deste patdgeno ocorrer
novamente apds um parto normal. Vacas infectadas podem eliminar a bactéria através do
colostro e leite (GORVEL; MORENO, 2002; FAO/WHO, 2004). O aborto e expulsdo do feto
sao resultantes da placentite causada pela bactéria que, ap6s invadir e proliferar nos tecidos
uterinos induz reagdo inflamatdria necrosante (endometrite purulenta) e vasculite necrosante
caruncular, onde a placenta encontra-se colonizada pela bactéria sofrendo alteracdes
patoldgicas que culminam com o desprendimento das membranas fetais e resultando na morte
e expulsdo do feto (ADAMS, 2002). As lesdes fetais consistem em broncopneumonia
fibrinopurulenta e necrosante, alveolite, linfangite, pleurite, granulomas no figado, baco, rins
e linfonodos (PALMER; CHEVILLE; JENSEN, 1996). Apesar destas alteracdes andtomo-
patoldgicas, o mecanismo preciso do aborto ndo estd completamente elucidado, uma vez que a
placenta, além de concentrar a bactéria oriunda da circulagdo materna, também pode ser
considerada um sitio privilegiado para a sua multiplicacdo. Estes achados tém suscitado
questionamentos sobre o real tropismo de Brucella em relagdao a placenta (SAMARTINO;
ENRIGHT, 1993; ADAMS, 2002). B. abortus pode induzir a producao de altas concentracdes
de cortisol com decréscimo nas concentragdes de progesterona e aumento na liberacdo de
estrogeno que pode ocasionar um parto prematuro (ENRIGHT et al., 1984).

Em machos, o sitio de infec¢do preferencial € o trato reprodutivo e linfonodos
associados (ADAMS, 2002). Os achados incluem orquite, epididimite granulomatosa uni ou
bilateral e infeccdo das glandulas sexuais acessdrias. Durante a fase aguda da infeccdo, o
sémen contém elevado nimero de bactérias e, com a evolucdo para a fase cronica, diminui a
concentracdo de bactérias excretadas, podendo cessar completamente ou a eliminacio torna-se
intermitente por varios anos (FAO/WHO, 2004).

O sistema musculo-esquelético pode ser afetado em ambos os sexos, com
desenvolvimento de sinovite fibrino-granulomatosa, artrites com erosao articular, podendo

estar associada com bursite granulomatosa supurativa (BRACEWELL; CORBEL, 1980).
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1.5 Fatores de viruléncia de Brucella spp

Brucella nao possui fatores de viruléncia cldssicos encontrados em outras bactérias
patogénicas como exotoxinas, citolisinas, cdpsula, fimbrias, flagelo, plasmideos, fagos
lisogénicos, variacdes antigénicas, exoproteases, assim como outras formas de resisténcia ou
indutoras de apoptose da célula hospedeira (MORENO; MORIYON, 2002). Os produtos
génicos requeridos para a sobrevivéncia, multiplicacdo e patogénese de B. abortus no
microambiente fagocitico da célula hospedeira indicam a expressao de genes de viruléncia em
resposta as alteragdes neste meio intracelular (LIN; FICHT, 1995; WAGNER et al., 2002).
Desta forma, os fatores de viruléncia encontrados em Brucella sdo determinantes moleculares
que auxiliam na invasdo, na sobrevivéncia e replicacdo intracelular, possibilitando a evasdo
aos mecanismos microbicidas da célula hospedeira (ADAMS, 2002; MORENO; MORIYON,
2002).

O genoma da Brucella consiste de dois cromossomas circulares sem plasmideos,
sugerindo uma marcante diferenca com genomas de outras bactérias (MICHAUX et al.,
1993). A avaliacdo recente de ferramentas genéticas para a manipulagdo do genoma da
Brucella tem permitido a identificacdo de fatores de viruléncia a nivel molecular
(LAMONTAGNE et al., 2009). A anédlise do genoma das trés espécies mais patogénicas
confirmou a auséncia de seqiiéncias funcionais para varios fatores de viruléncia, incluindo os
sistemas de secrecao dos tipos I, II e Il (MORENO; MORIYON, 2002; KO; SPLITER, 2003.
Entretanto, foram descobertas algumas seqiiéncias génicas para viruléncia, como a presenca
de genes para sistemas de secrecdo alternativos tipo IV (virB) e V e sistemas incompletos tipo
III (MORENO; MORIYON, 2002; KO; SPLITER, 2003; MARIA PILAR et al., 2005). O
recrutamento de actina e a ativacdo de pequenas GTPases durante a internalizacdo requerem
um sistema regulatério composto de dois componentes: BvrR, uma proteina regulatéria, e
BvrS, uma proteina da superfamilia de histidina-quinase (CARVALHO-NETA et al., 2010).
Este sistema € responsavel pela regulacdo da expressdao de proteinas da membrana externa
(OMPs) relacionadas ao processo de invasdo da célula hospedeira (LOPEZ-GONI et al.,
2002; GUZMAN-VERI et al., 2002).

Ja foi relatada a presenca de proteinas heat-shock induzidas em resposta as alteragcdes
sofridas pela bactéria durante a sua permanéncia no compartimento intracelular da célula
hospedeira, bem como a expressdo da protease Lon, importante para a sobrevivéncia da
bactéria na fase inicial da infeccao (KO; SPLITER, 2003) e a expressao de proteinas (Asp24 e
Asp60) em resposta a acidificacdo do fagossoma (LIN; FICHT, 1995). A proteina superéxido

dismutase (Sod) desempenha um papel importante na sobrevivéncia intracelular da Brucella,
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participando de um sistema de defesa antioxidante, protegendo a bactéria dos efeitos
microbicidas dos intermedidrios reativos de oxigénio (ROIs) (KO; SPLITER, 2003). Portanto,
Brucella expresssa genes de viruléncia que participam na dinadmica da interacao hospedeiro-
patégeno, induzindo a expressdo de moléculas que podem alterar a fagocitose, a fusdo

fagolisossomal, secrecao de citocinas e apoptose (MARIA-PILAR et al., 2005).

1.6 Composicao antigénica de Brucella spp

Vérios componentes antigénicos de Brucella ja foram bem caracterizados, sendo que o
antigeno imunodominante de superficie € de natureza lipopolissacaridea (LPS) (CORBEL,
1997), estando relacionado com a morfologia das colonias lisas (S-LPS) como os biovares de
B. abortus, B. melitensis, B. suis e B. neotomae, ou colonias rugosas (R-LPS) caracteristicas
de B. ovis e B. canis (ALTON et al., 1988; MEYER, 1990; ALTON; FORSYTH, 1996).

B. abortus possui LPS peculiar como baixa endotoxicidade, alta resisténcia a
degradacdo pelos macréfagos e evasdao da resposta imune, o que constitui um dos principais
mecanismos de viruléncia e replicacdo de Brucella (LAPAQUE et al., 2005). Em espécies de
fase lisa (S - smooth), o S-LPS compreende um lipideo bifosforilado (lipideo A) e um
polissacdride hidrofilico (PS), localizado mais externamente na parede bacteriana (FREER et
al., 1995; CAROFEF et al., 2002; CAROFF; KARIBIAN, 2003). O PS consiste de duas regides
distintas composto de uma cadeia de oligossacarideos e uma cadeia-O, representado por um
homopolimero de aproximadamente 100 residuos (4-formamido-4,6-dideoxi-D-manopiranosil
[N-formilperosamine]). A cadeia PS estd associada ao lipideo A (CAROFF et al., 1984;
PERRY; BUNDLE, 1990; ROJAS et al., 1994; CORBEL, 1997). A estrutura do R-LPS é
similar ao do S-LPS, exceto que a cadeia O estd ausente ou reduzida a poucos residuos na
forma R-LPS. A especificidade do R-LPS é determinada pelo seu core de polissacarideos
(CORBEL, 1997).

Proteinas da membrana externa (OMPs) de Brucella spp foram identificadas a partir da
década de 1980 e classificadas de acordo com a sua massa molecular aparente de 28 a 36 kDa
como proteinas do tipo porina do grupo 2 e de 31-34 e 25-27 kDa como proteinas do grupo 3
(CLOECKAERT et al., 2002). OMPs e outras proteinas da membrana interna, assim como as
citoplasmadticas e periplasmaticas, tém sido bem caracterizadas durante a infeccdo, podendo
ser utilizadas em testes de diagndstico (CORBEL, 1997; AL DAHOUK et al., 2006). A
andlise de proteinas integrais de membranas de B. melitensis utilizando o detergente ndo
ionico Triton X-114 confirmou que OMPs de baixo peso molecular como as OMP10, OMP16
e OMPI19 sdo lipoproteinas (TIBOR; DECELLE; LETESSON, 1999). As proteinas
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ribossomais L7/L12 foram também pesquisadas como importantes componentes
imunolégicos por estimularem respostas humorais e celulares, conferindo protecdo contra
Brucella (CORBEL, 1997; OLIVEIRA; SOEURT; SPLITTER, 2002). Proteinas de superficie
de Brucella (SPs) associadas com a aderéncia ou invasdo de células epiteliais humanas e de
animais ja foram também identificadas e caracterizadas (CASTANEDA-RALDAN et al.,
2006).

1.7 Resposta imune

A imunidade contra B. abortus envolve a ativacdo de células T CD4+ e CDS8+
especificas ao antigeno em adi¢do a resposta humoral, sendo mediada primariamente pela
resposta imune do tipo Thl (ZAHAN; YANG; CHEERS, 1993; GOLDING et al., 2001;
OLIVEIRA; SOEURT; SPLITTER, 2002).

A imunidade inata representa uma resposta ndo especifica durante o estdgio inicial da
infeccdo, com a participagdo de células natural killer (NK), sistema complemento e fagdcitos
(macrofagos e neutréfilos), sendo fundamental durante a infec¢do por B. abortus, pois o
desenvolvimento da imunidade adaptativa estd relacionado ao controle do nimero inicial de
bactérias (KO; SPLITTER, 2003; CARVALHO-NETA et al., 2010).

B. abortus ativa neutrdfilos, macréfagos, células dendriticas (DCs) e outros tipos
celulares, estimulando a expressdo de moléculas de adesdo e a secre¢do de citocinas pré e
antiinflamatérias, envolvendo interacdes com receptores de reconhecimento padrdao da
superficie da célula hospedeira tipo Toll-like (TLRs) com moléculas conservadas da bactéria
(padrdes moleculares associados a patégenos - PAMPs) (CAMPOS et al., 2004; WEISS et
al., 2005). O reconhecimento do LPS de B. abortus envolve a interagdo com as moléculas de
superficie CD14 e TLR-4 em DCs, com a induc¢do da citocina IL-12 que direciona a
diferenciacao de linfocitos ThO para linfécitos efetores Thl e de memdéria (CAMPOS et al.,
2004). A ativacdo de DCs durante a infec¢do por B. abortus resulta em importante via de
regulagdo da resposta imune, com indu¢do de IFN-y pelos linfécitos T e secre¢do de 1L-12
pela co-estimulagcdo de CD-14 (BILLARD; DORNAND; GROSS, 2007). TLR-2 and TLR-9,
que reconhecem lipoproteinas e DNA bacteriano, respectivamente, interagem com
componentes de B. abortus e estimulam resposta imune (MACEDO et al., 2008).

A citotoxicidade mediada pelas células NK € decorrente da sua ativacdo em virtude da
liberacdo de IL-12 pelas células apresentadoras de antigenos (APC), ou seja, macréfagos e

DCs previamente sensibilizadas com a bactéria. A liberacdo de IFN-y pelas células NK e
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macrofagos efetores influencia o direcionamento da resposta imune adaptativa protetora, ou
seja, do tipo Th1 (GOLDING et al., 2001; MARIA-PILAR et al., 2005).

B. abortus tem habilidade particular para resistir a atividade bactericida do soro nao
imune. A longa cadeia-O presente no S-LPS bloqueia a deposicao de moléculas do sistema
complemento na superficie da Brucella, limitando a formacdo do complexo de ataque a
membrana (MAC) (LAPAQUE et al.,, 2005). Durante a infeccdo, a resisténcia ao
complemento e a degradacdo mediada por peptideos catidnicos aumenta a sobrevivéncia da
Brucella antes de sua localizacao no nicho intracelular (LAPAQUE et al., 2005).

A resposta imune adaptativa € critica, pois promove memoria funcional, que é a
estratégia utilizada na vacinag@o. Os mecanismos funcionais da resposta imune adaptativa se
resumem em: (1) producdo de IFN-y pelos linfécitos TCD4", TCD8* e Tyd que ativa as
funcdes efetoras dos macréfagos e promove a diferenciacdo da célula ThO em células Thl; (2)
destruicio de macréfagos infectados pela citotoxicidade mediada por células TCDS8"; (3)
direcionamento da produg¢ao de isotipos de anticorpos do tipo Th1 que sao preferencialmente
produzidos na resposta humoral contra microorganismos intracelulares e a subseqiiente
opsonizagdo do patdgeno, facilitando a fagocitose (GOLDING et al., 2001; BALDWIN, 2002;
KO; SPLITTER, 2003).

A maioria das imunoglobulinas presentes no soro de bovinos e bubalinos pertencem ao
isotipo 1gG (IgG1 e IgG2), seguidas das classes M (IgM) e A (IgA) ((BRASIL, 2006a). A
resposta humoral de bovinos infectados por B. abortus ou vacinados com a cepa S19,
caracteriza-se pela sintese dos quatro isotipos principais de imunoglobulinas. A resposta
sorolégica pés-infecc@o ou vacinagc@o produz uma resposta precoce do isotipo IgM a partir da
primeira semana, sendo influenciada pela via de exposicao, a dose do indculo e a resisténcia
do animal (BEH, 1973; ALLAN et al., 1976). A resposta de IgM ¢ imediatamente seguida
pela produgdo de anticorpos IgG1 e mais tardiamente, pelos isotipos IgG2 e IgA em menor
propor¢ao. Anticorpos da classe IgM sdao menos especificos (NIELSEN et al., 1984;
SAERGERMAN et al., 2004). Entretanto, outros autores tém relatado que os titulos
soroldgicos totais de IgG1 e IgG2 sdao aproximadamente iguais e geralmente permanecem
altos em ruminantes adultos, apesar de considerdveis variacdes dependentes de fatores
genéticos, patoldgicos e fisioldgicos, como na gestacdo, onde pode ocorrer uma queda dos
titulos imediatamente antes ou apds o parto (LEVIEUX, 1990). A meia-vida da IgG total é
maior que a da IgA e IgM com valores de 14 dias e 20 dias para IgGl e IgG2,
respectivamente (LEVIEUX, 1990). A concentra¢do de IgG2 aumenta com a idade e com o

nivel de exposicdo antigénica, no caso da brucelose (FAO/WHO, 1986). Assim, o



26

monitoramento dos niveis de IgG1 e IgG2 anti-Brucella torna-se relevante para a detec¢ao de
animais infectados (LAWMAN et al., 1986). Em estudo recente, nosso grupo correlacionou a
presenca de niveis mais elevados de anticorpo IgG2 anti-B. abortus em soro de animais
infectados em relacdo a animais vacinados, correlacionando este perfil com infeccdo
(PAJUABA; SILVA; MINEO, 2010)

A observacdo por periodos prolongados da resposta humoral em animais infectados
demonstra que ha um decréscimo dos niveis de IgM, enquanto que os de IgG1 permanecem
altos, praticamente inalterados (BRASIL, 2006a). Em fémeas vacinadas até 8 meses de idade
com S19, o nivel de anticorpos decresce rapidamente, atingindo titulos inferiores a 25 Ul/mL
depois de 12 meses. Por outro lado, se a vacinagdo for realizada acima de 8 meses de idade, os
titulos vacinais tendem a permanecer elevados por mais tempo, podendo gerar reagdes falso-

positivas nos testes indiretos de diagnostico (BRASIL 2006a).

1.8 Ensaios diagnésticos validados

O diagnéstico clinico da brucelose em bovinos e humanos € dificil de estabelecer,
devido ao tempo de incubagdo varidvel e a auséncia de sinais clinicos, a ndo ser o aborto em
bovinos (CAROFF et al., 1984; MCGIVEN et al., 2003). O amplo espectro das manifestacdes
clinicas mimetizando outras condi¢des, infecciosas ou ndo infecciosas, contribui para a
utilizacdo e o aprimoramento das ferramentas de diagndstico laboratorial, seja pelo emprego
de métodos diretos de identificacdo do agente patogé€nico ou de métodos indiretos, como os

varios testes soroldgicos para pesquisa de anticorpos (YAGUPSKY, 1999).

1.8.1 Métodos diretos

Um histérico de aborto em vacas, no terco final da gestagdo, deve ser investigado e
considerado suspeito de brucelose. Aspectos clinicos ndo podem ser considerados
patognomoOnicos, entretanto, sdo epidemiologicamente tteis durante a ocorréncia de surtos de
brucelose.

A brucelose pode ser diagnosticada definitivamente pelo isolamento microbiolégico do
agente infectante, sendo que o resultado é considerado como padrao-ouro (gold standard). De
acordo com a OIE (2009), as amostras para o exame microbiolégico podem ser obtidas a
partir de fetos abortados (conteido estomacal, figado, pulmao), cotilédones placentérios,
secrecdo vaginal, tecidos fetais, fluidos de artrite ou higromas, leite e colostro. A reacdo de
imunohistoquimica realizada em material de aborto ou secrecdo vaginal confere uma

evidéncia presuntiva da brucelose, podendo ser confirmada por cultura (OIE, 2009).
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A técnica de andlise de segmentos do DNA pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
€ baseada em primers especificos para Brucella e apresenta alta sensibilidade e especificidade
na identifica¢do de B. abortus (BRASIL, 2006a). Apesar do alto grau de homologia dentro do
género Brucella, varios métodos moleculares tém sido desenvolvidos e analisados para a
diferenciacdo entre as espécies de Brucella e seus biovares e a identificacao de cepas vacinais
(OIE, 2009). Um novo ensaio PCR-multiplex, Bruce-ladder, foi proposto para a identificacdo
e diferenciacdo, em uma unica etapa, de vdrias espécies de Brucella, incluindo as cepas
vacinais B. abortus S19, B. abortus RB51 e B. melitensis Rev.1 (GARCfA—YOLDI et al,
2006; OIE, 2009). Apesar das vantagens, esta técnica € pouco utilizada, pois requer

equipamentos especificos, técnicos capacitados e tem custo elevado (BRASIL, 2006a).

1.8.2 Métodos indiretos

Devido as exigéncia para o cultivo de Brucella, baixa sensibilidade e longo tempo
requerido para o isolamento e identificacdo microbiolégica, o diagndstico da brucelose €
baseado principalmente em métodos soroldgicos (YAGUPSKY, 1999; NIELSEN, 2002; AL
DAHOUK et al., 2006; CORBEL, 2006; OIE, 2009). As técnicas soroldgicas oferecem
suporte para o diagndstico e para programas de controle em massa, sendo que os principais
testes para diagnéstico soroldégico para B. abortus, B. melitensis e B. suis sdo baseados na
deteccao de anticorpos contra o antigeno LPS, direcionados principalmente contra o epitopo
imunodominante PS-O de cepas lisas de Brucella (McGIVEN et al., 2003). Apesar de o LPS
provocar uma intensa resposta humoral, as preparagdes antigénicas obtidas a partir do LPS
possuem algumas desvantagens como as reacdes falso-positivas ocasionadas pela reatividade
cruzada com LPS de outras bactérias e reacdes falso-negativas devido ao efeito prozona
(CASSATARO et al, 2004; OIE, 2009).

Técnicas tradicionais e bem documentadas para o diagndstico sorolégico incluem os
testes de aglutinacdo, fixacdo de complemento e ensaios imunoenzimdticos (ELISAs) que
utilizam preparagcdes com células totais, extratos sonicados ou fracdes de LPS, sendo que
proteinas de membrana externa e proteinas citoplasmaticas estdo sendo pesquisadas como
ferramentas de diagnéstico (CORBEL, 1997; NIELSEN, 2002; McGIVEN et al., 2003; AL
DAHOUK et al, 2006). Estas preparacdes antigénicas sdo freqiientemente obtidas a partir de
cepas lisas (S) de B. abortus ricas em S-LPS (AL DAHOUK et al., 2003).

Dentre os testes validados e utilizados mundialmente, destacam-se:
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1.8.2.1 Testes de aglutinacao

» Teste de aglutinacdo do soro (SAT): é a prova mais antiga, sendo ainda utilizada em
muitos paises para monitoramento ou triagem e em programas de controle da brucelose
bovina, apesar de nao ser recomendada como teste de diagndstico para transito internacional
de bovinos devido a grande ocorréncia de resultados falso-positivos por reacdes cruzadas
(OIE, 2009). O teste pode ser realizado em tubos ou em placas de microtitulagdo, consistindo
da adi¢do do antigeno (suspensdo bacteriana em salina fenolada) em diferentes diluicdes de

amostras de soros. A mistura € incubada, sendo um grau de aglutinagdo acima de 30 UI

considerado um resultado positivo (OIE, 2009).

» Prova de aglutinacdo com agentes redutores (SAT/2-Mercaptoetanol): o principio do
teste se traduz pelo uso de agentes que reduzem a IgM em unidades monoméricas, diminuindo
sua habilidade de aglutinacio (NIELSEN, 2002). E uma prova quantitativa seletiva sendo
utilizada como teste confirmatdério, mas sua principal desvantagem se relaciona a toxicidade

do 2-mercaptoetanol (NICOLETTI, 1969).

> Teste do antigeno acidificado tamponado: dentre as provas que empregam antigenos
acidificados tamponados (pH 3,65) que previnem a aglutinacio de anticorpos do isotipo IgM,
reduzindo as reagdes inespecificas, dois testes sdo comumente utilizados: o teste rosa
bengala/card test (RBT/CT) e o teste de aglutinagcdo em placa com antigeno tamponado
(BPAT). Estes testes sdo muito sensiveis e de facil realizacdo, sendo empregados para a
triagem de animais. Reagdes positivas devem ser investigadas com testes confirmatdrios mais
especificos. Podem ocorrer reacdes falso-negativas devido ao efeito prozona como também
reacoes falso-positivas pela reatividade cruzada com LPS de outras bactérias Gram negativas

e anticorpos residuais vacinais S19.

» Prova do anel em leite: ¢ um teste de aglutinacdo adaptado, utilizado em animais em
lactacdo, onde a suspensdo de antigeno corada com hematoxilina pode ser aplicada em
amostras de leite, sendo um teste recomendado para triagem de rebanho (OIE, 2009). Este
teste estd sujeito a interpretacdes duvidosas, visto que alteracdes na composi¢do normal do
leite, como mastite, colostro e inicio ou fim da lactacdo interferem com o resultado

(NIELSEN, 2002).
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1.8.2.2 Teste de fixacdo do complemento (CFT): é um teste de diagndstico mundialmente
utilizado e aceito como teste confirmatdrio, inclusive para trinsito internacional de animais
(OIE, 2009). Apesar de ser um teste altamente sensivel, varios fatores desencorajam o seu
uso, pois € um exame complexo e requer laboratérios bem equipados e adequada equipe
técnica para a realizac@o das titulagdes e manutencdo dos reagentes (OIE, 2009). O teste estd
sujeito a interferéncia das reacdes de anti-complementariedade e amostras hemolisadas nao

podem ser utilizadas (McGIVEN et al., 2003).

1.8.2.3 Ensaios imunoenzimaticos:

» Ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA): numerosas variagdes deste teste,
empregando  diferentes  preparacdes  antigénicas, conjugados  enzimdticos e
substratos/cromégenos estdo descritos na literatura (OIE, 2009), sendo que varios kits estdo
comercialmente disponiveis e validados. Entretanto, os protocolos mais comumente
realizados utilizam o antigeno S-LPS como agente sensibilizante para adsor¢cdo nas placas de
microtitulacdo de poliestireno (NIELSEN, 2002). Uma das desvantagens deste teste € sua
incapacidade em diferenciar anticorpos vacinais resultantes de Brucella S19 dos anticorpos
induzidos por cepas patogé€nicas, apesar de sua alta sensibilidade, sendo, portanto,
considerado mais um teste de triagem do que confirmatorio, principalmente para animais

vacinados ou rebanhos afetados por problemas de reacdes falso-positivas (OIE, 2009).

» Ensaio imunoenzimatico competitivo (cELISA): este ensaio foi desenvolvido com o
objetivo de reduzir as reagdes decorrentes de anticorpos residuais vacinais, ja que o iELISA
ndo possui tal especificidade (NIELSEN, 2002; OIE, 2009). O cELISA utiliza anticorpo
monoclonal de alta afinidade e especifico para um dos epitopos da molécula PS-O de B.
abortus, sendo que o principio do ensaio se baseia na competi¢do do anticorpo monoclonal
com anticorpos do soro teste ao antigeno adsorvido na placa de microtitulagdo (NIELSEN,
2002; OIE, 2009). Variagoes deste ensaio tém sido validadas, utilizando conjugados de
afinidade com imunoglobulinas com Proteina A e G marcados com peroxidase, com o

objetivo de minimizar a variabilidade de reagentes (NIELSEN, 2008)

1.8.2.4 Teste de polarizacdo de fluorescéncia (FPA): este teste é baseado no fato que uma
molécula em solugdo apresenta uma rotacdo randdomica inversamente proporcional ao seu
tamanho (NIELSEN, 2002). Desta forma, a rotacdo de uma molécula antigénica de PS-O de

Brucella conjugada com fluorocromo podera ser mais lenta com a ligacdo de anticorpos anti-
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LPS de Brucella, determinando assim a quantidade de anticorpos em amostras de soro,

sangue ou leite (McGIVEN et al., 2003).

1.9 Ensaios diagnésticos baseados na afinidade de proteinas ligantes de imunoglobulinas

As proteinas ligantes de imunoglobulinas como Proteina A, Proteina G ou proteina
recombinante A/G marcadas com peroxidase t€ém sido utilizadas como importantes
ferramentas nos ensaios de ELISA para a detec¢do de anticorpos anti-Brucella em vérias
espécies de animais (NIELSEN et al., 2004; NIELSEN et al., 2007). Enquanto Proteina G
reage com ambas as subclasses de IgG bovinas (IgGl e IgG2), Proteina A reage mais
especificamente com a subclasse IgG2, sendo que durante a infeccdo por B. abortus a
concentracdo total de IgG2 anti-Brucella aumenta com o nivel de exposi¢do antig€nica
(SAEGERMAN et al., 2004). Assim, o monitoramento dos niveis de anticorpos bovinos IgG1

e IgG2 anti-Brucella é relevante para a distincdo entre animais infectados e vacinados

(LAWMAN et al., 1986; PAJUABA; SILVA; MINEO, 2010).

1.10 Ensaios diagndsticos baseados na avidez de anticorpos

Durante a resposta imune, o processo de maturacdo de anticorpos IgG é acompanhado
pelo aumento de sua afinidade em conseqiiéncia de mutagdes ocorridas nas regides varidveis
da molécula (THOMAS; MORGAN-CAPNER, 1991). As técnicas para a avaliacdo da avidez
de anticorpos IgG especificos em vérias infec¢des se baseiam na maior ou menor facilidade
com que os anticorpos sdo dissociados de complexos antigénicos especificos, podendo ser
realizada através de diferentes métodos, tais como: aglutina¢do, radioimunoensaio, fixacao de
complemento, ELISA, imunofluorescéncia, immunoblotting, onde agentes desnaturantes
(como uréia, por exemplo) adicionados apés a formagao do complexo antigeno-anticorpo, sao
capazes de dissociar anticorpos de baixa avidez (GUTIERREZ; MAROTO, 1996).

Os anticorpos de baixa avidez sdo produzidos durante os estdgios iniciais das infecgdes,
e os de alta avidez, na fase cronica ou latente (THOMAS; MORGAN-CAPNER, 1991).
Desta forma, ensaios de avidez de IgG tém sido desenvolvidos para varios patégenos para
investigar o tempo de vigéncia da infeccdo primadria e diferenciar entre infec¢des adquiridas
recentemente daquelas ocorridas em tempo mais distante (MONTOYA et al., 1997;
BJORKMAN et al., 1999; BELA et al., 2008).

Em bovinos persistentemente infectados com Salmonella dublin, anticorpos aumentam a
sua afinidade para antigenos especificos do patégeno ao longo do tempo (HANSEN et al.,

2006). Entretanto, pouco € conhecido sobre a maturacdo da afinidade de anticorpos anti-
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Brucella, particularmente para diferenciar animais infectados de vacinados. Neste contexto,
nds desenvolvemos, recentemente, um ensaio de ELISA-avidez usando o antigeno S-LPS para
diferenciar vacas soropositivas nao-vacinadas de vacas vacinadas e nossos dados
demonstraram a predominancia de amostras de soros com IgG de alta avidez no primeiro
grupo e IgG de baixa avidez no ultimo (PAJUABA; SILVA; MINEO, 2010). Portanto,
anticorpos de baixa avidez estdo presentes em bovinos vacinados com Brucella como

previamente sugerido (NIELSEN et al., 2004).

1.11 Imunoproteémica

O sequenciamento e a caracterizacdo do genoma de diversas espécies de Brucella ja
foram bem documentados na literatura (DelVECCHIO et al., 2002; HALLING et al., 2005;
CHAIN et al., 2005 ). Recentemente, o genoma da cepa vacinal B. abortus S19 foi
caracterizado por Crasta e colaboradores (2008) e as informacgdes mais relevantes estao
sumarizados na Tabela 2. Varios aspectos da biologia, patogénese, viruléncia e especificidade
de hospedeiros deste patégeno tém sido analisados por meio de uma andlise protedmica
(DelVECHIO et al., 2002), seja em condicdes especiais de crescimento, que mimetizam o
microambiente endossomal intracelular no qual a Brucella permanece e replica em condicdes
desfavoraveis e estressantes (WAGNER et al.,, 2002), seja em condi¢cdes que permitam
analisar as diferencas no padrdo de expressdao de proteinas entre cepas virulentas e vacinais
atenuadas (ESCHENBRENNER et al., 2002).

Neste contexto, a andlise imunoprotedmica € uma ferramenta para auxiliar a
identificacdo de proteinas antigénicas em alta resolucdo, particularmente dentro do amplo
espectro de proteinas expressadas pela Brucella (AL DAHOUK et al., 2006). Os estudos
protedmicos de B. abortus foram primariamente conduzidos para a identificacdo de fatores de
viruléncia (DELVECCHIO et al., 2002; ESCHENBRENNER et al., 2002; WAGNER et al.,
2002), e ha poucos relatos imunoprotedmicos de B. abortus enfatizando a identificacdo de
proteinas candidatas ao sorodiagndstico (AL DAHOUK et al., 2006) ou ao desenvolvimento
de vacinas (CONNOLLY et al., 2006).

Desta maneira, a caracterizagdo de proteinas imunogénicas é um ponto crucial para a
pesquisa e a compreensdo das variacdes da resposta imune durante a infeccdo por Brucella ou
ap6s vacinacdo. Portanto, uma distinta selecio e caracterizacdo da sororeatividade e
imunogenicidade de vérias proteinas de Brucella poderao levar ao desenvolvimento de testes
diagnésticos que permitam responder aos principais questionamentos dos testes atualmente

utilizados (AL DAHOUK et al., 2006).



Tabela 2. Caracteristicas do genoma de Brucella abortus S19

B.abortus S19'
Aspectos/propriedades Cromossoma I Cromossoma II
Tamanho (Mbp)* 2.12249 1.16145
Referéncia sequenciamento * NC_010742 NC_010740
N° genes codificam proteinas * 1967 1033
ORFs "¢ 2.005 1.0577
tRNA" 41 14
rRNA" 6 3
Topologia circular circular
Proteinas hipotéticas 408 163
*Obtido do NCBI

b Adaptado de Crasta e colaboradores (2008)

“ Regido de leitura aberta do cromossoma (ORFs-Open Reading Frame)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar uma nova preparagao antigénica de B. abortus obtida pela extragdo com o
detergente Triton X-114 por andlise imunoprotedmica e immunoblot-avidez para identificar
proteinas antigénicas candidatas ao sorodiagndstico da brucelose bovina com distin¢do

soroldgica entre bovinos infectados e vacinados.

2.2 Objetivos especificos

o Preparar antigeno solivel de B. abortus pela extracio com o detergente nio id6nico
Triton X-114.

o Identificar as proteinas do antigeno solivel TX-114 de B. abortus por meio de
eletroforese uni e bidimensional.

« Identificar componentes antigénicos por immunoblot uni e bidimensional reconhecidos
por anticorpos IgG anti-B. abortus em amostras soropositivas de bovinos vacinados e
ndo vacinados, e amostras soronegativas, utilizando os conjugados de detec¢ao anti-
IgG bovina e Proteina A, marcados com peroxidase.

« Avaliar a avidez de anticorpos IgG anti-B. abortus em amostras soropositivas de
bovinos vacinados e ndo vacinados por immunoblot do antigeno soluvel TX-114 de B.
abortus, utilizando os conjugados de deteccdo anti-IgG bovina e Proteina A, marcados
com peroxidase.

« Identificar polipeptideos antigénicos de B. abortus por espectrometria de massa como
potenciais marcadores para a distingdo soroldgica entre bovinos vacinados e

infectados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras de soros bovinos

Para a realizacdo do presente trabalho, foi coletada amostras de soros de trés grupos de
animais, os quais foram estabelecidos como segue:

- GI: vacas ndo vacinadas e soropositivas para B. abortus, com idade acima de 24

meses, procedentes de dreas endémicas ou com surtos focais de brucelose (n = 30);

- GII: novilhas vacinadas entre 3 e 8 meses de idade com a cepa S19 de B. abortus,
procedentes de dreas endémicas, sendo as amostras de soros coletadas 3 meses apos a
vacinagdo (n = 30);

- GIII: vacas ndo vacinadas e soronegativas para B. abortus, com idade superior a 24
meses, procedentes de drea ndo endémica para Brucella (n = 30).

As dreas endémicas para brucelose estdo localizadas no estado de Minas Gerais,
enquanto as areas niao endémicas ou com surtos focais estdo localizadas no estado de Santa
Catarina onde a vacinagdo contra brucelose nio é praticada, sendo os rebanhos monitorados
periodicamente. Os diferentes grupos foram estabelecidos em condi¢cdes de campo. Desta
maneira, as amostras de soros do GI foram gentilmente fornecidas pelo Laboratério Nacional
Agropecuario (LANAGRO - Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, Pedro
Leopoldo, estado de Minas Gerais, Brasil) e Companhia Integrada de Desenvolvimento
Agricola de Santa Catarina (CIDASC - Sao José, estado de Santa Catarina, Brasil) e as
amostras do GIII foram procedentes somente do dltimo. Além dos dados epidemioldgicos,
estes grupos também foram selecionados de acordo com a soropositividade (GI, GII) e
soronegatividade (GIII) pelos testes cldssicos de diagndstico, como o teste rosa Bengala
(RBT) e teste de soroaglutinacdo em tubos com agente redutor 2-mercaptoetanol (SAT/2ME),
bem como pelo teste imunoenzimatico indireto utilizando-se o antigeno S-LPS (IELISA-LPS)
para deteccdo de anticorpos bovinos IgG anti-B. abortus (PAJUABA; SILVA; MINEO,
2010). As amostras de soros de GII foram coletadas pela equipe e/ou fornecidas pela
Cooperativa Agropecudria Ltda. de Uberlandia (CALU, Uberlandia, estado de Minas Gerais,

Brasil). Todas as amostras de soros foram armazenadas a -20° C até serem analisadas.

3.2 Cepa de B. abortus
B. abortus cepa lisa vacinal de referéncia S19 (Arbor-Vac, Fort Dodge Satide Animal
Ltda., Campinas, SP, Brasil) foi adquirida comercialmente para utilizacdo nos protocolos de

extragcdo antigénica.
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3.3 Extracao do antigeno solivel de B. abortus por Triton X-114 (Antigeno TX-114)

Fragdes antigénicas de B. abortus S19 foram obtidas mediante extracdo pelo detergente
ndo ionico Triton X-114 (TX-114) (BORDIER, 1981; SCOTT et al., 1987; TIBOR;
DECELLE; LETESSON, 1999), com as adaptacdes a seguir. Bactérias liofilizadas (1,0 g)
foram ressuspensas em 10 mL de solucdo salina tamponada com fosfatos 0,01 M (PBS, pH
7,2) e inativadas pelo calor (66°C por 1 hora). Apods trés ciclos de lavagens por centrifugagdo
(312 x g, 15 minutos, 20°C) em PBS, o sedimento foi ressuspenso em 5 mL de solucdo de
Tris-EDTA (20 mM Tris-HCI (pH 8,0) e 10 mM de 4cido etilenodiaminotetraacético
[EDTA]), sendo entdo submetido a dez ciclos rdpidos de cridlise (congelamento em
nitrogénio liquido e descongelamento em banho-Maria a 37°C) seguido por seis ciclos de
ultra-som durante 1 minuto a 60 Hz em banho de gelo. A seguir, foi adicionado o detergente
TX-114 na concentracdo final de 2%, sendo a mistura incubada por 5 minutos a —20°C.
Restos celulares foram removidos por centrifugacdo (4.000 x g, 10 minutos, 10°C) e o
sobrenadante foi incubado durante 5 minutos a 37°C para permitir a separacdo de fases. A
fase aquosa (soluvel) foi separada da fase detergente por centrifugacao (13.000 x g, 10
minutos, 20°C) e clarificada pela adi¢do de dois novos ciclos de extracdo com TX-114 a 2%.
A fase detergente foi descartada em todas as etapas do processo de extracdo. Para a
concentragdo de proteinas, 2 volumes de acetona a -20°C foram adicionados e a mistura foi
incubada por 18 horas a 4°C (SARKARI; CHANCE; HOMMEL, 2002). Apés centrifugacao
(1.500 x g, 15 minutos, 4°C), os sedimentos foram ressuspensos em 1 mL de salina
tamponada com Tris 20 mM (TBS) ou somente Tris 20 mM para utilizacdo nos ensaios
eletroforéticos em uma dimensao (1-D) ou duas dimensdes (2-D), respectivamente.

Apo6s a obtencdo do antigeno solivel de B. abortus pela extracio com TX-114, a sua
concentracdo protéica foi determinada de acordo com o método de Lowry e colaboradores
(1951), utilizando-se a soroalbumina bovina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) para a

curva de referéncia. O antigeno soldvel TX-114 foi armazenado a -20°C .

3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de séodio (SDS-PAGE)
3.4.1 Eletroforese unidimensional (1-D)

Para a eletroforese 1-D, o antigeno solivel TX-114 de B. abortus foi solubilizado (v/v)
em tampdo de amostra para eletroforese (Tris-HCI 0,1 M, SDS 4%, glicerol 20%, azul de
bromofenol 0,2%), aquecido a 100°C durante 3 minutos e submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% e com gel de empilhamento a 5%, em condicdes

desnaturantes e ndo-redutoras, segundo Laemmli (1970). Marcadores de pesos moleculares
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(BenchMark™ Protein Ladder 6-200 kDa, Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha) foram aplicadas
em paralelo. Foi utilizado o sistema de eletroforese vertical em mini-gel (Sistema Hoefer
Mighty Small, Sao Francisco, EUA), sob corrente constante de 20 mA por 1 hora.

O antigeno solivel TX-114 foi aplicado em concentracdo protéica total de 10 pug por
poco individual do gel e, apds a separacdo eletroforética, o gel foi corado com nitrato de prata
(BLUMM et al., 1987) para visualizacdo do perfil protéico. Alternativamente, 32 png de
proteina total foram aplicadas em pogo tnico do gel e, apds a separagdo, as proteinas foram
eletroforeticamente transferidas para membranas de nitrocelulose, utilizando-se um sistema
semi-imido de transferéncia (Multiphor Novablot II, Pharmacia-LKB, Suécia) por 2 horas
como previamente descrito (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979). As imagens dos géis
1-D foram processadas utilizando-se o programa computacional Kodak Digital Science 1D
Image (Kodak, Rochester, EUA) para determinar as massas moleculares aparentes das

proteinas em compara¢@o com a curva de padrdes de pesos moleculares.

3.4.2 Eletroforese bidimensional (2-D)

Para a eletroforese 2-D, todos os procedimentos foram realizados utilizando-se o
sistema Mini Protean Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA) e todos os reagentes foram
adquiridos da Bio-Rad Laboratories e empregados de acordo com as recomendacdes do
fabricante.

Para os procedimentos de focalizagao isoelétrica (IEF), amostras do antigeno soluvel
TX-114 contendo 20 pg de proteina total foram incubadas por 1 hora, sob agitacdo lenta, em
solucdo tampao de reidratagdo (uréia 8 M, Triton X-100 2% [w/v], azul de bromofenol
0,0025%, ditiotreitol [DTT] 65 mM , anfélitos 0.2%) para um volume final de 125 uL por
amostra. O precipitado foi removido por centrifuga¢io (13.000 x g, 30 minutos, 23°C) sendo a
amostra aplicada sobre tiras de 7 cm com gradiente de pH imobilizado (ReadyStrip™ IPG
Strips, pH 3-10). A seguir, as tiras IPG foram reidratadas por 10 minutos em temperatura
ambiente e IEF foi conduzida no aparelho Protean IEF Cell (Bio-Rad), utilizando-se um
sistema gradiente com reidratagdo passiva por 4 horas a 20°C e reidratacdo ativa por 12 horas
a 50 V. Para prevenir a desidratacdo, as tiras foram recobertas com O6leo mineral ndo
condutivel. IEF foi realizada a 20°C e os seguintes parametros de focalizacdo foram
aplicados: 50 pA/tira, incremento rapido da voltagem de 500 a 1.000 V por 1 hora, voltagem

linear de 4.000 V por 3 horas e, finalmente, voltagem maxima até 16.000 V/hora por 24 horas.
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Ap0s a IEF, cada tira foi equilibrada em 2,5 mL de soluc¢do tampao de equilibrio (uréia
6 M, Tris-HCI 50 mM pH 8,8, glicerol 30% [v/v], SDS 2%, azul de bromofenol 0,001%, DTT
130 mM) durante 10 minutos. A seguir, as tiras foram lavadas em solug¢ao tampao Tris-glicina
(Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%) e aplicadas na superficie do gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) a 12%, sendo seladas com solucdo de agarose 0,5% contendo 0,0003% de azul
de bromofenol. Paralelamente, padrdes de pesos moleculares (BenchMark™ Protein Ladder
6-200 kDa) foram aplicados em papel de filtro. A eletroforese foi realizada aplicando-se
corrente constante de 15 mA por 15 minutos e 20 mA até completar o procedimento. Os géis
foram corados com Comassie Brillant Blue G-250 coloidal (Sigma-Aldrich), sob agitacdo
pendular, durante 24 horas a temperatura ambiente, ou transferidos eletroforeticamente para
membranas de nitrocelulose como descrito para eletroforese 1-D.

As imagens dos géis 2-D foram analisadas utilizando-se o programa computacional
ImageMaster ™ 2-D Platinum 7.0 (GE Healthcare, Amersham Pharmacia Biotech, Reino
Unido) para determinar as massas moleculares aparentes (Mr) e os pontos isoelétricos (pl) dos

polipeptideos do antigeno solivel TX-114.

3.5 Immunoblot 1-D e 2-D

Foram analisadas amostras individuais de soros bovinos de cada grupo em immunoblot
1-D, enquanto trés “pools” de seis amostras de soros bovinos de cada grupo foram analisados
no imimunoblot 2-D. O critério para selecdo destes “pools” de amostras foi baseado no perfil
do reconhecimento antigénico visto no immunoblot 1-D, sendo representativos de diferentes
intensidades de reacdo e heterogeneidades complementares.

Membranas (2-D) ou tiras de 3 mm (1-D) de nitrocelulose previamente
eletrotransferidas com proteinas do antigeno solivel TX-114 foram bloqueadas com 5% de
leite desnatado em PBS contendo Tween 20 0,05% (PBS-T) por 2 horas a temperatura
ambiente. Subseqiientemente, amostras de soros bovinos diluidas 1:50 em PBS-T contendo
1% de leite desnatado (PBS-TM) foram adicionadas a membrana ou tiras de nitrocelulosee
incubadas por 18 horas a 4°C, sob agitacao pendular. Amostras de soros controles positivos e
negativos foram incluidas em cada bateria de andlise. Apds seis ciclos de lavagens em PBS-T,
foram adicionados os conjugados de detecc@o anti-IgG bovina/peroxidase (Sigma Chemical
Co.) diluido 1:40.000 ou Proteina A/peroxidase (Sigma Chemical Co.) diluido 1: 5.000 e
incubados por 2 horas em temperatura ambiente. A reacdo foi desenvolvida pela adi¢do do

substrato enzimdtico (Sigma Fast™ 3,3-diaminobenzidine tablet sets, Sigma Chemical Co.).
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A reacgdo foi interrompida pela adi¢do de dgua destilada quando bandas de coloragdo marrom
foram visualizadas.

Bandas polipeptidicas e spots foram analisados utilizando-se o0s programas
computacionais de andlise de imagens Kodak Digital Science 1D e ImageMaster ™ 2-D
Platinum 7.0, sendo comparadas com a curva de padrées de pesos moleculares para
determinar valores de Mr e pl. Spots reconhecidos pelas amostras de soros nos diferentes
grupos testados foram pesquisados para as respectivas proteinas hipotéticas no banco de

dados Swissprot: (http://ca.expasy.org/tools/tagident.html>UniProtKB/TrEMBL).

3.5.1 Immunoblot-avidez 1-D
Ap6s bloqueio das tiras de nitrocelulose como descrito para immunoblot 1-D, as tiras
foram incubadas em duplicata com amostras de soros positivas diluidas 1:50 em PBS-TM
por 18 horas a 4°C. A seguir, uma das tiras foi lavada por trés vezes com solu¢do de uréia 8
M em PBS-T por 5 minutos, enquanto a outra tira foi lavada somente com PBS-T.
Subseqiientemente, ambas as tiras foram lavadas por trés vezes em PBS-T por 5 minutos. As
etapas subseqiientes foram realizadas como descrito acima para immunoblot 1-D.
Os perfis de bandas polipeptidicas obtidos para as amostras ndo tratadas (uréia’) ou
tratadas com uréia 8 M (uréia’) foram avaliados quanto 2 sua intensidade em pixels (Int
Band), utilizando-se o programa de imagens Kodak Digital Science 1D. Os resultados foram

expressos como Indice de avidez (IA), o qual foi calculado de acordo com a seguinte férmula:

IA = (Int Band urea'/ Int Band urea ) x 100. Foi arbitrariamente definido que IA < 50%

N

corresponderia a reatividade com anticorpos de baixa avidez e, inversamente, IA > 50%

corresponderia a reatividade com anticorpos de alta avidez.

3.6 Espectrometria de massa (MS)

A identificac@o das proteinas de Brucella abortus por espectrometria de massa (MS) foi
realizada conforme descrito por Schevchenko e colaboradores (1996). Os spots de interesse
foram selecionados e a regido central de cada um foi excisada manualmente do gel SDS-
PAGE 2-D, previamente corado por Coomassie coloidal, em capela de fluxo laminar. Estas
preparacdes foram acondicionadas em microtubos de poliprolileno, previamente lavados com
alcool metilico absoluto. As andlises subsequentes foram realizadas em colaboragdo com o
Laboratério de Protedmica do Centro de Genética e Biotecnologia, da Universidade Estadual

de Santa Cruz, Ilhéus, BA.
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3.6.1 Digestao das proteinas em gel 2-D

Para a digestdo das proteinas do gel 2-D, os spots excisados sofreram trés ciclos de
lavagem com 200 pL de solucdo de bicarbonato de amodnio (25 mM, pH 8,0), durante 10
minutos, sob agitacdo em vortex, seguidos de um novo ciclo de lavagens com dagua
deionizada. Subseqiientemente, as amostras foram tratadas com 100 UL de acetonitrila (ACN)
100%, durante 5 minutos a temperatura ambiente, sendo secadas por centrifugacdo a vacuo
(Speed-vac, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

Para a digestdo enzimdtica, as amostras foram reidratadas com 5-7 pug/mL de tripsina
Gold (Promega, Madison, EUA), solubilizada em solu¢do de bicarbonato de amdnio, por 10
minutos a 4°C e incubadas com a mesma soluc@o a 37° C por 16 horas em banho-Maria. A
seguir, a solu¢cdo contendo os digestos tripticos de interesse foi colocada em microtubos e
foram adicionados 25-50 puL de soluciao contendo ACN 50% e acido férmico 5%, ficando sob
agitacdo suave por 30 minutos. O sobrenadante foi recuperado e transferido para um
microtubo, sendo o ciclo de extracdo repetido por mais duas vezes. A solucdo final contendo

apenas os digestos tripticos foi concentrada em Speed-vac para volume de 10-15 pL.

3.6.2 Analise de MS

Apés a extragdo, os peptideos foram analisados pela técnica de nanocromatografia
aplicada ao espectrometro de massa (nanoLC/MS/MS), utilizando-se o sistema de
cromatografia UPLC nanoAcquity (Waters, Milford, EUA) acoplado ao espectrometro
ortogonal Micromass Q-TOFmicro (Waters).

Duas fases modveis foram utilizadas para as andlises cromatograficas. Fase movel A:
100% é4gua ultra-pura e a fase B: 100% de ACN, ambas acidificadas com 4cido férmico 0,1%.
Os digestos tripticos foram dessalinizados utilizando-se uma pré-coluna Symmetry (Waters)
C18, com 180 wm de didmetro interno x 20 mm de comprimento e separados em uma coluna
analitica de 1,7 um x 100 mm.

A eluicdo seqiiencial dos peptideos foi realizada utilizando-se um gradiente de 1-50% de
ACN por 23 minutos, chegando até 85% com 27 minutos. A corrida para cada spot foi de 30
minutos com um fluxo de 0,6 ul/min. Os peptideos foram introduzidos ao quadrupolo do
espectrometro de massa Q-TOFmicro (Waters) e ela sonda deionizados em sonda de
eletrospray. As andlises no espectrometro foram feitas através do software Masslynx V 4.1, e
os fons mais abundantes observados no espectro de MS, escolhidos automaticamente para a

fragmentacao induzida por colisdo (CID), gerando os espectros de MS/MS. O nitrogénio foi
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utilizado como gés de nebulizacdo e dessolvacdo, e o argdnio como gis de colisdo. O
equipamento foi operado no modo ion positivo com voltagem do capilar 3000 V e voltagem

do cone 35 V.

3.6.3 Analise in silico

Os espectros gerados foram processados pelo algoritmo Max Ent3 software Masslynx V
4.1, resultando numa lista de massas que foi analisada pelo sofiware ProteinLynx Global
Server (PLGS) V2.3 (Waters) e posteriormente pesquisada no banco de dados Swissprot
(http:// ca.expasy.org/sprot/) e NCBI (http:// blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Os critérios de busca utilizados pelo software foram massas moleculares, perda do sitio
de clivagem, pontos isoelétricos, cisteinas modificadas por carboxamidometilacio e as
possiveis modifica¢des, como oxidacdo de metionina. Os resultados das identificagdes foram
observados pelo software ProteinLynx Global Server (PLGS) V2.3, sendo consideradas
identificacdes confidveis apenas as que apresentaram probabilidade entre 80-100%.

Ap6s identificacdo dos peptideos de B. abortus extraidos do gel 2-D, realizou-se uma
busca pela seqiiéncia completa dos epitopos imunodominantes nos bancos de dados:
(http://www.expasy.org/tools/tagdent.html) e BLASTp (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast),
delimitando-se a procura ao organismo B. abortus. O alinhamento das seqii€éncias peptidicas
encontradas dos epitopos de interesse foi pesquisado no banco de dados BLASTp

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.7 Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa GraphPad Prism 4.0
(Graphpad Sofware Inc., San Diego, EUA). As freqiiéncias das bandas antigénicas foram
analisadas empregando-se o teste Chi-quadradro . A comparacdo do indice de avidez
médio (IA) para cada banda antigénica entre os grupos GI e GII e entre os diferentes
conjugados analisados foi realizada utilizando-se o teste ¢ de Student. Valores de P < 0,05

foram considerados estatisticamente significantes.

3.8 Normas de Biosseguranca
Todos os procedimentos técnicos € manuseio de materiais biologicos foram realizados

seguindo as normas de biosseguranca compativeis (MINEO et al., 2005; OIE, 2009).



41

4. RESULTADOS

4.1 Dosagem de proteinas no antigeno solivel TX-114 de B. abortus
A concentracao média de proteina total nas diversas extragdes realizadas para obtencao
de um pool do antigeno solivel TX-114 destinado aos experimentos de andlise protedmica e

imunoprotedmica foi de 500 pg de proteina/mL.

4.2 Perfil eletroforético 1-D e antigénico do antigeno solivel TX-114 de B. abortus
O perfil eletroforéticol-D do antigeno solivel TX-114 de B. abortus foi analisado apds
ser submetido em SDS-PAGE 12% (Figura 1A). O gel corado com prata demonstrou um
amplo espectro de bandas com massas moleculares aparentes (Mr) variando de 10 a 79 kDa,
destacando-se oito bandas fortemente coradas (10, 12, 32, 35, 41, 45, 50 e 79 kDa).
Immunoblots representativos do antigeno solivel TX-114 com as principais bandas
antigénicas reconhecidas por amostras de soro dos trés grupos analisados, utilizando os
reagentes de deteccdo anti-IgG bovina e Proteina A conjugados com peroxidase, estdo
ilustrados nas Figuras 1B e 1C, respectivamente. Foi visualizado um amplo perfil de
sororeatividade por amostras de soros de GI (vacas nao vacinadas soropositivas), com
intensidade de reagao mais forte para 13 bandas (10, 12, 17, 24, 28, 32, 35, 38, 41, 45, 50, 54
e 79 kDa), para ambos os conjugados analisados. Por outro lado, um perfil mais restrito de
sororeatividade foi observado pelas amostras de soros de GII (novilhas vacinadas
soropositivas), que apresentaram reatividade predominante com cinco bandas (32, 38, 41,45 e
79 kDa), para ambos os conjugados analisados. Adicionalmente, os componentes antigénicos
com Mr abaixo de 20 kDa (10, 12 e 17 kDa) foram reativos exclusivamente com soros de GI,
apesar de ndo serem reconhecidos por todas as amostras analisadas deste grupo. Bandas
inespecificas acima de 50 kDa e fracamente coradas foram detectadas em amostras de soro de

GIII (vacas ndo vacinadas soronegativas), para ambos os conjugados analisados.
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Figura 1. Perfil eletroforético e antigénico unidimensional (1-D) do antigeno solivel TX-114 de Brucella abortus
cepa vacinal S19. (A) Gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) corado com nitrato de prata. (1) padrdo de pesos
moleculares (BenchMark™ Protein Ladder 6-200 kDa, Invitrogen); (2) frac@o purificada de albumina bovina, 66 kDa
(Sigma Chemical Co.); (3-6), diferentes lotes de extra¢des antigé€nicas de B. abortus pelo detergente Triton X-114.
Pesos moleculares (MW) dos padrdes, expressos em kiloDalton (kDa), estdo indicados a esquerda. Massas
moleculares aparentes (Mr), expressas em kDa, estdo indicadas a direita e foram analisadas pelo programa de
imagens Kodak Digital Science ID. (B e C) Immunoblots 1-D representativos demonstrando as principais bandas
antigénicas do antigeno soliivel TX-114 reconhecidas por amostras de soros bovinos dos seguintes grupos: GI, vacas
ndo vacinadas e soropositivas para B. abortus, com idade acima de 24 meses, procedentes de dreas endémicas ou com
surtos focais de brucelose, n = 30; GII, novilhas vacinadas entre 3 e 8 meses de idade com a cepa S19 de B. abortus,
procedentes de 4reas endémicas, sendo os soros coletados 3 meses apds a vacinagdo, n = 30; GIII, vacas ndo
vacinadas e soronegativas para B. abortus, com idade superior a 24 meses, procedentes de drea ndo endémica para
Brucella, n = 30. Os soros foram detectados utilizando os conjugados enzimadticos anti-IgG bovina/peroxidase (B) ou
Proteina A/peroxidase (C) e a reacgdo foi revelada com diaminobenzidina (DAB, Sigma Chemical Co.).
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4.3 Analise da freqiiéncia de sororeatividade por Immunoblot 1-D

A freqiiéncia de sororeatividade dos grupos GI e GII para cada banda antigénica do
antigeno TX-114, determinada pelos conjugados anti-IgG bovina/peroxidase e Proteina
Al/peroxidase, estd demonstrada nas Figuras 2A e 2B, respectivamente. Foi observado um
perfil distinto de sororeatividade entre os grupos, sendo caracterizada como significantemente
mais elevadas as frequéncias de reconhecimento de oito componentes imunodominantes (24,
28, 35, 47, 50, 52, 54 e 63 kDa), os quais foram reconhecidos por mais de 50% das amostras
de soro de GI em relagao ao GII para ambos os conjugados analisados (P < 0,05). Dessas
bandas antigénicas, quatro (24, 28, 47 e 52 kDa) (Figura 2A) e cinco (24, 28, 35, 47 e 52 kDa)
(Figura 2B) bandas apresentaram reconhecimento <50% por amostras de soro de GII, quando
utilizado os reagentes de deteccdo anti-IgG bovina e Proteina A marcados com peroxidase,
respectivamente. Adicionalmente, cinco bandas antigénicas imunodominantes (32, 38, 41, 45,
e 79 kDa) foram reconhecidas por >50% de soros de GI e GII para ambos os conjugados sem
apresentar diferenca significante entre os grupos (Figuras 2A e 2B). E importante ressaltar
que trés bandas antigénicas com baixa massa molecular (10, 12 e 17 kDa) foram
reconhecidas somente por amostras de soro de GI (P < 0.05). Entretanto, elas ndo foram
consideradas como antigenos imunodominantes por apresentarem freqiiéncia de
reconhecimento <50% pelas amostras de soros analisadas deste grupo.

A reatividade das amostras de soros dentro de cada grupo soropositivo (GI e GII) foi
analisada em relacdo aos conjugados anti-IgG bovina e Proteina A marcados com peroxidase
(Figuras 3A e 3B). Nao foi observada diferenca significativa na freqiiéncia de bandas
antigénicas reconhecidas por amostras de soros de GI (Figura 3A) analisadas pelos dois
conjugados. Somente a banda antigénica de 35 kDa teve sua freqii€éncia de reconhecimento
significativamente maior quando detectada com o conjugado anti-IgG bovina/peroxidase
(63,4%) em relacao a Proteina A/peroxidase (26,7%) (P < 0,05) em amostras de soros de GII
(Figura 3B).
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Figura 2. Freqiiéncia dos componentes polipeptidicos do antigeno solivel TX-114 de Brucella abortus reconhecidos
por amostras de soros bovinos dos grupos GI e GII, e detectados pelos conjugados enzimdticos anti-IgG
bovina/peroxidase (A) ou Proteina A/peroxidase (B) por Immunoblot unidimensional. GI, vacas ndo vacinadas e
soropositivas para B. abortus, com idade acima de 24 meses, procedentes de dreas endémicas ou com surtos focais de
brucelose, n = 30; GII, novilhas vacinadas entre 3 e 8 meses de idade com a cepa S19 de B. abortus, procedentes de
areas endémicas, sendo os soros coletados 3 meses apds a vacinagdo, n = 30. Massas moleculares aparentes das
bandas antigé€nicas estdo expressas em kiloDalton (kDa). A linha tracejada indica o limite estabelecido para as bandas
imunodominantes (>50% de reconhecimento). *P < 0,05 determinado pelo teste chi-quadrado (x*) na comparagio da
freqiiéncia de cada banda antigénica entre os grupos GI e GII.
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Figura 3. Comparagdo entre as freqiiéncias dos componentes polipeptidicos do antigeno solivel TX-114 de
Brucella abortus, determinados por Immunoblot unidimensional, utilizando os conjugados de deteccdo anti-IgG
bovina e Proteina A marcados com peroxidase, dentro de cada grupo de amostras de soros bovinos. (A) GI, vacas
ndo vacinadas e soropositivas para B. abortus, com idade acima de 24 meses, procedentes de dreas endémicas ou
com surtos focais de brucelose, n = 30; (B) GII, novilhas vacinadas entre 3 e 8 meses de idade com a cepa S19 de
B. abortus, procedentes de dreas endémicas, sendo os soros coletados 3 meses apés a vacinagdo, n = 30. Massas
moleculares aparentes das bandas antigénicas estdo expressas em kiloDalton (kDa). A linha tracejada indica o
limite estabelecido para as bandas imunodominantes (>50% de reconhecimento). *P < 0,05 determinado pelo teste
chi-quadrado (3%) na comparagio da freqiiéncia de cada banda antigénica entre os conjugados enzimaticos anti-IgG
bovina/peroxidase e Proteina A/peroxidase.
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4.4 Immunoblot-avidez 1-D do antigeno solivel TX-114 de B. abortus

Immunoblot-avidez 1-D foi realizado somente com amostras positivas de soros de Gl e
GII (Figura 4). Ao analisar o perfil de bandas antigénicas detectadas com o conjugado anti-
IgG bovina/peroxidase (Figuras 4A e 4B), observou-se significativa redu¢do na freqiiéncia de
quatro bandas antigénicas imunodominantes (52, 54, 63 e 79 kDa) e da banda antigénica de
10 kDa em amostras de soro de GI apds tratamento com uréia (P < 0,05), enquanto que a
maioria das bandas imunodominantes (24-50 kDa) ndo tiveram suas freqiiéncias
significativamente alteradas (Figura 4A). Em GII (Figura 4B), sete bandas antigé€nicas (28,
35, 50, 54, 63, 70 e 79 kDa) tiveram reduc¢do significativa na sua freqiiéncia apds tratamento
das amostras com uréia (P < 0,05), sendo apenas duas bandas (28 e 70 kDa) consideradas ndo
imunodominantes (<50% reconhecimento).

Ao analisar a freqiiéncia de bandas antigénicas detectadas com Proteina A/peroxidase
(Figuras 4C e 4D), foi observada significativa redu¢do na freqiiéncia de quatro bandas
antigénicas imunodominantes (24, 54, 63 e 79 kDa) em amostras de soros de GI apds
tratamento com uréia (Figura 4C). Em GII (Figura 4D), entretanto, foi observada marcante
reducdo na frequéncia de 10 bandas antigénicas, dentre elas oito imunodominantes (32, 38,
41, 45, 50, 54, 63 ¢ 79 kDa) e duas bandas (28 e 70 kDa) ndo imunodominantes (P < 0,05).

O indice de avidez médio (IA) de anticorpos IgG-especificos foi comparado entre os
grupos GI e GII utilizando os reagentes de detec¢do anti-IgG bovina/peroxidase ou Proteina
A/peroxidase (Figura 5). Para o conjugado anti-IgG bovina/peroxidase (Figura 5A),
anticorpos IgG-especificos presentes em soros do GI apresentaram IA significativamente
maiores que aqueles do GII para 11 componentes antigénicos (28, 32, 35, 38, 41, 45, 47, 50,
54, 63 e 70 kDa), dos quais somente dois (54 e 63 kDa) foram reativos a anticorpos de baixa
avidez ou [A<50% (P < 0,05). Por outro lado, soros do GII apresentaram [A>50% somente
para trés bandas antigénicas (32, 38 e 41 kDa). Adicionalmente, nenhum valor de TA foi
encontrado para soros do GII reativos a cinco bandas antigénicas, das quais trés (10, 12 e 17
kDa) foram exclusivamente reativas com soros de GI e duas (24 e 52 kDa) mostraram baixa
freqiiéncia de reconhecimento por soros de GII. Destes cinco componentes antigénicos, dois
(12 e 52 kDa) foram reativos a anticorpos de alta avidez (IA>50%).

A anélise comparativa da avidez de 1gG especifica entre amostras de soros de GI e GII
utilizando o conjugado Proteina A/peroxidase (Figura 5SB) demonstrou valores de IA maiores
em soros de GI comparado a GII (P < 0,05) para oito componentes antigénicos (28, 32, 35,
38,41, 45, 47 e 50 kDa), enquanto amostras de soros de GII apresentaram [A<50% para todos

componentes antigénicos detectados. Adicionalmente, nenhum valor de IA foi encontrado
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para soros do GII reativos a oito bandas antigénicas, das quais trés (10, 12 e 17 kDa) eram
exclusivamente reativas com soros de GI, duas (24 e 52 kDa) mostraram baixa freqiiéncia de
reconhecimento por soros de GII e trés (54, 63 e 70 kDa) mostraram alta freqiiéncia de
reconhecimento por soros de GII, assim caracterizando o seu reconhecimento por anticorpos
de baixa avidez presentes em soros de GII. Destes oito componentes antigénicos, quatro (12,
17,52 e 70 kDa) foram reativos com anticorpos de alta avidez (IA>50%) em soros de GI.

A comparacdo do IA médio das amostras soropositivas e reativas aos diferentes
componentes do antigeno TX-114 entre os conjugados anti-IgG bovina e Proteina A marcados
com peroxidase, dentro de cada grupo estd demonstrada nas Figuras 6A e 6B. Em amostras
de soros de GI (Figura 6A), valores de IA foram significativamente mais elevados apenas para
trés componentes antigénicos (35, 38 e 41 kDa) quando utilizado o conjugado Proteina
A/peroxidase em relacdo a anti-IgG bovina/peroxidase (P < 0.05), embora foram
reconhecidos por anticorpos de alta avidez (IA>50%) por ambos os conjugados. Em soros de
GII (Figura 6B), entretanto, valores de IA foram significativamente maiores para trés
componentes antigénicos (32, 38 e 41 kDa) quando utilizado o conjugado anti-IgG/peroxidase
em relacdo a Proteina A/peroxidase (P < 0.05), sendo reconhecidos por anticorpos de alta
avidez (IA>50%) somente pelo conjugado anti-IgG bovina/peroxidase. Trés bandas de massas
moleculares >50 kDa (54, 63 e 70 kDa) foram reconhecidas por amostras de soros de GII
ap6s o tratamento com uréia somente quando utilizado o conjugado anti-IgG
bovina/peroxidase.

Immunoblots-avidez representativos do antigeno solivel TX-114 demonstrando as
principais bandas antigénicas reconhecidas por soros bovinos de GI e GII antes e apds o
tratamento com uréia, utilizando ambos conjugados de deteccdo, estdo ilustrados nas Figuras
7A e 7B. Para o conjugado anti-IgG bovina/peroxidase (Figura 7A), foi observada queda de
reatividade de cinco bandas antigé€nicas (10, 52, 54, 63 e 79 kDa) reconhecidas por amostras
de soros de GI e de sete bandas (28, 35, 50, 54, 63, 70 e 79 kDa) reconhecidas por amostras
de soros de GII. Quando foi utilizado o conjugado Proteina A/peroxidase (Figura 7B), quatro
componentes antigénicos (24, 54, 63 e 79 kDa) apresentaram diminuicdo na reatividade apds
o tratamento com uréia de soros do GI, enquanto a maioria das bandas antigénicas
reconhecidas por soros de GII mostraram queda de reatividade (Figura 7B).

Dados obtidos nas andlises de immunoblot 1-D para determinar a frequéncia de bandas
antigénicas reconhecidas diferencialmente por amostras de soros de GI e GII bem como a
frequéncia de reatividade apds tratamento dos soros com uréia e respectivos indices de avidez

estdo sumarizados na Tabela 3.
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Figura 4. Freqiiéncia dos componentes polipeptidicos do antigeno solivel TX-114 de Brucella abortus reconhecidos por amostras de soros bovinos tratadas ou ndo com uréia 8
M, utilizando os conjugados enziméticos anti-IgG bovina/peroxidase (A, B) ou Proteina A/peroxidase (C, D) por Immunoblot unidimensional, nos seguintes grupos: GI, vacas
ndo vacinadas e soropositivas para B. abortus, com idade acima de 24 meses, procedentes de dreas endémicas ou com surtos focais de brucelose, n = 30; GII, novilhas vacinadas
entre 3 e 8 meses de idade com a cepa S19 de B. abortus, procedentes de dreas endémicas, sendo os soros coletados 3 meses apds a vacinag¢do, n = 30. Massas moleculares
aparentes das bandas antigénicas estdo expressas em kiloDalton (kDa). A linha tracejada indica o limite estabelecido para as bandas imunodominantes (>50% de
reconhecimento). *P < 0,05 determinado pelo teste chi-quadrado (x) na comparacio da freqiiéncia de cada banda antigénica reconhecida por amostras de soros tratadas (uréia*)

e ndo tratadas (uréia’).
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Figura 5. Comparacio do Indice de avidez (IA) de anticorpos IgG especificos aos componentes polipeptidicos
do antigeno solivel TX-114 de Brucella abortus reconhecidos por amostras de soros bovinos dos grupos GI e
GII, utilizando os conjugados enzimaticos anti-IgG bovina/peroxidase (A) ou Proteina A/peroxidase (B) por
Immunoblot unidimensional. GI, vacas ndo vacinadas e soropositivas para B. abortus, com idade acima de 24
meses, procedentes de areas endémicas ou com surtos focais de brucelose, n = 30; GII, novilhas vacinadas entre
3 e 8 meses de idade com a cepa S19 de B. abortus, procedentes de areas endémicas, sendo os soros coletados 3
meses apds a vacinagdo, n = 30. A linha tracejada indica o limite estabelecido para diferenciar alta (IA>50%) e
baixa (IA<50%) avidez. As barras representam a média do IA e o erro padrao da média. *P < 0,05 determinado
pelo teste t de Student na comparacio entre as médias de IA dos soros de GI e GII.
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Figura 6. Comparagio do Indice de avidez (IA) de anticorpos IgG especificos aos componentes polipeptidicos
do antigeno solivel TX-114 de Brucella abortus reconhecidos por amostras de soros bovinos dos grupos GI (A)
e GII (B) entre os conjugados enzimaticos anti-IgG bovina/peroxidase e Proteina A/peroxidase por Immunoblot
unidimensional. GI, vacas ndo vacinadas e soropositivas para B. abortus, com idade acima de 24 meses,
procedentes de dreas endémicas ou com surtos focais de brucelose, n = 30; GII, novilhas vacinadas entre 3 e 8
meses de idade com a cepa S19 de B. abortus, procedentes de dreas endémicas, sendo os soros coletados 3 meses
apods a vacinagdo, n = 30. A linha tracejada indica o limite estabelecido para diferenciar alta (IA>50%) e baixa
(IA<50%) avidez. As barras representam a média do IA e o erro padrdo da média. *P < 0,05 determinado pelo

teste ¢ de Student na comparacdo entre as médias de IA obtidas pelos conjugados anti-IgG bovina/peroxidase e
Proteina A/peroxidase.



A. Anti-IgG bovina/peroxidase

o
20—
NSNS
0— et

MW
(kDa)

1

GI

GII

Mr

"

(kD

79
& 63
- 54

e 50

e 45
41

38

32
le 28

l— 24

— 12
= 10

u v u vu uvuuvuuovu o

1

2

3

1

2

3

52

B. Proteina A/peroxidase

MW
(kDa)

GI

GII

Mr

Y |

18
RE | RNl |
u

(kD

e 79
e 54
i~ 50

45
41
38

32
— 28

e 24

— 12
=10

Figura 7. Immunoblot-avidez unidimensional representativo dos componentes polipeptidicos do antigeno solivel TX-
114 de Brucella abortus reconhecidos por amostras de soros bovinos tratadas (u*) ou ndo (u’) com uréia 8 M (1-3),
utilizando os conjugados enzimdticos anti-IgG bovina/peroxidase (A) ou Proteina A/peroxidase (B), nos seguintes
grupos: GI, vacas ndo vacinadas e soropositivas para B. abortus, com idade acima de 24 meses, procedentes de dreas
endémicas ou com surtos focais de brucelose, n = 30; GII, novilhas vacinadas entre 3 e 8 meses de idade com a cepa
S19 de B. abortus, procedentes de dreas endémicas, sendo os soros coletados 3 meses apds a vacinagdo, n = 30. Pesos
moleculares (MW) dos padrdes, expressos em kiloDalton (kDa), estdo indicados a esquerda. Massas moleculares
aparentes (Mr), expressas em kDa, estdo indicadas a direita e foram analisadas pelo programa de imagens Kodak
Digital SciencelD.
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Tabela 3. Dados sumarizados das freqii€éncias de bandas antigénicas do antigeno soltdvel Triton X-
114 de Brucella abortus reconhecidas diferencialmente por amostras soropositivas de bovinos nao

vacinados (GI) e vacinados (GII), obtidos nas analises de immunoblot 1-D.

Bandas antigénicas (kDa) do antigeno soliivel Triton X-114 de Brucella abortus

Immunoblot 1D Immunoblot 1D-avidez
Frequéncia® Frequéncia® Indice avidez®
Grupos® (sem uréia) (apos uréia)
Sem Com

>50 % <50 % alteracio  diminuicdo >50 % <50 %
24 | 1507 |32 10 24 | 132 10 28 || 12] [24] |10
28" | |547 |38 12 28 | 138 35 17

35°| 1637 |41 17 35 | |41 54| 47132

47" 45 47 | |45 63| |50/ 38
52° 79 79 41 54
GI 45 63
79
50| |32 24 321 |28 54 32 28| |54
54| 138 28 38| 135 63 38 35| 163
63| |41 35 41 79 41 471 179

45 47 45 45 50
GII 79 52

* Grupos de bovinos: GI, vacas ndo vacinadas e soropositivas para B. aborfus, com idade acima de 24 meses,
procedentes de dreas endémicas ou com surtos focais de brucelose; GII, novilhas vacinadas entre 3 e 8 meses de
idade com a cepa S19 de B. abortus, procedentes de dreas endémicas, sendo os soros coletados 3 meses apds a
vacinacdo.

" Dados sumarizados das Figuras 2 e 3.

¢ Dados sumarizados da Figura 4.

¢ Dados sumarizados das Figuras 5 ¢ 6.

* Significativamente predominante (P < 0,05).

Box cor verde: agrupa marcadores antigé€nicos com reconhecimento diferencial por amostras de soros de cada
grupo, seja na freqiiéncia ou no indice de avidez dos anticorpos IgG especificos (sem ou apds tratamento com
uréia);

Box cor cinza: agrupa marcadores antigénicos com reconhecimento por amostras de soros de ambos os grupos (GI
e GII);

Box cor vermelha: agrupa marcadores antigé€nicos com reconhecimento exclusivo por amostras de soros do grupo
L.
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4.5 Perfil eletroforético 2-D e antigénico do antigeno solivel TX-114 de B. abortus

O perfil eletroforético 2-D do antigeno solivel TX-114 de B. abortus estd ilustrado na
Figura 8. O gel 2-D corado com Coomassie coloidal revelou um padrdo restrito de spots em
relacdo aos pontos isoelétricos, com pl variando de 5,1 a 8,4, mas apresentando uma faixa
abrangente de massas moleculares variando de 7,1 a 79,4 kDa, com resolucdo total de 42

spots determinados pelo software ImageMaster™ 2-D Platinum 7,0 (Figura 8).
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Figura 8. Perfil eletroforético e antigénico bidimensional (2-D) do antigeno solivel TX-114 de Brucella
abortus separado por focalizac@o isoelétrica (IEF) em tiras de 7-cm com gradiente de pH imobilizado
(ReadyStrip™ IPG Strip pH 3-10) e resolvido em SDS-PAGE 12%. (A) Gel 2-D corado com Coomassie
coloidal e (B) analisado pelo software ImageMaster™ 2-D Platinum 7.0. Um total de 42 spots foram
identificados e numerados (#1-42). Marcadores de pesos moleculares (MW) estdo indicados a esquerda em

kiloDalton (kDa) e os pontos isoelétricos (pI, 3-10) estdo demarcados na posi¢ao superior do gel.



56

Immunoblot 2-D foi realizado com trés “pools” de seis amostras de soros bovinos de
cada grupo (GI, GII e GIII) e selecionados de acordo com o perfil antigénico analisado em
immunoblot 1-D, utilizando os conjugados de deteccdo anti-IgG bovina/peroxidse e Proteina
A/peroxidase, como ilustrado na Figura 9. Os padrdes de reatividade de anticorpos IgG aos
spots antigénicos foram arbitrariamente agrupados em quatro regides diferenciadas de acordo
com os padroes de massa molecular relativa (Mr), como segue:

e Regido I: representativa de uma série de spots antigénicos, individualizados e seriados,
com Mr variando de 65 a 70 kDa e pI heterogéneo;

e Regido II: representativa de spots antigénicos com Mr variando de 24 a 45 kDa,
apresentando um padrdo mais intenso de reatividade que nas demais regides, com spots
individualizados e seriados com pI heterogéneo;

e Regido III: representativa de spots antigénicos individualizados, com reatividade
marcantemente mais acentuada, compreendendo uma faixa de Mr inferior a 20 kDa e pl
heterogéneo;

® Regido IV: representativa de uma pequena série de spots antigénicos individualizados,
fracamente reativos, com Mr variando de 50 a 79 kDa e pI neutro (6,4-7,2).

Globalmente, o nimero de marcagdes antigénicas reconhecidas por anticorpos das
amostras de soro bovino dos grupos analisados (GI, GII e GIII) variou de 4 a 53, sendo 27
spots individualizados e 26 spots seriados (Figura 9; Tabela 4). A numerac¢do dos spots
antigénicos na Figura 9 do immunoblot 2-D corresponde aos spots analisados na Figura 8 do
gel 2-D, enquanto spots individualizados referenciados com letras (identificadas de A a F)
bem como o0s spots seriados (representados dentro de circulos brancos) foram detectados
somente no immunoblot 2-D, sem correspondéncia com o gel 2-D.

A andlise de amostras de soros bovinos utilizando o conjugado de deteccio anti-IgG
bovina/peroxidase (Figuras 9A, B, C; Tabela 4) mostrou que soros de GI (Figura 9A)
reconheceram 29 spots, sendo 22 spots individualizados, dos quais somente 1 (#d, Mr 50 kDa,
pl 5.2-5.6), nao foi visualizado no gel 2D e sete spots seriados. A regiao I (Mr: 65-70 kDa)
apresentou seis spots antigénicos individualizados (#1-6). Uma marcac¢do fortemente densa foi
visualizada na regido II (Mr: 24-45 kDa), com a identificacdo de sete spots seriados e quatro
spots individualizados (#13, 27, 28 e 29). Na regido III (Mr: <20 kDa) foram reconhecidos
cinco spots individualizados intensamente reativos, sendo quatro com pl entre 5,1 a 7,0 (#36-
39) e um com pl alcalino (#40, pl 9,2). Seis spots individualizados (#7-12) com pl neutro
(6,4-7,2) e fracamente reativos foram identificados na regido IV (Mr: 50-79 kDa).
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O perfil de sororeatividade de GII (Fig. 9B, Tabela 4) revelou um padrdao de marcagdo
mais restrito em comparagdo GI, sendo reconhecidos 15 spots individualizados, dos quais seis
na regido I (#1-6), trés na regido II (#13, 27, 29), cinco na regido IV (#8-12) e um spot ndo
identificado no gel 2-D (#d). Trés spots seriados foram também revelados na regido II. Todos
os spots reconhecidos por amostras de soro de GII também foram reconhecidos por amostras
de soro de GI. Entretanto, ndo houve reatividade aos componentes peptidicos da regido III por
amostras de soros de GII. Portanto, a massa molecular dos spots reconhecidos por soros de
GII variou de 30,8 kDa (#29) a 79,4 kDa (#8), sem deteccao de spots abaixo de 30 kDa. O
perfil de sororeatividade de GIII (Fig. 9C, Tabela 4) revelou sete spots fracamente corados,
sendo trés na regido 1 (#1, 2, 3) e quatro na regido IV (#9,10, 11 e 12), além de um spot na
regido II (#13), os quais foram também detectados por amostras de soro de GI e GII.

A andlise de amostras de soros bovinos utilizando o conjugado de deteccdo com
Proteina A/peroxidase (Figuras 9D, E, F; Tabela 4), revelou que soros de GI (Figuras 9D)
mostraram um padrdo de marcag¢do predominantemente mais denso nas regides I e II, sendo
identificados dois spots individualizados (#e, f) e dois spots seriados na regido I, em adicdo a
dois spots individualizados (#b, c) e dez spots seriados na regido II. Somente dois spots
fortemente corados foram identificados na regido II (#39, 40). Nao foram identificadas
marcagdes na regido IV. O perfil de sororeatividade de GII (Figuras 9E) revelou um fraco
padrdao de marcagdo sem individualizacdo de spots, com apenas a identificacdo de dois spots
seriados nas regioes I e II, enquanto nenhuma reatividade foi observada com amostras de
soros de GIII (Figura 9F).

A caracterizacdo protedmica do antigeno solivel TX-114 revelou 42 spots no gel 2-D,
sendo possivel identificar 22 proteinas hipotéticas com sublocalizac¢do citoplasmaética, como
demonstrado na Tabela 5. Somente seis spots, trés na regidao I (#2, 3, 6) e trés na regiao IV
(#8, 9, 12) reconhecidos pelas amostras de soros dos grupos GI, GII e GIII (Figuras 9; Tabela
4) e detectados pelo conjugado anti-IgG bovina/peroxidase, tiveram suas proteinas hipotéticas
referenciadas no banco de dados. Os cinco spots localizados na regido III (#36-40)
reconhecidos exclusivamente por soros de GI, ndo tiveram correspondéncia com proteinas

hipotéticas descritas nos bancos de dados (Tabela 5).
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Figura 9. Immunoblots 2-D representativos demonstrando os spots antigénicos presentes no antigeno solivel TX-114
de B. abortus reconhecidos por um pool de seis amostras de soros bovinos dos seguintes grupos: GI (A, D), vacas ndo
vacinadas e soropositivas para B. abortus, com idade acima de 24 meses, procedentes de dreas endémicas ou com
surtos focais de brucelose; GII (B, E), novilhas vacinadas entre 3 e 8§ meses de idade com a cepa S19 de B. abortus,
procedentes de dreas endémicas, sendo os soros coletados 3 meses apds a vacinagdo; GIII (C, F), vacas ndo vacinadas e
soronegativas para B. abortus, com idade superior a 24 meses, procedentes de drea ndo endémica para Brucella,
utilizando os conjugados enzimdticos anti-IgG bovina/peroxidase (A, B, C) ou Proteina A/peroxidase (D, E, F). Os
padrdes de reatividade de anticorpos IgG aos spots antigénicos foram arbitrariamente agrupados em quatro regides de
acordo com os padrdes de massa molecular relativa (Mr): I, Mr entre 65 e 70 kDa e pI heterogéneo; II, Mr entre 24 e
45 kDa, apresentando um padrdo mais intenso de reatividade e pI heterogéneo; IIl, spots individualizados e fortemente
reativos com Mr inferior a 20 kDa e pI heterogéneo; IV, spots individualizados e fracamente reativos com Mr entre 50
e 79 kDa e pl neutro (6,4-7,2). Spots seriados estdo representados por circulos brancos. Spots individualizados, com a
numeracdo correspondente aos nimeros de spots mapeados no gel 2-D, estdo representados por circulos pretos.
Marcadores de pesos moleculares (MW) estdo indicados a esquerda, em kiloDalton (kDa) e os pontos isoelétricos (pl,
3-10) estdo demarcados na posic¢do superior do gel.
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Rodapé Tabela 4:

* Padrdes de reatividade dos anticorpos IgG aos spots antigénicos foram arbitrariamente agrupados em quatro regides
acordo com os padrdes de massa molecular relativa (Mr): I, Mr entre 65 e 70 kDa e pI heterogéneo; II, Mr entre 24
e 45 kDa, apresentando um padrdo mais intenso de reatividade e pl heterogéneo; IIl, spots individualizados e
fortemente reativos com Mr inferior a 20 kDa e pl heterogéneo; IV, spots individualizados e fracamente reativos
com Mr entre 50 e 79 kDa e pl neutro.

* Ntmero dos spots correspondem aos niimeros marcados no gel 2-D, indicados na Figura 8.

® Conjugados enziméticos de deteccdo anti-IgG bovina e Proteina A marcados com peroxidase

pl: ponto isoelétrico; Mr: massa molecular relativa em kiloDaltons (kDa); ND: Nao demarcado.

Gl,vacas ndo vacinadas e soropositivas para B. abortus, com idade acima de 24 meses, procedentes de dreas endémicas

ou com surtos focais de brucelose; GII, novilhas vacinadas entre 3 e 8 meses de idade com a cepa S19 de B. abortus,

procedentes de dreas endémicas, sendo os soros coletados 3 meses apds a vacinacdo; GIII, vacas ndo vacinadas e

soronegativas para B. abortus, com idade superior a 24 meses, procedentes de drea ndo endémica para Brucella



Tabela 4. Proteinas hipotéticas do antigeno soldvel TX-114 de Brucella abortus determinadas por eletroforese 2-D e immunoblot 2-D reconhecidos por
anticorpos de amostras de soros de bovinos detectados pelos conjugados enzimdticos anti-IgG bovina ou Proteina A marcados com peroxidase.

Spots* Anti-IgG bovina/peroxidase ® Proteina A/peroxidase ®

Regifio* GI GII GIII GI GII GIII
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Tabela 5. Andlise protedmica do antigeno solivel TX-114 de Brucella abortus S19 identificadas por
eletroforese bidimensional (2-D).

Spots Experimental ) o )
#) 2-D Antigeno hipotético Funcao molecular
pl  Mr (kDa)

1 5,6 74,0 ? ?

2 5,5 70,5 GMP sintase Ligante de ATP

3 5.4 66,2 Arginil-tRNA sintetase Aminoacil-tRNA sintetase
4 5,8 63,7 ? ?

5 6,1 67,8 ? ?

6 6.2 67,8 Glicose-6-fosfato isomerase Atividade isomerase

7 6.7 72,9 ? ?

8 7.0 79,4 B-glucano transporte ATPase Hidrolase

9 7,0 69,1 B-glucano exportagio de Hidrolase

proteina ligante de ATP/
permease ndvA

10 7,2 64,9 ? ?

11 6,7 62,9 ? ?

12 7,0 529 Proteina engA ligante de GTP Ligante de GTP

13 5,6 47,6 ? ?

14 5,3 47,1 ? ?

15 6,0 46,9 Glutamil-tRNA sintetase 1 Atividade ligase

16 5,2 41,4 Protease Clp dependente de Chaperona

ATP/subunidade clpX ligante de
ATP
17 5.3 40,6 Protease Hsl dependente de Chaperona
ATP/subunidade hslU ligante de
ATP

18 52 38,6 Recombinase A Ligante de ATP/DNA danificado
19 5,6 37,6 Triptofanil-tRNA sintetase Atividade ligase

20 5.5 36,5 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil Oxidoredutase

difosfato redutase
21 5,7 43,1 Seril-tRNA sintetase Atividade ligase
22 5,7 37,5 Anidro-N-acido acetilmuramico Quinase transferase
quinase

23 6,0 394 Proteina ligante-GTP Ligante de GTP

24 6,0 42,0 Argininosuccinato sintase Sintese de aminoacido
25 6,3 37,6 Molibdénio cofactor de Cluster de ligagdo de ions ferro(4) e

biossintese de proteina A enxofre (4)

26 6,5 39,0 Proteina dnalJ chaperona Chaperona

27 6,7 39,0 ? ?

28 6,9 37,7 ? ?

29 5,6 30,8 ? ?

30 5,8 31,6 Homoserina O-succinil Biossintese de metionina

transferase
31 6,0 31,3 Glicerol-3-fosfato Biossintese de fosfolipideo

desidrogenase dependente
NAD(P)H




Tabela 5. Continuacao
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Spots® Experimental ) o 3
#) 2-D Antigeno hipotético Funcao molecular
pl  Mr (kDa)
32 6,1 27,2 Ubiquinona/menaquinona Transferase
biossintese metiltransferase
ubiE
33 6,1 21,8 GTP ciclohidrolase 1 Hidrolase
34 6,4 23,5 ? ?
35 6,3 214 ? ?
36 5,7 20,5 ? ?
374 5,1 14,9 Ferritina bacteriana (Bfr) ou Regulacdo de ferro, mono-
citocromo B1 oxigenacdo e producao de radicais
reativos
384 5,8 13,8 Proteina de protecdo da fase Atividade oxidoredutase
estaciondria de DNA na
caréncia de nutrientes (Dps)
Nucleosideo difosfato quinase Transferase/quinase
(NDPk_I)
394 6,7 13,3 Cu Zn Superéxido desmutase Antioxidante/Oxiredutase
(Sodc)
40° 84 10,3 Protefna B de invasdo ?
41 5.3 8,7 ? ?
42 5.8 7,1 ? ?

* Numero dos spots (#) correspondem aos nimeros marcados no gel 2-D, indicados na Figura 8.

® Valores experimentais de pI e Mr foram obtidos pela andlise de imagem do gel 2-D, utilizando o software
ImageMaster 2D Platinum 7.
¢ Antigeno hipotético e fungdo molecular foram obtidos no banco de dados utilizando pI e Mr (kDa), respectivamente,
<http://ca.expasy.org/tools/tagident.html>UniProtKB/>.
¢ Antigenos seqiienciados por espectrometria de massa (MS) e analisados no banco de dados NCBI Blastp (http://

blast.ncbi.nih.gov).

pl: ponto isoelétrico; Mr: massa molecular relativa em kiloDaltons (kDa); ?: ndo relacionado no banco de dados.
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4.6 Identificacao de peptideos do antigeno solivel TX-114 de B. abortus por MS

Para identificar os peptideos de interesse, aqueles que apresentaram marcagdo distinta
entre amostras soropositivas de animais ndo vacinados (GI) e vacinados (GII), foram
selecionados quatro spots da regidao III (#37, 38, 39, 40) com Mr <20 kDa e visivelmente
identificados no gel 2-D. Os spots foram excisados do gel e submetidos a espectrometria de
massa (MS) e a identificacio dos peptideos foi realizada com o auxilio do software
ProteinLynx Global Server (PLGS) V 2.3 e submetidas posteriormente a andlise no banco de
dados Swissprot e BLASTp.

Os resultados da identificacdo das proteinas estdo sumarizados na Tabela 6 e o
seqiienciamento dos aminodcidos das proteinas antigénicas analisadas pelo programa Blastp
estd apresentado na Figura 10.

O spot #37 foi identificado com Mr de 16,5 kDa e pl 4,5, correspondendo a proteina
ferritina bacteriana (Bfr) ou também designada citocromo Bl de B. abortus. Foram
identificadas duas seqiiéncias de aminodcidos com 16,1% de identidade de cobertura e a
posicao destes peptideos na proteina estd demonstrada na Figura 10.

O spot #38 teve correspondéncia com duas proteinas (Dps e Ndpk-I) de Brucella, com
massa molecular variando de 15,2 a 18,2 kDa e pl de 5,0 a 5,1. Dois peptideos foram
identificados para a Dps (proteina de protecdo da fase estaciondria de DNA na caréncia de
nutrientes) de B. abortus S19 e B. suis, com identidade de cobertura de 17%. Trés peptideos
foram seqiienciados para Ndpk-I (nucleosideo difosfato quinase) de B. melitensis,
apresentando 20% de identidade de cobertura. A posicdo destes peptideos nas respectivas
proteinas estd representada na Figura 10.

Foram identificadas quatro seqiiéncias de aminodcidos com elevada identidade (36,4%)
para a proteina cobre-zinco dismutase (Sod) de B. suis, correspondente ao spot #39, com
massa molecular de 18,2 e PI de 6,2. A anélise no banco de dados para a pesquisa de epitopos
imunogénicos, Immune Epitope Database and Analysis Resource
(http://www.iedb.org/sourceOrgld/235) revelou a presenca de uma seqiiéncia de 14
aminodcidos (GGDNYSDKPEPLGGG) (TABATABAI; PUGH, 1994) alinhados nas
posicdes 8-21 do peptideo RSLMVHVGGDNYSDKPEPLGGGGARF (Figura 10). Outras
trés seqiiéncias de aminoacidos também foram identificadas.

O spot com perfil mais alcalino (#40) correspondeu a proteina de invasao B de B.
melitensis, com peso molecular 18,0 kDa e pI 9,0. Foram identificados trés peptideos com
identidade de cobertura de 25,4% e a posi¢ao destes peptideos na proteina estd demonstrada
na Figura 10.



Tabela 6. Proteinas do antigeno solivel TX-114 de B. abortus S19 identificadas por espectrometria de massa.
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Identida de

a z . ~
Spot Proteina ORF" g)I . lciDa . cobertura Pept:dgos Seqiéncia * Localizaciio
€3] exp /teor exp /teor (% )d (n°) celular
. Bir . BruAb II- (R)LLNDWGYTR(L) . Lo
37 (Ferrl.tma bacteriana 0659 5,1/45 14,9/16,5 16,1 2 R)IFLEGFPNLQTVSPLR(I) citoplasmatica
ou citocromo B1)
Dps (R)YGDVANLVR(K)
(Proteina de protecao BR 1-2149 17.0 2 KODADDA
) GDDDTADIFTAASR(S
da fase estaciondria de BAbS19 I- ® ®)
18 DNA na caréncia de 20110 5,8/5,0-5,1 13,8/ citoplasmatica
nutriente) 15,2-18,2 p
Ndpk-I (R)TFSMIKPDATR(R)
(Nucleosideo difosfato  BME 11256 200 3 (RIEALGIYAVIK(D)
quinase)
(K)MYEALPTGPGK(E)
Sod (K)EVGTVVISEAPGGLHFK(V)
39 (Cu-Zn Superoéxido BRA 1-0703 6,7/6,2 13,3/18,2 36,4 4 (K)VSETVVAPHLK(K) citoplasmatica
dismutase) (R)SLMVHVGGDNYSDKPEPLGGG
GAR(F)
(K)VDGVLLMPFGLDLAK(G)
40 Proteina B de invasio BME I-15841 8,4/9,0 10,3/18,0 254 3 (K)SGTNINVTTTALSPSQPVAFK(I)  citoplasmatica

(K)GFGAALDR(I)

*Nimero dos spots (#) correspondem aos niimeros marcados no gel 2-D, indicados na Figura 8 e Tabela 5.
" Regides de leitura aberta dos cromossomos (ORF- Open Reading Frame) acessadas no NCBI. Os cromossomos em cada ORF estdo localizados e incluidos no nome da ORF, onde

I refere-se ao cromossoma 2,1 Mb e II ao cromossomo 1,2 Mb da bactéria.

¢ Valores experimentais de pI e Mr foram obtidos pela andlise de imagem do gel 2-D utilizando o software ImageMaster 2D Platinum 7.
¢ Valores teéricos de pI e Mr, bem como a porcentagem de identidade de cobertura da seqiiéncia de aminoacidos obtidos pelo software ProteinLynx Global Server (PLGS) V.2.3

(Waters) e posteriormente submetidos ao banco de dados UniProtKB/ TrTEMBL (http://www.expasy.org/tools/tagident.html).
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MKGEPKVIERLNEALFLELGAVNQYWLHYRLLNDWGYTRLAKKEREESIEEMHHADKLID 60

Bfr RIIFLEGFPNLQTVSPLRIGONVKEVLEADLKGEYDARASYKESREICDKLGDY VSKQLF 120
DELLADEEGHIDFLETQLDLLAKIGGERY GQLNAAPADEAE 161
MPKKSMHATRNDLPSNTKTTMIALLNENLAATIDLALITKQAHWNLKGPQFIAVHEMLDG 60

Dps FRAELDDHVDTIAERAVQIGGTAYGTTQVVVKESRLKPYPTDIYAVHDHLVALIERYGDV 120
ANLVRKSIKDADDAGDDDTADIFTAASRSLDKALWFLEAHVQESN 165
MAIERTESMIKPDATRRNLTGAITAKLEEAGLRVVASKRVWMSRREAEGFYAVHKDRPFF 60

Ndpk-I ~ GELVEFMSSGPTVVQVLEGENAIAKNREVMGATNPANADEGTIRKAFALSIGENSVHGSD 120
APETAAEEIAYWFSGTEIVG 140

MKSLFIASTMVLMAFPAFAESTTVKMYEALPTGPGKEVGTVVISEAPGGLHFKVNMEKLT 60
Sodc PGYHGFHVHENPSCAPGEKDGKIVPALAAGGHYDPGNTHHHLGPEGDGHMGDLPRLSANA 120
DGKVSETVVAPHLKKLAEIKQRSLMVHVGGDNYSDKPEPLGGGGARFACGVIE 173

Proteina MKNYRAIGLAFTFTALSSLSAFAASLPGGASTLQETYQDWTVSCQSQKDTTACVMRQEQS 60
B de SAQAGQRVLTAELRNVAGGKVDGVLLMPFGLDLAKGASLKIDDTAGPNLTFSTCLPQGCL 120
invasio APVSFDAKQVAALKSGTNINVTTTALSPSQPVAFKISLKGFGAALDRIQALTK 173

Figura 10. Seqiiéncia de aminoacidos dos peptideos do antigeno solivel TX-114 de Brucella abortus e
identificados utilizando o programa Blastp. A sequéncia de aminodcidos destacados em cinza refere-se aos
peptideos seqiienciados por espectrometria de massa. A sequencia de aminodcidos destacada em vermelho
refere-se aos epitopos imunogénicos analisados pelo banco de dados Immune Epitope Database And Analysis

Resource (:http://www.iedb.org/sourceOrgld/235)
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5. DISCUSSAO

A brucelose bovina tem sido controlada por programas dispendiosos e de longa duragio,
utilizando diferentes esquemas de vacinacgao, diagndstico sorolégico e elimina¢do de animais
soropositivos (ABALOS; DAFFNER, PINOCHET, 2000). O diagnéstico da brucelose é
geralmente realizado por testes soroldgicos baseados em preparacdes contendo antigeno S-
LPS, que também estd presente na cepa vacinal S19 de B. abortus e em varias bactérias
Gram-negativas, tais como Yersinia enterocolitica O:9, Salmonella urbana grupo N, Vibrio
cholerae, Francisiella tularenses e Escherichia coli O:157 (CAROFF et al., 1984; AL
DAHOUK et al., 2006), resultando em reatividade cruzada e perda de especificidade. Além
disso, procedimentos para o sorodiagndstico da brucelose requerem a diferenciacdo da
resposta de anticorpos apds a vacinagdo e infeccdo natural, devendo possuir elevada
especificidade, sensibilidade e capacidade de detectar todos os estdgios da infeccdo
(MCGIVEN et al., 2003).

Desta forma, o desenvolvimento de reagentes de diagndstico utilizando proteinas livres
de S-LPS pode oferecer uma resolucdo para esses problemas, e proteinas citoplasmaticas
estdo sendo pesquisadas como antigenos candidatos para fins de diagndstico mais especifico,
visto que Brucella ¢ um parasito intracelular e a resposta imune do hospedeiro ndo esta
restrita a proteinas de superficie (AL DAHOUK et al., 2006; CONNOLLY et al., 2006).
Virias técnicas de diagndstico soroldgico para brucelose tém sido avaliadas para atender a
estes propdsitos, com esforcos voltados para a padronizagao de reagentes de detec¢dao, como
os conjugados anti-imunoglobulinas requeridos para iELISA e os anticorpos policlonais
requeridos para cELISA (NIELSEN et al., 2008). Alternativamente, conjugados de afinidade
como Proteina A ou Proteina G marcados com peroxidase t€ém sido empregados em ELISAs
permitindo distincdo de diferentes isotipos de IgG e, consequentemente, caracterizagdo do
perfil da infeccdo por Brucella (LAWMAN et al, 1986; SAEGERMAN et al., 2004;
PAJUABA; SILVA; MINEO, 2010).

Neste contexto, nés avaliamos um novo antigeno de B. abortus obtido pela extracdo
com TX-114 por meio de andlise imunoprotedmica para discriminar bovinos vacinados com a
cepa S19 e animais infectados. Em adi¢do, a afinidade funcional de IgG especifica a B.
abortus foi determinada por immunoblot do antigeno solivel TX-114, empregando os
conjugados de deteccdo anti-IgG bovina e Proteina A marcados com peroxidase para a
identificacdo de marcadores antigénicos e caracteriza¢do do perfil da resposta de anticorpos

para o sorodiagnostico da infeccao por B. abortus.
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O perfil eletroforético do antigeno TX-114 revelou um amplo espectro de polipeptidios
que foram reativos para amostras de soros bovinos de GI e GII, utilizando os dois conjugados
de deteccdao. Resultados de immunoblot 1-D demonstraram a presenca de véarias bandas
antigénicas imunodominantes, destacando um extenso perfil de sororeatividade para amostras
de soros de GI, comparado a um perfil mais restrito para amostras de GII, independente do
conjugado de deteccdo utilizado. Analisando as bandas antigénicas imunodominantes que
apresentaram >50% de reconhecimento por amostras de soros bovinos, oito bandas (24, 28,
35, 47, 50, 52, 54 e 63 kDa) foram predominantemente reativas com amostras de soros de GI.
E interessante notar que quatro (24, 28, 47 e 52 kDa) destas bandas, em adi¢io 4 banda de 35
kDa quando foi utilizado o conjugado Proteina A/peroxidase, apresentaram <50% de
reconhecimento por amostras de soros de GII, indicando estes componentes antigénicos como
potenciais marcadores imunodominantes de infec¢do. Em adi¢ao, trés bandas antigénicas <20
kDa (10, 12 e 17 kDa) ndo imunodominantes e detectadas por ambos os conjugados
analisados, foram reconhecidas exclusivamente por amostras de soros de GI, podendo entdo,
contribuir como marcadores adicionais para caracterizar infeccdo por Brucella e excluir
resposta vacinal. Por outro lado, cinco bandas antigénicas imunodominantes (32, 38, 41,45 e
79 kDa) foram reconhecidas por amostras de soros de GI e GII, refletindo em sororeatividade
similar entre anticorpos vacinais e aqueles originados apds a infeccdo para este espectro de
proteinas antigénicas, portanto, ndo apresentando valor para o sorodiagndstico diferencial
entre animais infectados e vacinados.

Estudos anteriores demonstraram que a cepa vacinal S19 de B. abortus possui menor
eficiéncia em infectar macréfagos e capacidade limitada de resistir aos mecanismos
microbicidas gerados pela célula hospedeira, em relacdo as cepas virulentas, resultando em
expressao diferencial de proteinas e alteragdes fisioldgicas globais (LAMONTAGNE et al.,
2009). Neste contexto, estas alteracdes poderiam contribuir ao diferencial perfil de
sororeatividade encontrado em animais soropositivos vacinados e ndo-vacinados no presente
estudo, com um amplo espectro de componentes antigénicos reconhecidos por animais
infectados comparado a uma faixa mais restrita reconhecida por animais vacinados.

Ensaios de avidez de anticorpos IgG tém sido frequentemente utilizados para distinguir
infec¢do aguda de cronica, como em toxoplasmose (KORHONEN, 1999; BELA et al., 2008),
neosporose (AGUADO-MARTINEZ et al., 2005), e brucelose humana (KUTLU et al., 2003;
MANTECON et al., 2008), demonstrando que anticorpos com alta avidez podem ser tteis em
excluir infecgdes recentes. Entretanto, ha poucos dados na literatura sobre o desenvolvimento

da afinidade de maturacdo de anticorpos em brucelose bovina, particularmente para
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diferenciacdo de animais vacinados e infectados. Em nosso estudo recente (PAJUABA;
SILVA; MINEO, 2010), nés investigamos o valor da avidez de IgG anti-B. abortus
mensurada por ELISA indireto utilizando o antigeno S-LPS. Foi observada predominancia de
anticorpos IgG de alta avidez em vacas soropositivas ndo vacinadas, enquanto anticorpos
gerados apos a vacinagdo demonstraram baixa avidez (PAJUABA; SILVA; MINEO, 2010).

Com a finalidade de identificar polipeptidios do antigeno TX-114 que poderiam ser
reconhecidos por anticorpos apresentando diferentes padrdoes de avidez entre os grupos
soropositivos nao vacinados e vacinados, nés desenvolvemos um immunoblot-avidez 1-D
utilizando uréia 8 M como agente dissociante. Analisando a avidez de anticorpos IgG em
amostras de soros de GI, foi interessante observar que a maioria das bandas antigénicas
imunodominantes (24 a 50 kDa), ndo tiveram suas freqii€ncias alteradas apds o tratamento
com uréia, empregando ambos os conjugados de detecg¢do, exceto para a banda de 24 kDa,
quando foi utilizado o conjugado Proteina A/peroxidase, refletindo em amplo espectro de
marcadores antigénicos reativos com anticorpos de alta avidez. Por outro lado, no grupo
soropositivo vacinado (GII), a maioria das bandas antigénicas imunodominantes mostrou
alteracdo significativa na sua freqii€éncia apds o tratamento com uréia, especialmente quando
utilizado o conjugado Proteina A/peroxidase, como resultado da reatividade com anticorpos
vacinais de baixa avidez para esses componentes antigénicos.

Em adicdo, um perfil restrito de bandas antigénicas imunodominantes com massa
molecular >50 kDa (54, 63 e 79 kDa) reconhecidas por soros de GI e GII demonstraram
reducdo significante em suas freqii€ncias apds o tratamento com uréia, para ambos 0s
reagentes de detecg¢do utilizados, caracterizando reconhecimento por anticorpos de baixa
avidez em ambos os grupos, ndo sendo tteis portanto para o sorodiagndstico diferencial entre
animais infectados e vacinados. Vale ressaltar a significante reducdo da frequéncia, apods
tratamento com uréia, para as bandas antigénicas de 10 e 52 kDa empregando o conjugado
anti-IgG bovina/peroxidase, indicando um reconhecimento destes componentes antigénicos
por anticorpos de baixa avidez.

Estes resultados foram posteriormente reforcados quando foi comparado o indice de
avidez médio (IA) de IgG para cada componente antigénico entre os grupos GI e GII,
mostrando uma faixa intermedidria de componentes antigénicos imunodominantes (28 a 50
kDa) reconhecidos por anticorpos de alta avidez (IA>50%) em soros de GI e baixa avidez
(IA<50%) em soros de GII, especialmente quando utilizado o conjugado Proteina
Al/peroxidase. Adicionalmente, bandas antigénicas com massas moleculares mais altas (54, 63

e 79 kDa) foram reconhecidas por anticorpos de baixa avidez em ambos o0s grupos,
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especialmente em GII, quando detectadas por ambos conjugados. As bandas antigénicas de
menor massa molecular (<28 kDa) foram reativas com anticorpos de baixa avidez (10 e 24
kDa) ou alta avidez (12 kDa) somente em soros de GI e detectadas por ambos conjugados,
enquanto a banda de 17 kDa apresentou um reconhecimento diferencial por anticorpos de
baixa ou alta avidez, quando utilizado o conjugado anti-IgG bovina/peroxidase ou Proteina
Al/peroxidase, respectivamente.

Quando foram comparados os conjugados de deteccdo utilizados em relacao aos indices
de avidez dos anticorpos reativos aos componentes antigé€nicos em cada grupo de soros, foi
claramente evidenciado que ambos os conjugados foram capazes de detectar
predominantemente anticorpos de alta avidez nos soros de GI, enquanto o conjugado Proteina
Al/peroxidase foi mais habil em detectar anticorpos de baixa avidez nos soros de GII. Estes
resultados estdo de acordo com nossos estudos prévios mostrando a capacidade diferencial do
conjugado Proteina A/peroxidase em detectar preferencialmente anticorpos de alta avidez em
soros bovinos infectados e de baixa avidez em soros bovinos vacinados (PAJUABA; SILVA;
MINEO, 2010), enfatizando a hipdtese sugerida por Nielsen e colaboradores (2004) que
anticorpos de baixa afinidade poderiam estar presentes em bovinos vacinados com Brucella.
E importante ressaltar que animais do grupo GI pertencem quase exclusivamente a um perfil
cronicamente infectado, considerando seus perfis sorolégicos deteminados por SAT/2-ME e
iELISA, bem como seus dados epidemiolédgicos. Estes resultados estdo de acordo com a alta
avidez de anticorpos IgG para os principais componentes imunodominantes encontrados neste
grupo. Portanto, estes dados enfatizam o uso do conjugado Proteina A/peroxidase na
caracterizacdo de anticorpos de baixa avidez gerados apds a vacinagdo, possibilitando melhor
distin¢do soroldgica entre os grupos de animais infectados e vacinados.

Estudos anteriores t€ém utilizado Proteina A, Proteina G ou proteina recombinante A/G
marcadas com peroxidase em ELISAs como reagentes de detec¢do de anticorpos anti-
Brucella em varias espécies animais (NIELSEN et al., 2004; NIELSEN et al., 2007). E
amplamente conhecido que Proteina G reage com ambas as subclasses de IgG bovinas (IgG1
e IgG2), enquanto Proteina A reage mais especificamente com a subclasse 1gG2 (LAWMAN
et al., 1986). Desta forma, em nosso estudo recente, utilizando iELISA com antigeno S-LPS
(PAJUABA; SILVA; MINEO, 2010), o uso do conjugado Proteina A/peroxidase foi capaz de
detectar predominantemente o isotipo IgG2 em amostras soropositivas de bovinos ndo
vacinados, correlacionando esse perfil de isotipo IgG com o aumento dos niveis de exposi¢cao
antigénica, que é geralmente visto em infecgdo por Brucella (SAEGERMAN et al., 2004). E

interessante salientar que soros de novilhas vacinadas de GII foram obtidos 90 dias apds a
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vacinagdo, periodo no qual ocorre o maior pico de producdo de anticorpos apds a vacinagdo.
Portanto, a presenca de anticorpos IgG2 de alta avidez reativos a um amplo espectro de
componentes antigénicos do antigeno solivel TX-114 em amostras soropositivas de animais
nao vacinados (GI) em adi¢do a presenca de anticorpos IgG2 de baixa avidez com perfil de
sororeatividade mais restrito aos componentes antigénicos em amostras soropositivas de
animais vacinados (GII), ambos detectados pela Proteina A/peroxidase, indicam uma
diferenciacao no perfil da afinidade dos anticorpos IgG2 em resposta a infec¢ao ou vacinagao.
Estes dados confirmam a hip6tese proposta em nossos estudos anteriores, utilizando ensaios
de avidez com diferentes conjugados, para o papel da subclasse IgG2 como um anticorpo de
alta afinidade de maturacao apds a infeccdo, reforcando que os isotipos IgG1 e IgG2 possuem
diferentes perfis de afinidade e que a taxa de IgG2/IgGl € mais elevada em infeccdo
(PAJUABA; SILVA; MINEO, 2010). Desta forma, a avaliacdo dos niveis de avidez de
anticorpos 1gG2 especificos a marcadores antigénicos de B. abortus pode ser uma ferramenta
adicional para o sorodiagnostcio diferencial da brucelose bovina.

Em resumo, estes resultados indicam que cinco bandas antigénicas imunodominantes
(24, 28, 35, 47 e 52 kDa) predominantemente reconhecidas por anticorpos IgG de alta avidez
em amostras soropositivas de bovinos ndo-vacinados em adi¢cdo a trés componentes
antigénicos ndo-imunodominantes (10, 12 e 17 kDa) reconhecidas exclusivamente por
amostras de soros deste grupo (GI) e reativas com anticorpos IgG de alta avidez (12 e 17 kDa)
ou baixa avidez (10 kDa), podem ser consideradas potenciais marcadores moleculares
antigénicos de infeccdo por Brucella e exclusdo de anticorpos vacinais. Além disso, ambos os
conjugados analisados foram capazes de detectar anticorpos IgG de alta avidez em amostras
de bovinos infectados, enquanto que o conjugado Proteina A/peroxidase foi mais potente em
detectar anticorpos de baixa avidez do isotipo IgG2 em amostras de soro de bovinos
vacinados, evidenciando uma distin¢ao no perfil de afinidade funcional de anticorpos IgG em
resposta a infec¢do e vacinagao.

A caracterizagdo protedmica do novo antigeno soluvel de B. abortus obtido pela
extracdo com TX-114 revelou 42 spots no gel 2-D, sendo possivel identificar 22 proteinas
hipotéticas com sublocalizacdo citoplasmatica e provaveis fungdes moleculares analisadas no
banco de dados. Geralmente, a extragao com TX-114 ¢ utilizada para prepara¢des antigénicas
enriquecidas com proteinas de membrana integrais, como as proteinas periplasmaticas ou
OMPs, que sdo predominantemente encontradas na fase hidrofébica da extragdo com TX-114
como previamente descrito para B. melitensis (TIBOR; DECELLE; LETESSON, 1999). No

presente estudo, foi empregado a fase aquosa solivel da extracdo de B. abortus por TX-114,
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visto que a fracdo hidrofébica revelou densa e indistinta marcacdo das bandas antigénicas,
quando analisadas pelo immunoblot (dados nao demonstrados), sendo sugestivo de interagdo
com a fracdo LPS da bactéria. Em contraste, a fragao hidrofilica demonstrou um perfil mais
distinto e claramente definido de bandas antigénicas. Portanto, a identificacdo de proteinas
hipotéticas com sublocalizagdo citoplasmdtica reitera a aplicabilidade dessa preparacdo
hidrofilica para a pesquisa da antigenicidade de componentes intracelulares de B. abortus.

Quando Brucella apresenta transi¢do da fase de crescimento logaritmico para a fase
fisiolégica estaciondria dentro do fagossomo da célula hospedeira, ela adquire resisténcia a
uma variedade de condi¢Oes desfavordveis, incluindo a exposicdo a pH dacido, enzimas
lisossomais, reativos intermedidrios do oxigénio e redu¢do de nutrientes, através da expressao
de genes que auxiliam na sua adaptacdo e sobrevivéncia (KO; SPLITER, 2003). Dentre as
proteinas induzidas para esta adaptacdo, destacam-se as proteinas de heat schock, incluindo a
recombinase A (RecA), a super6xido dismutase (Sod) e uma proteina de protecdo da fase
estaciondria na caréncia de nutrientes (Dps). Estas proteinas apresentaram, no presente estudo,
correspondéncia aos spots #18, 39 e 38, respectivamente, no gel 2-D como também uma
proteina relacionada com o metabolismo do fon ferro, a bacterioferritina (Bfr) (spot #37).

Outras proteinas de heat schock também tiveram seus valores estimados, como as
proteinas da familia ClpATPases, as proteases ClpP (spot #16) e Hsl (spot #17) dependentes
de ATP, com alto grau de conservagdo e descritas com funcdo molecular de chaperonas
(EKAZA et al., 2001), concordando com os achados obtidos da andlise protedmica global de
B. melitensis (WAGNER et al., 2002) e da andlise protedmica comparativa entre a cepa
vacinal Revl e virulenta de B. melitensis (ESCHENBRENNER et al., 2002). A proteina
hipotética Dnal (spot #26), com funcdo de transporte de vdrias outras proteinas intracelulares,
e a proteina ubiE (spot #32) foram também identificadas na andlise protedmica do envelope
celular de B. abortus (CONNOLLY et al., 2006). Pequenas alteragdes no pl e Mr podem ser
causadas por variacdes na mobilidade da eletroforese 2-D de diferentes produtos de uma
mesma ORF devido a modifica¢des pds-translacionais (ESCHENBRENNE et al., 2002)

O antigeno solivel TX-114 de B. abortus analisado por immunoblot 2-D com diferentes
pools de soros bovinos de cada grupo (GI, GII e GIII) revelou vdarios spots individuais e
seriados, dos quais 21 spots tiveram seus valores de pl e Mr relacionados no gel 2-D. Na
tentativa de identificar marcadores antigénicos diferenciais entre os grupos, foram
estabelecidas diferentes regides de padrdes de reatividade de anticorpos IgG de acordo com as
faixas de massa molecular. Desta forma, foi evidenciado que a maioria dos polipeptideos

antigénicos das regides I (Mr 65-70 kDa, pI heterogéneo), II (Mr 24-45 kDa, pl heterogéneo)
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e IV (Mr 50-79 kDa, pI 6,4-7,2) foram reconhecidos concomitantemente por amostras de
soros bovinos de GI e GII, especialmente quando detectados pelo conjugado anti-IgG
bovina/peroxidase. Assim, estes marcadores moleculares nao podem ser considerados para o
sorodiagndstico diferencial entre animais infectados e vacinados, embora a maioria destes
marcadores tivesse sua proteina hipotética relacionada no banco de dados.

Foi interessante observar que a regidao Il apresentou uma marca¢do mais densa, com a
presenca de spots seriados com valores muito préximos de Mr e pl heterogénio. Esta
marcagdo caracteristica pode ser devido a modifica¢des pds-traducionais de proteinas, com a
incorporacdo de moléculas de carboidratos em epitopos reconhecidos por anticorpos IgG
especificos e que ndo aparecem corados no gel 2-D, pois o método de coloracdo do gel
enfatiza a detec¢do de proteinas (BACHRACH et al., 1997).

Além disso, vérios polipeptideos antigénicos das regides I e IV também foram
reconhecidos por amostras soronegativas de animais ndo vacinados (GIII) somente quando
utilizado o conjugado de deteccdo anti-IgG bovina/peroxidase. Estes soros apresentaram fraca
marcacdo a um perfil restrito de reatividade (de 50 a 79 kDa) em ambos immunoblots 1-D e 2-
D, indicando possivelmente reatividade cruzada as proteinas conservadas dentro de
microorganismos procaridticos, como a GMP sintase ou glutamina transferase (spot #2) que
ja foi caracterizada em B. abortus, B. melitensis e B. suis (LAVIGNE et al., 2005), como
também em Salmonella dublin (MCFARLAND et al., 1987). Neste sentido, vérias proteinas
antigénicas de B. abortus podem apresentar homologia na sequéncia de aminoacidos para
outras proteinas de vdarias bactérias e a presenca de anticorpos com reatividade cruzada em
amostras soronegativas de bovinos ndo vacinados, estabelecidos em condi¢cdes de campo,
deve ser considerada devido ao contato freqiiente com outras bactérias. E importante ressaltar,
entretanto, que a utilizacdo do conjugado de deteccao Proteina A/peroxidase em ambos
immunoblots 1-D e 2-D possibilitou a exclusdo dessa reatividade cruzada em animais
soronegativos nao vacinados.

Por outro lado, os polipeptideos identificados na regidao III (Mr <20 kDa, pI
heterogéneo) foram reconhecidos exclusivamente por amostras de animais soropositivos nao
vacinado (GI), predominantemente quando utilizado o conjugado de deteccdo anti-IgG
bovina/peroxidase. Entretanto, ndo foi possivel relacionar estes marcadores com proteinas
hipotéticas no banco de dados. Dos spots identificados na regido III, quatro spots (#37, 38, 39,
40) tiveram seus peptideos identificados por espectrometria de massa e analisados
posteriormente no banco de dados do programa Blastp. Desta maneira, a associagdo do

immunoblot 2-D e o seqiienciamento de peptideos por espectrometria de massa permitiu a
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identificacdo de proteinas antigénicas reconhecidas distintamente por anticorpos IgG de
amostras de bovinos soropositivos vacinados e ndo vacinados.

A proteina Bfr (ferritina bacteriana ou citocromo B1, spot #37), pertence a superfamila
das proteinas diferro-carboxiladas, sendo constituida pela associacao de subunidades protéicas
de 26,5 a 28 kDa, resultando em uma proteina oligomérica nativa de 560 kDa (BARCELO;
MIRALLES; AREAN, 1997). As ferritinas sdo protefnas conservadas desde procariotos até
eucariotos, desempenhando um papel fundamental no metabolismo celular, com a funcao de
reservar ferro de uma forma segura e biodisponivel, devido as suas propriedades
oxidorredutoras (BRIAT; LOBREAUX,1997). No presente estudo, a Bfr demonstrou
marcante antigenicidade, sendo reconhecida somente por anticorpos IgG de amostras
soropositivas de bovinos nao vacinados. Estudos anteriores identificaram através da técnica
de microsequenciamento de proteinas, a expressdo de Bfr em B. melitensis em resposta ao
estresse oxidativo e também como uma proteina imunogénica que estimula a proliferacao de
linfécitos B (DENOEL et al., 1995; TEIXEIRA-GOMES et al., 2000). Estes dados colaboram
com a relevancia do uso de Bfr como antigeno para novos ensaios de diagndstico.

A andlise de aminoacidos do spor #38 foi correlacionada com duas proteinas de
Brucella, a Dps e a NdpK-I, com Mr inferior a 20 Kda. A Dps é uma proteina conservada e
estd relacionada com a manutencdo do metabolismo da bactéria associado com a resisténcia
ao estresse na fase estaciondria, sendo sua expressdo benéfica para a adaptacao da bactéria no
compartimento fagosssomal da célula hospedeira (ROOP 1II et al., 2004). Evidéncia da
expressao de Dps foi relatada em recente estudo sobre as adaptacdes fisioldgicas sofridas por
B. abortus S19 (cepa vacinal atenuada) e 2308 (cepa virulenta) durante a infeccdo de
macréfagos murinos (LAMONTAGNE et al., 2009). Dominios NdpK-I estdo presentes em
uma grande familia de proteinas estruturalmente e funcionalmente conservadas, tanto em
humanos como em bactérias, e sdo responsaveis pela transferéncia de fosfatos do nucleosideo
trifosfato (NTP) para o nucleosideo difosfato (NDF). Estudos anteriores, utilizando
sequenciamento de aminodcidos N-terminal, identificaram a NdpK em B. melitensis
(TEIXEIRA-GOMES et al., 1997). No presente estudo, foi demonstrado pela primeira vez, a
antigenicidade das proteinas Dps/ NdpK-I para soros bovinos infectados e ndo vacinados.

A andlise de espectrometria de massa identificou também a proteina antigénica Sod
(spot #39), apresentando a maior identidade de cobertura das seqii€éncias peptidicas (36,4%) e
um forte reconhecimento por amostras soropositivas de animais nao vacinados, detectadas por
ambos os conjugados de detec¢do no immunoblot 2-D. Sod é uma proteina heat shock que

participa do sistema de defesa antioxidante, protegendo a Brucella dos efeitos toxicos dos
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reativos intermedidrios do oxigénio (ROIs), através da conversao dos radicais superéxidos em
peréxido de hidrogénio e oxigénio (KO; SPLITER, 2003). Foi interessante observar que um
dos peptideos seqiienciados da Sod apresentou um epitopo imunogénico previamente
caracterizado em ensaios de imuniza¢do em camundongos BALBc (TABATABAI; PUGH,
1994), enfatizando o perfil marcante de reconhecimento do peptideo por amostras de soro de
bovinos ndo vacinados e infectados.

A identifica¢do de peptideos com perfil alcalino correspondeu a proteina B de invasao
(spot #40) que ainda nao tinha sido relatada em B. abortus S19, sendo reconhecida como
antigénica por soros de bovinos ndo vacinados e infectados, utilizando ambos os conjugados
de deteccdo. Esta proteina foi descrita como um dos principais fatores de viruléncia em
Bartonella bacilliformis, estando diretamente relacionada com o parasitismo de eritrcitos
humanos, sendo sua expressao diretamente regulada em resposta as alteracdes ambientais da
célula hospedeira, como pH, temperatura, estresse oxidativo. A proteina B de invasdo foi
identificada na analise protedmica de B. melitensis e também foi relacionada como antigeno
protetor em ensaio de desafio de camundongos com B. melitensis (COMMANDER et al.,
2007) e, até o presente, o papel dessa proteina em B. abortus S-19 ainda ndo foi descrito.

Um estudo imunoprotedmico 2-D do antigeno do envelope celular da cepa virulenta B.
abortus 2308 identificou 42 spots, sendo que 33 proteinas foram reconhecidas como
antigénicas ao serem testadas com amostras de soros de pacientes infectados com B. suis e de
bovinos infectados com Brucella (CONNOLLY et al., 2006). Todas as proteinas identificadas
neste dltimo estudo ndo apresentaram relacdo com as proteinas sequenciadas no presente
trabalho.

Na andlise 2-D de preparacOes antigénicas utilizadas para o sorodiagnodstico da
brucelose, oito diferentes proteinas foram também identificadas, como a superdxido
dismutase (Sod), as proteinas heat shock (GroEL, GroES, and DnaK), HtrA, proteina
ribossomal L7/L12, precursor da proteina imunogénica BCSP31 e a proteina 60 kDa (AL
DAHOUK et al., 2006; LIN et al., 1995; RAFIE-KOLPIN et al., 1996). Recentemente, foi
realizado um estudo comparativo de proteinas antigénicas sorodominantes entre amostras de
soros de humanos e caprinos, ambos infectados com B. melitensis cepa 16M, para um melhor
esclarecimento das diferencas na resposta imune entre humanos e caprinos (LIANG et al.,
2010). Dois antigenos foram sorodiagnosticados para ambos (proteina periplasmatica de 26
kDa e Protease DO, também designada de HtrA), onze antigenos exclusivamente
sorodiagnosticados para humanos e dezesseis para caprinos. A maioria desses antigenos sao

lipoproteinas, proteinas transportadoras e proteinas relacionadas com a patogenicidade.
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Quando foi analisado o perfil de sororeatividade obtido pelos immunoblots 1-D e 2-D,
foi possivel estabelecer uma relacdo entre as trés bandas antigénicas ndo imunodominantes
(10, 12 e 17 kDa) que foram reconhecidas exclusivamente por anticorpos de baixa avidez de
soros bovinos nao-vacinados (GI) pelo immunoblot 1-D e quatro polipeptideos com Mr
inferior a 20 kDa e pI 5,1-8,4 (spots #37, 38, 39 e 40) que apresentaram forte marcagcdo no
immunoblot 2-D e puderam ser caracterizados por andlise protedmica como proteinas de
Brucella ja descritas na literatura (Bfr, Dps/Ndpk-KI, Sod e Proteina B de invasdo). Destas
proteinas, Ndpk-I e proteina B de invasdo foram identificadas, pela primeira vez no presente
estudo, em cepa vacinal de B. abortus S-19 e relacionadas com a antigenicidade em amostras
soropositivas de bovinos nao vacinados.

Portanto, a andlise imunoprotedmica deste novo antigeno solivel de B. abortus obtido
pela extracdo com o detergente TX-114 permitiu a caracterizacdo de vdarias proteinas
antigénicas de B. abortus S-19, algumas ainda ndo descritas na literatura, que podem ser
utilizadas como ferramentas para o sorodiagnéstico da brucelose em bovinos e diferenciagdao

entre animais vacinados com a cepa atenuada S19 e infectados.



77

6. CONCLUSOES

» Os perfis eletroforéticos 1-D e 2-D do antigeno solivel de B. abortus obtido pela extragao
com TX-114 demonstraram amplo espectro de polipeptideos variando de 10 a 79 kDa, que
foram reativos com amostras soropositivas de bovinos ndo vacinados e vacinados,

utilizando os conjugados de deteccao anti-IgG bovina/peroxidase e Proteina A/peroxidase.

» Um extenso perfil de sororeatividade foi detectado por immunoblots 1-D e 2-D do
antigeno solivel TX-114 de B. abortus em amostras soropositivas de bovinos nao
vacinados, comparado a um perfil mais restrito em amostras soropositivas de bovinos

vacinados, independente do conjugado de detec¢do empregado.

» Cinco componentes antigénicos imunodominantes (24, 28, 35, 47 e 52 kDa) do antigeno
solivel TX-114 de B. abortus foram predominantemente reconhecidos por anticorpos
IgG de alta avidez em amostras soropositivas de bovinos nao-vacinados e podem ser

considerados como potenciais marcadores imunodominantes de infec¢ao.

> Trés componentes antigénicos ndo imunodominantes (10, 12 e 17 kDa) do antigeno
solivel TX-114 de B. abortus foram exclusivamente reconhecidos por amostras
soropositivas de bovinos nao-vacinados e podem ser considerados como marcadores

adicionais para caracterizar infec¢ao por Brucella e excluir resposta vacinal.

» Os dois conjugados de detec¢do analisados foram capazes de detectar anticorpos IgG
especificos de alta avidez em amostras soropositivas de bovinos ndo-vacinados, enquanto
que o conjugado Proteina A/peroxidase apresentou maior capacidade em detectar
anticorpos IgG2 especificos de baixa avidez em amostras soropositivas de bovinos

vacinados.

» A avaliagdo dos niveis de avidez de anticorpos IgG2 especificos a marcadores antigénicos
do antigeno solivel TX-114 de B. abortus pode ser uma ferramenta adicional para o
sorodiagnodstcio diferencial da brucelose bovina, possibilitando melhor distingdo
sorolégica no perfil de afinidade funcional de anticorpos IgG em resposta a infec¢do e

vacinagao.
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A caracterizacdo protedmica do antigeno soluvel TX-114 de B. abortus revelou 42 spots
no gel 2-D e permitiu a identificacdo de 22 proteinas hipotéticas com sublocaliza¢ao

citoplasmadtica e provaveis fun¢des moleculares.

A anélise do perfil de sororeatividade em immunoblot 2-D revelou que polipeptideos com
Mr inferior a 20 kDa foram reativos exclusivamente com amostras soropositivas de
bovinos ndo-vacinados, empregando ambos os conjugados de deteccao, refor¢cando o valor
deste grupo de marcadores moleculares no sorodiagnéstico de infeccdo por B. abortus e

exclusdo de resposta vacinal.

A andlise por espectrometria de massa dos peptideos do antigeno solivel TX-114 de B.
abortus que apresentaram reconhecimento distinto entre amostras soropositivas de
bovinos nio-vacinados e vacinados permitiu a identificacao de cinco proteinas antigénicas

de B. abortus S19 (Bfr, Dps/Ndpk-I, Sod e Proteina B de invasio).

As proteinas Ndpk-I e proteina B de invasdo foram identificadas pela primeira vez, no
presente estudo, em cepa vacinal de B. abortus S19 e relacionadas com a antigenicidade

em amostras soropositivas de bovinos ndo vacinados.

A anédlise imunoprotedmica deste novo antigeno solivel de B. abortus obtido pela
extragdio com o detergente TX-114 permitiu a caracterizacdo de vdrias proteinas
antigénicas de B. abortus S-19, sendo que a Bfr, Dps/Ndpk-KI, Sod e Proteina B de
invasdo foram reconhecidas exclusivamente por anticorpos IgG de bovinos soropositivos
nao-vacinados, podendo portanto, ser utilizadas como ferramentas para o sorodiagnéstico
da brucelose bovina e diferenciacdo entre animais vacinados com a cepa atenuada S19 e

infectados.
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