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RESUMO

A superoxido dismutase (SOD) sdo metaloenzimas que estdo amplamente
distribuidas em diversos organismos, tanto eucariéticos, como procariéticos,
contribuindo com a defesa celular frente a espécies reativas de oxigénio, mediadas
pelo o radical superéxido, subproduto do metabolismo oxidativo. As SODs séao
classificadas em quatro grupos, CuZnSOD; MnSOD; NiSOD e FeSOD, dependendo
do cofator metélico ligado a enzima. As SODs estdo presentes em Vvarios processos
patogénicos, como adesao e sinalizagdo celular, bem como na resisténcia
intracelular nos macrofagos. Com isso, esse estudo teve como objetivo detectar a
presenca da enzima SOD em isolados de C. pseudotuberculosis obtidos de
pequenos ruminantes com linfadenite caseosa, como também, caracterizar o gene
sodA e sodC codificantes da MnSOD e CuZnSOD, respectivamente. Foram
utilizados 30 isolados de C. pseudotuberculosis obtido de casos Linfadenite caseosa
em pequenos ruminantes, sendo que dessas amostras, foram extraidas proteinas
totais, as quais foram analisadas pelas técnicas de Bradford e SDS-PAGE para
confirmar o sucesso da extracao. Para detectar a enzima superéxido dismutase, foi
utilizada eletroforese em gel de atividade, corado com NBT (azul de nitrotetrazolio).
Os isolados foram submetido a PCR (Reagdo em cadeia da Polimerase) para
verificacdo do gene sodA e sodC. A maior concentracdo de proteina obtida apos a
extracdo proteica nos isolados foi de 3,4 mg.mL™, sendo que dos 30 isolados
estudados, nove apresentaram apenas uma banda visivel no gel, sendo que cinco
foram classificados como MnSOD e quatro como CuzZnSOD. Dos isolados
estudados, quatro amostras apresentaram mais de uma banda, podendo classificar
as mesmas em MnSOD e CuzZnSOD simultaneamente. Na amplificagdo por PCR
todos isolados testados apresentaram resultados positivos para o gene sodA e
sodC. Estes resultados apontam para uma maior sensibilidade da deteccao genética
do que da avaliacdo proteica para a presenca da enzima e isto pode estar associada
a dificuldade no processo de extracdo destas proteinas nos isolados. De toda
maneira, os resultados obtidos em conjunto identificam a presenca da enzima
superoxido dismutase em isolados de C. pseudotuberculosis em pequenos
ruminantes, bem como, a presenca dos genes sodC e sodA, classificando
respectivamente a CuZnSOD e MnSOD. S&o necessarios mais estudos em relagéo
a SOD em C. pseudotuberculosis a fim de caracterizar seu papel na patogenicidade
do micro-organimo.

Palavras chaves: caprino-ovinocultura, semiarido, viruléncia



ABSTRACT

Superoxide dismutase (SOD) are metalloenzymes that are widely distributed in
several organisms, both eukaryotic and prokaryotic, contributing with the cellular
protection against reactive oxygen species which are mediated by superoxide
radical, the byproduct of oxidative metabolism. SOD’s are classified into four groups,
according to the metal cofactor linked to enzyme: CuZnSOD, MnSOD, NiSOD and
FeSOD. They are present in various pathogenic processes such as cell adhesion
and signalization, as well as in the intracellular resistance into macrophages. This
study aimed to detect the presence of SOD in Corynebacterium pseudotuberculosis
isolated from small ruminants with caseous lymphadenitis and characterize the sodA
and sodC genes responsible for coding MNnSOD and CuzZnSOD, respectively. Total
proteins were extracted, which were analysed by Bradford and SDS-PAGE
techniques to confirm successful extraction. In addition, activity gel stained with NBT
(Nitroblue Tetrazolium) was used to detect superoxide dismutase enzyme. The
isolates were also submitted to PCR (Polymerase chain reaction) to verify the sodA
and sodC genes. The highest concentration of protein obtained after the protein
extraction was 3,4 mg.mL™ and nine of the thirty isolates studied showed just one
visible protein band on gel wherein five were classified as MnSOD and four as
CuzZnSOD. From the isolates studied, four samples showed more than one protein
band, which may classify as MnSOD and CuzZnSOD simultaneously. Furthermore, in
the amplification by PCR all isolates tested demonstrated positive results to sodA
and sodC genes. These results show that genetic detection has a greater sensibility
than protein evaluation to the presence of the enyme and it may be associated to
difficulty in the extraction process these proteins in the isolates. Nevertheless, the
results obtained identify the presence of superoxide dismutase enzyme in C.
pseudotuberculosis isolated from small ruminants, as well as the presence of sodA
and sodC genes, classifying as CuZnSOD and MnSOD, respectively. Indeed, further
studies are necessary regarding SOD in C. pseudotuberculosis in order to
characterize its role in pathogenicity of the microorganism.

Key words: goat and sheep industry, semi-arid, virulence



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Cromatografia em coluna DEAE-Sephadex A-50 da FO/60 do isolado
Coryne OVI CCA de C. pseudotuberCulosis ..o 37

Figura 2: Cromatografia em coluna DEAE-Sephadex A-50 da F0/60 do isolado
Coryne OVIOSO01 de C. pseudotuberculosis .............uuueeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 38

Figura 3: Cromatografia em coluna DEAE-Sephadex A-50 F0/60 do isolado Coryne
CAPM 01 de C. pseudotuberCulOSIS ........cccoiiiiiiiiiiiiiiiirie e 38

Figura 4: SDS-PAGE de proteina do extrato bruto (EB) e Fracdo (F0/60) dos
isolados de C. pseudotuberculosis corado com prata. A: EB do isolado Coryne
OVI1FL; B: EB do isolado coryne OVIOSO01; C: F0/60 do isolado Coryne OVIOSO01;
D. FO/60 do isolado Coryne OVI1FL; E: FO/60 do isolado Coryne cap2FL; F: EB do
isolado Coryne cap2FL e G: EB do isolado Coryne

Figura 5: Analise eletroforético da atividade de SOD em gel nativo corado com NBT.
Gel com bandas Unicas em amostras representativas de isolados de C.
pseudotuberculosis. M: marcador CuZnSOD (Sigma); 1: Coryne OVICCA; 6: Coryne
OVI1FL; 18 Coryne caplC; 51: Coryne OVIDO04 e 53: Coryne

Figura 6: Analise eletroforético da atividade de SOD em gel nativo corado com NBT.
Gel com varias bandas em altura diferente em amostras representativas de isolados
de C. pseudotuberculosis. M: marcador CuZnSOD (Sigma); 3: Coryne OVI79PV; 10
Coryne

Figura 7: Gel corado com NBT mostrando bandas do Pl das amostras 1: Coryne
OVI CCA; 2:Coryne OVIOSO0L1 ; 3: Coryne CAPMO01 e M: marcador CuZnSOD
(Sigma) das amostras apds a cromatografia de troca i6nica.

Figura 8: Analise eletroforética da atividade de SOD, corado com NBT. M: controle
positivo CuZnSOD (Sigma); EB: extrato bruto de proteina C. pseudotuberculosis
(Coryne

(@Y = €1 {0 ) TSRS 42



Figura 9: Analise eletroforético da atividade de SOD. Gel nativo corado com NBT e
tratado com inibidores. Controle, sem inibidor; KCN, inibicdo com 10 mM de KCN;
H,02, inibido com 10 mM de H,0,, em extrato bruto de proteina de C.
pseudotuberculosis (Coryne

(07 L I U 42

Figura 10: Andlise eletroforético da atividade de SOD em gel nativo corado com NBT
e tratado com inibidores. Controle, sem inibidores; KCN, inibicdo com 10 mM de
KCN; H203, inibido com 10 mM de H,0O,, em extrato bruto de proteina C.
pseudotuberculosis (Coryne

OVITOPV). .ottt ettt ettt ettt ettt e et e n et et en e, 43

Figura 11: Produto da PCR do gene sodC em C. pseudotuberculosis, sendo que M:
marcador molecular e 1 a 15 amostras representativas de DNA de C.
PSEUAOTUDEICUIOSIS. ...t 44

Figura 12: Produto da PCR do gene sodA em C. pseudotuberculosis, sendo que M:
marcador molecular e 1 a 15 amostras representativas de DNA de C.
[OEY=10 0 [ 1[0 1T ot U1 [0 1S £ 44



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Relac&o dos indicadores utilizados para detec¢cédo dos
[0 =T TSI Yo o 1N =T Yo o [ 33

Tabela 2: Condi¢bes da reagdes de PCR para os genes sodA e sodC ................... 34

Tabela 3: identificacdo das cepas bacterianas de C. pseudotuberculosis
quantificacéio de proteinas (M. MI™) ..., 36

Tabela 4: Concentracdo de proteina apos fracionamento FO/60 de C.
(01180 (][] 01T o1 U1 [0 1 £ 37



LC

PE

BA
IBGE
PLD
fagA
fagB
fagC
fagD
PAI
DNA
RNA
PCR
UNIVASF
PB

uv

KCI

Mg
MgCl,
pH

BHI

DO
SOD
NBT
MnSOD
CuzZnSOD
EROs
H>0>
FeSOD

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

........................................................................... Linfadenite caseosa

....................................................................................... Pernambuco

.................................... Instituto Brasileiro de Geografia e

Estatistica

..................................................................................... Fosfolipase D

......................................................... Proteina Integral de

Membrana

........................................... Transportador de enterobactina de ferro

............................................. ATP-proteina de ligacdo da membrana

.......................................... Sideréforos —protéina de ligacao de ferro

.................................................................... Ilhas de Patogenicidade

.................................................................. Acido desoxirribonucleico

............................................................................ Acido Ribonucléico

..................................................... Reacdo em cadeia da

Polimerase

.............................. Universidade Federal do Vale do Sao Francisco

...................................................................................... par de bases

Ultravioleta

............................................................................ Cloreto de potassio

..Magnésio

.......................................................................... Cloreto de Magnésio

......................................................... Potencial hidrogeniénico

................................................................. Brain Heart Infusion Broth

.............................................................................. Densidade Optica

........................................................................ Superoxido dismutase

......................................................................... Azul de nitrotetrazolio

...................................................... Manganés superoxido dismutase

................................................. Cobre e zinco superéxido dismutase

............................................................... Espécies reativa a oxigénio

...................................................................... Peroxido de hidrogénio

............................................................... Ferro superoxido dismutase



NISOD e Niquel superoxido dismutase

B O A Albumina sérica bovina
P B S Tampao fosfato salino
1] 2 T REPP TP Rotacao por minuto
Pl Primeiro pico
Pl Segundo pico
P0O/60 ....Fracdo originada da precipitacdo com 60% de sulfato de amdnia
NACT e e Cloreto de sodio
S S e ———— Dodecilsulfato de sodio
PAGE e Eletroforese em gel de poliacrilamida
TEMED e N,N,N’,N”- tetrametil etilenediametilamina
P S A e ——— Persulfato de aménio
BB Extrato bruto

D A Dietilaminoetil



LISTA DE SIMBOLOS

PP RUR PP PPUPPPPPPIN Porcentagem
PP PUPPTRRPPPPPPTIN Graus Celsius
IV e Milimolar
L s Microlitro
M e ——————— Micromolar
TP mol
KHZ e Quilohertz
PRSP P PP PPPPPRTPPPPPPPRTN grama
PH Potencial hidrogenidnico
01 1 SRR Minuto
DA e Amperagem
PP RPTTP Volts
U e Unidade de atividade enzimatica
10T PSSR SPPPPPPPPTRPIN Miligrama

02 PR Mililitro



SUMARIO

RESUMO....ciii ettt ettt e e et e e e e s sttt e e e e e ettt e e e e e s esee e bneeaeeeeeassnneeas 7
ABSTRACT ettt ettt e e e e ettt e e e e e et r e e e e e e a e eeeeae e nrraeeeeeenanees 8
LISTA DE FIGURAS . ...t e et e e e et e e e e et eeeaan s 9
LISTA DE TABELAS . ... e e e e e e e e e e e e eees 11
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS........iiiiie ettt 12
LISTA DE SIMBOLOS ... ..ottt et e e et e e e e e s snnsnnnaeaaeesnnnees 14
1. INTRODUQAO GERAL. ... 17
2. REFERENCIAL TEORICO..... .ottt ettt 19
2.1. Importancia econdmica da caprino-ovinocultura no Brasil e na Regido
A\ 0T ST = PR UPUR TR 19
2.2, LINfAd@NIte CASEOSA.......uuurrruiiiiiiiiiiee e e eeee ettt e e e e e e e e e e e e ee e e as 20
2.2.1. SINAIS ClINICOS.....cciiiiiiii e 22
A o= (0 1o 1] o1 - VPP 23
2.2.3. Fatores de VIFUIENCIA...........cocoiiiiiiiiiiiiiccee e 24
2.3. Superoxido dismutase (ECL.15.1.1).....cccoiriiiiiiiiiiiiiie e 26
3. MATERIAL E METODOS.......octiiiteiiieieeeinesieiese et seese et seseesese e seneseseenens 29
3.1. Local de execuGao do eXPerimentO...........uuuueeeeiiieeeeeeeeeeieeeeeeeeereran e e e 29
3.2. AMOSLras DACIEIIANAS. .......ccuuviiiieeee e e 29
3.3. Extracao de proteina do C. pseudotuberculosis ...............occciiviiiiiininnnnee. 29
3.4. Quantificacao de Proteinas..........c..eevieiiiiiiiiiie e 30
3.5. Precipitacdo com sulfato de amonia..............ccccceeeeiiiiiei e, 30
3.8, DIANISE. ..ttt 31
3.7. Cromatografia em resina de troCa iONICA. ........uuuueiieiireeeeeeeeeeeeeeeeeeeienns 31
3.8. Eletroforese de proteina em gel desnaturante (SDS-PAGE) ..........ccc....... 31
3.9. Eletroforese em gel nativo para deteccao da atividade de SOD................ 32
4.0. Caracterizag@0o MOIECUIAT ...........ooviiiiiiiiiiii e 32
4, RESULTADOS. ...ttt e et e e et e e e et e e e e e e eraaeeees 35
4.1. Resultados da Caracterizag8o molecular ...........ccccuveviviiiiiiiiiiiii e 43
5. DISCUSSAD. ...ttt ettt er e 45

B. CONCLUSAD . ... ettt et e et ee e e e, 49



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ocuieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50

8. ANEXOS e e 57
8.1 ANEXO A o 57
8. 2. ANEXO B ..o 58
8.3, ANEXO € ..ttt e 59

8.4 ANEXO D ..ottt e 60



17

1. INTRODUCAO GERAL

A caprino-ovinocultura é uma atividade explorada em diversos paises,
destacando-se principalmente em paises com regifes semiaridas. Os caprinos e
ovinos sao considerados animais rusticos e bem adaptados a este tipo de clima,
apresentando desempenho produtivo em locais com baixas condicbes de
sobrevivéncia. (SAMPAIO et al., 2009).

O Brasil apresenta 9.379 milhdes de cabecas de caprinos e 17.662 milhdes
de cabecas de ovinos, sendo que na producdo de caprinos os Estados que
apresentam maior destaque sdo: Bahia 29,2%, seguido por Pernambuco, com
20,5%, e Piaui, com 14,7%. Os municipios com maiores efetivos pela ordem sao:
Casa Nova (BA), Floresta (PE) e Sertania (PE). Juazeiro apresenta uma queda na
producdo reduzindo duas posi¢cdes no respectivo ano. Na produgcao de ovinos, o
Estado do Rio Grande do Sul detém 22,6% do rebanho nacional, sendo o mais
representativo. Na sequéncia, o Estado da Bahia com 17,4% e o Ceard com 12,1%
(IBGE, 2011).

Entretanto, apesar do tamanho dos rebanhos nessa regido, a sua
produtividade apresenta um declinio, devido a vérios fatores, como: irregularidades
das chuvas, que afeta a oferta de alimentos e consequentemente maximiza a taxa
de mortalidade. Outro fator importante que pode afetar a produtividade dos caprinos
e ovinos é a falta de implantacdo de tecnologias pelos produtores. Porém, é
necessario melhorias nos sistemas de criacdo dos pequenos ruminantes, devido ao
aumento na demanda de carne e leite pelo o mercado consumidor (PEDROSA et al.,
2003).

O manejo sanitario inadequado desencadeia varias enfermidades, que sdo
citadas como responsaveis pela reducao de produtividade no rebanho de pequenos
ruminantes, dentre elas destaca-se a linfadenite caseosa (LC) (Ribeiro et al., 1988).
A LC é uma enfermidade bacteriana que afeta os caprinos e ovinos, assim como
outras espécies de animais. O contato direto com fémites e materiais purulentos
drenados de abscessos s&o as principais fontes de infecgcdo da doenca. A inciséo e
a antissepsia dos abscessos sdo as formas de tratamento de maior frequéncia e
utilizacéo (ALVES et al., 2008).
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O Corynebacterium pseudotuberculosis € o0 agente patologico da LC, sendo
uma bactéria intracelular facultativa, (DORELLA et al., 2006; BAIRD e FONTAIME,
2007). O Mycobacterium tuberculosis apresenta semelhangca com o patégeno
anterior, devido a capacidade de ambos se multiplicarem no interior de macrofagos
ocasionando infec¢des clinicas persistentes (LIAO et al., 2013).

Os macroéfagos séo células pertencentes ao sistema mononuclear fagocitico
com capacidade de produzir reativos de nitrogénio e de oxigénio e enzimas
lisossomais, cuja principal funcdo é de desenvolver uma resposta antimicrobiana
contra os micro-organismos ingeridos (NATHAN et al., 2000). Baseado nisso, varias
bactérias patogénicas desencadeiam mecanismos de protecao contra estes reativos
de nitrogénio e oxigénio que apresentam atividade antimicrobiana potente (ZAHRT
et al., 2002).

A Superoxido dismutase (SOD) é uma classe de metaloenzimas encontradas
em organismos aerébicos, tanto em procariontes como eucariontes. Pois, devido ao
estresse oxidativo que € prejudicial para as células, a SOD é responsavel em
catalisar reac6es, convertendo o ion superéxido em moléculas de O, e H,0,. Desta
forma, a presenca da SOD em agentes patogénicos pode ser um fator que contribui
com a viruléncia dos mesmos (SEYLER et al., 2001; FANG et al., 1999).

Estudo realizado em bactéria observou-se a presenca de dois tipos SOD
diferentes de acordo com a localizacdo. A cobre e zinco superéxido dismutase
(CuznSOD) que ¢é codificado pelo gene sodC localizado no DNA de célula
bacteriana, e 0 manganés superoxido dismutase (MnSOD), presente em células
procariontes e eucariontes, sendo que, em procariontes o gene que codifica MnSOD
€ 0 gene sodA (BAFANA et al., 2011).

Andrus et al., (2003) menciona que a presenca do gene sodA € essencial
para o0 crescimento aerdGbico de Streptococcus thermophilus auxiliando no
tratamento de estresse oxidativo encontrado pelo organismo em crescimento sob
condi¢cbes normais.

Diversos fatores desecadeiam a viruléncia do C. pseudotuberculosis, sendo
gue a enzima superoxido dismutase pode ser um dos fatores de viruléncia, contribui
com a permanecia do patégeno dentro do macroéfago no hospedeiro. Com isso, 0
trabalho teve como objetivo detectar a presenca da enzima superoxido dismutase,
bem como, caracterizar o gene sodA e sodC, identificando o MnSOD e CuzZnSQOD,

respectivamente.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Importancia econémica da caprino-ovinocultura no Brasil e na Regiao
Nordeste

No Brasil, a caprino-ovinocultura é considerada uma atividade econémica de
grande potencial para o desenvolvimento do agronegocio brasileiro, devido a grande
producdo de carne, leite e 14, que cada vez mais sdo adquiridos pelo mercado
consumidor de todo o pais. A producéo de carne e de pele caprina apresenta grande
destaque no nosso pais, sendo os principais produtos comercializados (SAMPAIO
et.al., 2009).

A caprino-ovinocultura é apresentada como um potencial socioeconémico
para o agronegocio mundial, apesar de que necessita incrementar acdes para esse
setor. Com isso, € necesséario moldar a cadeia de producédo, desde as propriedades
até o consumidor, pois 0 mercado esta cada vez mais exigente com a qualidade de
produtos de origem animal (BANDEIRA et al., 2007; ALVES et al., 2008).

Em relagcdo ao manejo nas propriedades s&o utilizados dois diferentes
sistemas de producdo. Os grandes produtores que utilizam tecnologia para
otimizacdo no manejo genético, sanitario, e reprodutivo dos rebanhos, e
consequente aumento na produtividade. No entanto, o destaque maior permanece
ainda a pecuéria de subsisténcia, na qual ndo existe um manejo tecnificado
adequado (PINHEIRO et al., 2000). Desta forma, no Nordeste brasileiro, a linfadenite
caseosa € uma das enfermidades contagiosas, que ocasiona uma reducdo na
produtividade (ANDRADE et al., 2012).
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2.2. Linfadenite Caseosa

A Linfadenite Caseosa isoladamente ou em conjunto com outros problemas
sanitarios de pequenos ruminantes, contribui consideravelmente para redugdo da
qualidade do leite, carne e pele, levando a perdas financeiras e inviabilizando o
empreendimento (JUNIOR et al., 2006).

No Reino Unido, a enfermidade foi descrita pela primeira vez no ano de 1990.
Nesta época, a propagacdo da infeccdo em ovinos e caprinos levou grande
preocupacao entre os agricultores e veterinarios. No entanto, na Australia e Nova
Zelandia esta infeccdo apresenta caracteristicas diferentes, com indice de
prevaléncia menor, devido a pratica de inspecdo de carne nas industrias e de
adocédo de medidas gerais de controle (BAIRD e FONTAINE, 2007).

Nos abatedouros, 0s principais prejuizos citados estdo associados a
condenacdo das carcacas de caprinos e ovinos, bem como danos provocados a
pele. Esta enfermidade também pode ser relacionada com problemas de saude
publica (NOZAKI et al., 2000). Linfadenite Caseosa (LC), conhecida também por mal
do caroco ou pseudotuberculose, € uma doenca infecto-contagiosa de caréater
cronico que acomete, principalmente, caprinos e ovinos. O agente etiolégico da LC &
o Corynebacterium pseudotuberculosis, classificado como uma bactéria Gram-
positiva, ndo esporulada, aerdbica e parasita intracelular facultativa de macréfagos
(BAIRD e FOTAINE, 2007), caracterizada como pleomorfica, pequena, com formato
cocoide, de clavas ou bacilos (morfologia corineforme). Em esfregacos corados, as
células tem formato de “letras chinesas” (QUINN et al., 2005).

Esta bactéria € responsavel por sintetizar uma exotoxina denominada de
fosfolipase D, que atua como esfingomielinase, com acdo hemolitica e
dermonecrotica, ocasionando  supuracdo nas células  endoteliais e
consequentemente aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos e linfaticos,
proporcionando a invasao de outras bactérias patogénicas. Além disso, o C.
pseudotuberculosis possui lipideos em sua parede celular com atividade leucotéxica,
conferindo protecao bacteriana contra fagocitose (ALVES et al., 2007, FONTAINE e
BAIRD, 2008).

Corynebacterium € um género agrupado na classe das actinobactérias, que
também relne os géneros Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus. Estes

apresentam caracteristicas semelhantes como: organizacdo da parede celular, que



21

tem um grande complexo polimérico de peptideoglicano, arabinogalactano e o acido
micolico (DORELLA et al., 2006).

As infec¢des causadas pelo C. pseudotubeculosis ndo sao descritas apenas
em caprinos e ovinos, podendo ocorrer na linfangite ulcerativa em equinos,
abscesso superficiais em bovinos, suinos e cervos. Em bufalos, camelos, porco
espinhos e Ihamas, o patdgeno ja foi isolado. (DORELLA et al., 2006). Em humanos,
o C. pseudotuberculosis tem um baixo poder zoondético, mas podem ocorrer
contaminagdes, devido as atividades ocupacionais (LIU et al., 2005). Em uma
menina francesa de 12 anos, foi isolado o C. pseudotuberculosis do linfonodo
inguinal caracterizado por linfadenite necrosante (TROST et al., 2010).

Criadores de caprinos e ovinos do semiarido brasileiro enfrentam um grande
problema no aspecto sanitario dos rebanhos quanto a alta incidéncia e prevaléncia
da LC (COELHO et al., 2011). Estudo realizado por S& et al., (2013) relata a alta
prevaléncia de LC nas propriedades de caprinos e ovinos, assim como nos animais
abatidos em abatedouros nas cidades de Petrolina-PE e Juazeiro-BA. Neste
trabalho, 75% das amostras coletadas de animais com suspeita da doenca foram
positivos para pesquisa de C. pseudotuberculosis.

Um dos fatores que nao constitui um fator de risco para infecgao por C.
pseudotuberculosis, mas que pode contribuir para o surgimento da LC no plantel, é a
raca. Animais de pélo curto, como os da raca Santa Inés, sdo mais suscetiveis em
contrair a doenga, devido a fatores mecanicos, como lesdes causadas pela
vegetacdo seca ou espinhosa, que € comum em periodos de seca, e através do
manejo dentro das instalacées. Os animais lanados apresentam menor risco devido
a protecdo que a |a constitui sobre a pele. (GUIMARAES et al., 2009).

Estudo realizado por Souza et al., (2011) relata que a maior prevaléncia da
doenca € observada em fémeas (17,9%) do que em machos (13,8%),
provavelmente, devido a maior idade de abate das fémeas, que permanecem por
mais tempo nas fazendas do que os machos. Ainda neste estudo, no exame post
mortem, o linfonodo que apresentou o maior nimero de lesdes foi o pré-escapular,
com 97 (36,3%) do total de 268 lesdes encontradas, seguido do linfonodo parotideo
com 60 (22,4%) e o linfonodo pré-crural com 56 (20,9%).
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2.2.1 Sinais Clinicos

A linfadenite caseosa pode se apresentar de duas formas, externa (cutanea e
superficial) e interna (visceras) dos animais. Sendo que a forma externa é
caracterizada por apresentar linfonodos palpaveis, que ao longo do tempo ocorre
perda de pélo e consequentemente ruptura (BAIRD e FONTAIME, 2007). Esses
abscessos sdo caracterizados morfologicamente por apresentar camadas alternadas
e concéntricas de tecido fibroso, como material purulento com consisténcia pastosa
(CAMPOQOS, 2005).

Clinicamente, os animais afetados apresentam abscessos case0s0S Nhos
linfonodos mamarios, parotidicos, retro-faringicos, subiliacos, cervicais superficiais e
mandibulares. De acordo com a gravidade da doenca, a bactéria ndo se localiza
apenas nos linfonodos superficiais, podendo infectar outros 6rgaos, através da via
linfo-hemética, ocasionando piotérax, pneumonia e linfadenite pré-hepatica,
mesentérica e mediastinica (NOZAKI et al., 2000; RIBEIRO et al., 2011; JUNIOR et
al., 2006).

Janior et al. (2006) demonstram que o C. pseudotuberculosis pode ocasionar
também mastite clinica, uma vez que as lesdes caseosas podem surgir nos
linfonodos supra mamarios. Além disso, a bactéria pode ser disseminada nos
rebanhos através da reproducéo, ja foi visto que a mesma pode ser isolada em
sémen de reprodutores ovinos infectados (CAMARGO et al., 2010).
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2.2.2 Patogenia

C. pseudotuberculosis ao penetrar no organismo € fagocitado pelos
macréfagos, e dentro deles ocorre o processo de destruicdo do patdégeno através da
acdo do fagolisossoma. No entanto, esta bactéria € capaz de sobreviver a esse
processo, e consequentemente, multiplica-se dentro dos macréfagos, ocasionando
a morte dos mesmos. Esse mecanismo de resisténcia esta correlacionado com a
camada lipidica externa da parede celular presente nesta bactéria e a resisténcia da
mesma ao 6xido nitrico produzido pelos macrofagos (DORELLA et al., 2006; BAIRD
e FOTAINE, 2007).

Apébs a infeccao inicial do C. pseudotuberculosis, através da penetracdo de
mucosas ocular, oral e nasal, ou por contato com ferimentos de pele contaminada, o
micro-organismo propaga-se rapidamente para os linfonodos de drenagem local.
Nestes locais formam-se varios piogranulomas que se desenvolvem formando
abscessos, que muitas vezes através do sangue ou do sistema linfatico pode formar
abscesso em 6rgaos (coracao, figado, rins, glandula mamaria, medula espinhal e
testiculos) levando a formacao de linfadenite crénica, sendo lesdes pulmonares uma
das principais fontes de contaminacdo crénica no rebanho (BAIRD e FOTAINE,
2007).

Dentro dos abscessos, as bactérias conseguem permanecer varios anos apos
a infeccéo inicial e depois podem ressurgir ocasionando novamente a doenca. A
bactéria permanecer em um estado de dorméncia no hospedeiro, € ao passar do
tempo, pode ocorrer a reativacdo da doenca em novos locais no animal. (BAIRD e
FOTAINE, 2008).

Quando o micro-organismo estabelece a infeccdo no hospedeiro infectado,
gradualmente ocorre a formacao de abcessos nos nodulos linfaticos, os quais se
rompem, para disseminar o contéudo produzido. Inicialmente, o pus produzido é
coloidal, mas ao passar do tempo esse material torna-se sélido,devido aos nédulos
de mineralizagdo, que muitas vezes sdo laminados, formando camadas concéntricas
(BAIRD e FOTAINE, 2008).



24

2.2.3 Fatores de viruléncia

A capacidade de um micro-organismo em causar doenca € denominada de
patogenicidade. Micro-organismos patogénicos se diferenciam de outros da mesma
espécie, pelo fato de ter e expressarem genes que codificam fatores de viruléncia,
ou seja, fator que coloniza e modifica a fisiologia do hospedeiro (VIEIRA, 2009).

O mecanismo de viruléncia do C. pseudotuberculosis ndo € totalmente
compreendido, devido aos poucos estudos realizados. No entanto, sabe-se que a
fosfolipase D € um dos fatores de viruléncia presente nesta bactéria (BAIRD e
FONTAINE, 2007). Esta € uma enzima, exotoxina ou citotoxina, com habilidade de
hidrolisar a esfingomielina, que desfalece as membranas celulares favorecendo a
infeccdo pelo micro-organismo, como também ocasiona hemolise em meios agar
sangue, sintetizado com eritrécitos de ovinos (QUINN et al., 1994).

A fosfolipase D (pld) (EC. 3.1.4.4), aumenta a permeabilidade vascular e
constitui um fator piogénico estavel que atrai leucécitos (DORELLA et al., 2006). A
exotoxina fosfolipase D ocasiona hidrolise nas ligages éster da esfingomielina em
membranas celulares de mamiferos e contribui para a propagacdo da bactéria a
partir do local inicial, onde ocasiona uma inflamacéo local, atingindo os linfonodos
regionais e formacéo de abscessos (TROST et al., 2010; DORELLA et al., 2006 ).

Na parede celular destas bactérias encontram-se lipidios associados, como o
acido micdlico, que também esta presente em Mycobacterium tuberculosis, contudo
o C. peseudotuberculosis ndo se apresenta como alcool-acido resistente (COSTA,
2002). Além disso, na parede celular do C. pseudotuberculosis pode-se encontrar
lipideos que promovem protecdo bacteriana contra enzimas degradaveis presente
em fagolisossomos de células como macréfagos, como também, favorecem a
aderéncia do patégeno desencadeando um processo de citotoxidade local
(RADOSTITS et al., 2002). A camada lipidica presente na parede celular € um dos
fatores que contribui para a permanéncia prolongada da bacteriana no meio
ambiente (BAIRD e FONTAIME, 2007).

Ruiz et al., (2011) mencionam que um mecanismo favoravel para identificacao
de fatores de viruléncia em bactéria sao as ilhas de patogenicidade (PAI), na qual
contribui para o aumento da viruléncia, uma vez que codificam mecanismos de
invasdo, adeséao, proliferacao e colonizacdo no hospedeiro, minimizando as funcdes

do sistema imunolégico. Um outro fator indicativo que aumenta adaptabilidade de
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bactérias em diferentes hospedeiros é a transmissdo horizontal, que pode ocorrer
através das ilhas de patogenicidade entre bactérias, contribuindo para descoberta de
genes com funcdes associdas a absorcdo de ferro, magnésio e carbono,
maximizando a sobrevivéncia em condi¢cbes de estresse (RUIZ et al., 2011).0Outro
fator de viruléncia importante é o operon que codifica os genes fagA, fagB, fagC e
fagD que séo responsaveis pela absor¢céo de ferro bacteriano. Estes genes ndo séo
bem expressos in vitro, contudo in vivo contribuem com a viruléncia da C.
pseudotuberculosis (BILLINGTON et al., 2002).

O Projeto Genoma de C. pseudotuberculosis pela Rede Genoma de Minas
Gerais e Rede Paraense de Genbmica e Prote6mica identificou sete fatores sigma
nesta bactéria: fatores sigma B, C, D, E, H, K e M (PACHECO, 2010). Sendo, que 0s
fatores sigma bacterianos sao definidos como reguladores transcricionais, que se
caracterizam por ser uma classe de proteinas dissociaveis do cerne da RNA
polimerase bacteriana (MOONEY et al., 2005). Pacheco et al.,(2012) demonstram
que o fator sigma E € responsavel pela resisténcia da C. pseudotuberculosis a

condicdes de estresse em ambiente intrafagossomico.
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2.3 Superoxido Dismutase (EC 1.15.1.1)

Os micro-organismos invasores sao neutralizados através de mecanismos de
defesa do hospedeiro, sendo que as principais substancias antimicrobianas capazes
de desencadear a protecdo do hospedeiro sdo as espécies reativas de oxigénio
(EROs) (HOLMBLAND, 1999). Quando essas EROs apresentam-se em baixa
concentracdo, podem atuar como mecanismo benéfico para as células, através do
processo de sinalizagdo celular contra agentes infecciosos na qual o sistema de
defesa promove a inducdo de resposta mitogénica. Ja em alta concentragdo, as
EROs levam a prejuizos celulares, devido ao estresse oxidativo, que modifica o
DNA, proteinas, lipidios e carboidratos, danificando organelas, e consequentemente
induzindo processos patolégicos (VALKO et al., 2007).

Os radicais livres, estresse oxidativo e antioxidantes sdo parametros
utilizados em estudos envolvendo mecanismos de patogenicidade, pois a presenca
de radicais livres de oxigénio, ou de oxigénio ativado em ambiente de estresse pode
levar a degeneracdo das células (McCORD, 2000). Quando uma molécula apresenta
um atomo de oxigénio, em estado altamente reativo, € considerada uma espécie
reativa de oxigénio, com uma capacidade altamente oxidativa. Dentre as espécies
oxidativas podem-se encontrar: Espécies radiculares (radicais livres), superoxido
(O2) e 0 H,0,. Os radicais livres sdo moléculas que apresentam elétrons impares na
Orbita externa. Fora de seu nivel orbital, esse elétron livre propicia a entrada de outro
elétron de moléculas diferentes, tornando os radicais livres extremamente reativos.
(McCORD, 2000; KOHEN e NYSKA, 2002).

As EROs sao constituidas por todos radicais e nao radicais derivados do
oxigénio, que se apresentam eletronicamente instaveis e, por isso, altamente
reativos, podendo ter o dominio de reagir com alto nimero de compostos que
estejam vizinho. Estes possuem a funcdo de agentes oxidantes, atuando como
receptores de elétrons, ou de agentes redutores, e atuando como doadores de
elétrons (AGARWAL et al., 2005).

Antioxidantes enzimaticos sdo conhecidos como antioxidantes naturais que
neutralizam o excesso EROs, impedindo a danificacdo da estrutura celular. Os
antioxidantes enzimaticas sado compostos de superoxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase e glutationa redutase, que também provoca reducdo do
peréxido de hidrogénio a agua e ao alcool (AGARWAL et al, 2005). Os
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antioxidantes ndo enzimaticos sdo conhecidos como &cido ascorbico, tocoferol,
diferentes compostos de selénio, ubiquinonas (coenzima Q), acido Urico e acido a-
lipdico (NORDBERG e ARNER, 2001),

As superoxido dismutases (SOD) sédo enzimas antioxidantes, que catalisam a
dismutacdo da superdxido em perdxido de hidrogénio (H.O,) e a molécula de
oxigénio, na presenca de agua, reduzindo, assim, 0S processos oxidativos
destrutivos de EROs nas células. As SODs sao classificas em quatro grupos
dependendo do tipo de metal, que sdo encontrados: SOD ferro (FeSOD), SOD
niquel (NiSOD), SOD manganés (MnSOD) e SOD cobre/zinco (Cu/Zn SOD). Sendo
que os dois maiores grupos de CuzZn SOD e FeSOD, tiveram origens
independentes, enquanto o FeSODs e MnSODs sédo produtos de duplicacéo génica,
sendo o FeSOD o ancestral (KUMARESON et al., 2015; BAFANA et al., 2011). A
enzima FeSOD sdo encontradas em seres procariotos, bem como em plantas
(CHENG et al., 2010). A enzima NiSOD s&o encontradas em Streptomyces spp.,
podendo estar presente também em Cianobactérias (WUERGEST et al., 2004).
Fridovich, (1975, 1995) relata a presenca da enzima MnSOD e CuZnSOD em
diversos seres vivos, como: peixes, crustaceos e mamiferos. Em fungos da classe
Ascomycota, a enzima encontrada foi MNSOD (FREALLE et al., 2006). A enzima
CuzZnSOD tem sido encontrada em diversas espécies bacterianas, como
Actinobacillus pleuropneumoniae, Neisseria meningitidis, Actinobacillus
actinomycetemcomitan e Pausteurella mutocida (KROLL et al.,, 1995). Wu et al.
(1998) relatam a presenca da enzima CuZnSOD em M. tuberculosis.

A superoxido-dismutase (SOD) € uma classe de metaloenzimas encontradas
em organismos aerébicos, presentes em células procaridticas e eucarioticas,
protejendo ambas as células dos danos induzidos por estresse oxidativo. A SOD
também pode ser um fator de viruléncia para muitos agentes bacterianos
patogénicos (SEYLER et al., 2001; FANG et al., 1999). Segundo LIAO et., (2013), as
proteinas da SOD pode ajudar a M. tuberculosis a sobreviver dentro de macréfagos,
provocando infeccdes clinicas persistentes.

A CuzZnSOD presente na superficie das células de M. tuberculosis confere
protecdo contra a dismutacdo extracelular gerada por células do hospedeiro
(PIDDINGTON et al., 2001). Esta enzima pode ser encontrada em fungos que séao
tolerantes ao estresse oxidativo extracelular, como os fungos entomopatogénicos
(BITTENCOURT et al., 2004). A CuzZnSOD esta presente em bactérias, cloroplastos
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e eucariotos. Nas células bacterianas, a enzima esta localizada no periplasma e é
codificada pelo o gene sodC. A MnSOD é codificada pelo gene sodA em células
procariotas (BAFANA et al., 2011). O gene sodA é responsavel por codificar a
enzima MnSOD que esta presente em mitocéndrias em células eucariotas(GAUTIER
et al., 2005). Segundo Andrus et al., (2003), a bactéria Streptococcus thermophilus
apresenta o gene sodA, que € essencial para o seu crescimento em condi¢ces
aerObicas, mas na auséncia deste gene os ions de manganés podem oferecer
protecdo parcial contra a toxicidade do oxigénio.

Piddington et al., (2001), comprovaram que isolados de M. tuberculosis
contendo o gene sodC, ou seja, a enzima CuZnSOD, apresentam resisténcia contra
produtos oxidativos produzidos pelos macréfagos. Na bactéria Pasteurella multocida,
agente patogénico que ocasiona doencas em bovinos e bubalinos, os genes sodA e
sodC também podem ser encontrados, sendo estes considerados fatores de
viruléncia para os hospedeiros (VERMA et al., 2013).

Trost et al., (2010) relatam que a bactéria C. pseudotuberculosis FRC 41,
isolado de humano com linfadenite necrosante, apresenta genes que codificam
enzimas de prote¢éo, provavelmente envolvidas com reagdes de desintoxicagéo, na
qual, se encontram o manganés superoxido dismutase (sodA) e o cobre/zinco
superoxido dismutase (sodC).

O aumento da compreensdo do papel dos radicais livres em doencas esta
abrindo uma nova area para aplicacdo de antioxidantes na prevencao e na terapia
de doencas relacionadas ao estresse oxidativo. Sendo, que diversos estudos vém
sugerindo que SOD pode contribuir com diversos tratamentos de enfermidades
(BAFANA et al., 2011). Pesquisas realizadas com Brucella abortus, identificaram que
Cu/ZnSOD ¢é a enzima principal que pode contribui para o desenvolvimento de

vacina, colaborando com a prevencéao da brucelose (RIVERS et al., 2006).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de execugéo do experimento

O experimento foi realizado no Laboratorio de Microbiologia e Imunologia
Animal e no Laboratério de Bioquimica do Campus Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco, Petrolina-Pernambuco, Brasil.

3.2 Amostras bacterianas

Foram utilizadas 30 isolados de C. pseudotuberculosis provenientes da
bacterioteca do Laboratorio de Microbiologia e Imunologia Animal (Anexo A) para a
extracao das proteinas. Os isolados foram obtidos de abcessos de caprinos e ovinos
provenientes de propriedades e de abatedouros das cidades de Petrolina-Pe e
Juazeiro-Ba, sendo posteriormente identificados e caracterizados por Sa et al.,
(2013). As amostras bacterianas encontravam-se liofilizadas e estocadas a — 20°C e
para a realizacdo das analises, as mesmas foram cultivadas e mantidas em agar

sangue contendo 8% de sangue de ovino.

3.3 Extracdo de proteinas de C. pseudotuberculosis

Cada isolados bacterianos foram cultivados em 200 mL de BHI (Brain Heart
infusion) e incubadas a 37 °C por 72 horas, sob agitacdo em shaker (150 rpm). As
células foram coletadas por centrifugacdo (5.000 rpm/15 minutos/25 °C),
ressuspendidas em 5 mL de agua Mili-Q esteril e adicionado 3% de Tween-80 por
30 minutos. Em seguida, as células passaram por um processo de choque térmico,
sendo mergulhadas no nitrogénio liquido por um minuto e depois em agua na

temperatura de 37°C até o descongelamento. Esse procedimento foi realizado por
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trés vezes com objetivo de romper a parede celular das bactérias. As células foram
sonicadas cinco vezes, com uma frequéncia ultrassénica de 42 kHz por 60 segundos
em cuba de ultrassom (Cristéfoli). Durante este procedimento foi utilizado a
metodologia adaptada segundo Bittencourt et al (2004), na qual, o tubo foi mantido
em gelo. Apés a sonificacdo, o extrato foi centrifugado (17.000xg/15 minutos/4°C) e

0 sobrenadante foi coletado e estocado a -20°C.

3.4 Quantificacdo de proteinas

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976).
Em tubos de ensaios, por¢cbes de 2,5 mL do reagente Bradford foram misturadas a
porcdes de 50 puL de cada amostra diluida e incubado a temperatura ambiente por
15 min. Em seguida, as respectivas absorbancias a 595nm foram determinadas em
espectrofotdbmetro. Albumina sérica bovina (BSA) foi utilizada para construcdo da
curva padréo (Anexo B).

3.5 Precipitagcdo com sulfato de aménia

O extrato bruto das trés cepas bacterianas (Coryne ovi CCA; Coryne
OVIOSO01; Coryne CAPMO01) foi fracionado com sulfato de amoénia a 60% de
saturacdo. Apos 12 horas a temperatura ambiente, o precipitado foi separado por
centrifugacdo (4.000 rpm por 40 minutos). O sedimento foi separado do

sobrenadante e ressuspendida em agua Mili-Q, resultando na fracdo 0/60%.



31

3.6 Didlise

As amostras foram dialisadas em uma membrana de celofane “cout- off: 14
kDa — SIGMA®” e estocadas em 4gua destilada. As fracdes FO/60 foram dialisadas
utilizando 20X o volume da fragcdo de &gua destilada, sendo que essa agua era

trocada a cada duas horas, totalizando 4 trocas por dialise.

3.7 Cromatografia em resina de troca idnica (TI)

ApoOs a didlise, as amostras foram aplicadas em uma coluna de 50 mL de
troca idnica DEAE-SEPHADEX A-50 o volume aplicado na coluna foi de 3 mL. O
tampéo utilizado para retirda do primeiro pico (PI) foi o PBS 0,1 M pH 7,2 e para
retirar o segundo pico (PIl) foi adicionado NaCl 1M. O fluxo utilizado foi de 3 rpm/4,5
min e as fracbes coletadas foram 1,5 mL. Apds a coleta das fracBes foram
analisadas por absorbancia em luz UV (280 nm) em espectrofotometro (modelo UV
mini 1240 — SHIMADZU) e as fra¢cdes foram reunidas, dialisadas com H,O e

liofilizadas.

3.8 Eletroforese de proteinas em gel desnaturante (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida com condi¢cbes desnaturantes (SDS-
PAGE, 12%) das proteinas extraidas foi realizada segundo o método de Laemmli
(1970), utilizando uma cuba de gel vertical e carreada em tampéo 1X (7,5 mM de
Tris, 60 mM de glicina e 0,02% de SDS) com voltagem constante de 250V e 50mA.
Apés a eletroforese, o gel foi imerso em solugdo corante de 0,1% de azul de
Coomassie G-250; 40% de metanol e 10% de acido acético, por uma hora e depois
imerso em solugcdo descorante de 40% de metanol e 10% de &acido acético, até o

aparecimento das bandas.
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3.9 Eletroforese em gel nativo para detec¢édo da atividade de SOD

As amostras foram misturadas com 0,25 vol. de sacarose 80% e 0,1 vol. de
0,5% de azul de bromofenol e aplicadas em gel concentrador (2,5% de acrilamida/
0,625% de bisacrilamida/ 7nm de TEMED/ 56 mM de Tris/ 0,5% PSA pH 6,8). A
eletroforese foi efetuada mantendo a voltagem em 150V, em gel separador (8,5% de
acrilamida/ 0,226% de bisacrilamida/ 7 mM de TEMED/ 325 mM Tris/ 0,3% PSA pH
8,8). O tamp4&o de corrida utilizado foi preparado com 2,85 g.L™* de glicina e 0,47 g.L°
1 de Tris e pH 8,5.

Apos a eletroforese, os géis foram corados e protegidos da luz, em uma
solucéo de 2,45 mM de NBT (Azul de nitrotetrazélio) por 20 minutos, posteriormente
mergulhados em uma solucdo de revelagdo por 15 minutos (36 mM de fosfato de
potassio dibasico, 5,6 uM riboflavina, 28 mM de TEMED, pH 8,0) e exposto a fluxo
luminoso: 4.4157 lumens e intensidade: 6 500 K (branca) até o aparecimento das
regibes acromaticas. Para classificar o tipo de superoxido dismutase foi utilizado
KCN (Cianeto de potassio) e peroxido de hidrogénio ambos a 10 mM como
inibidores (BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971).

4.0 Caracterizagcdo molecular

Visando a tipificacdo dos isolados de C. pseudotuberculosis quanto a
viruléncia, a presenca dos genes que codificam sodA e sodC foi detectada através
da Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR), utilizando os iniciadores descritos na
Tabela 1. A sequéncia dos iniciadores para amplificacdo dos genes sodA e sodC
foram desenhados através do programa Primer3 Plus (Disponivel em
<http://www.genome.wi.mit.edu/cgibin/primer/primer3_www.cgi>). A qualidade dos
iniciadores foi verificada no site
<http://'www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/>, optando por primers
com AG >0, evitando reagdes espontaneas e formagao de hairpins.

A partir do DNA termo-extraido dos isolados bacterianos em agua Mili-Q por

Sa et al., (2013), estes foram adicionados a um mix (Tabela 2) e esta mistura foi
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levada a um termociclador. A reacdo de amplificacdo para o gene sod resultou das
seguintes etapas: desnaturacao inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos
com desnaturacao a 95°C por 50 segundos, temperatura de anelamento de 60°C por
50 segundos, e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos. ApGs o término dos
ciclos houve uma etapa de extensao final de 72°C por 10 minutos. Em seguida, os
produtos de amplificacdo foram analisados em gel agarose 1,5% adicionado de
brometo de etideo, visualizados através de iluminacdo ultravioleta (UV) e
documentado por meio do sistema de captura de imagem Kodak Digitalscience 1D.
Depois de realizada toda analise dos isolados estudados, foi selecionado uma
amostra positiva para o gene sodA e sodC e enviado para uma empresa particular
com intuito de realizar o sequenciamento. Os eletroferogramas obtidos foram
analisados pelo programa PHRED para verificar a qualidade dos mesmos, e com a
ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) contra a sequéncia do

genoma completo (CP002097.1) foi confirmado o DNA dos genes (Anexo C).

Tabela 1. Relacao dos iniciadores utilizados para deteccdo dos genes sodA e sodC.

Gene Sequéncia Produto Referéncia
sodA F 5CTACATCGGCGTTGCTGTTAZ3’ 411 pb Esse trabalho
sodA R 5GTGTTCAACTGGGAGGACGTY3’ Esse trabalho
sodC F 5’ CTGCGCCAAAAAGTAGATCCY 313 pb Esse trabalho

sodC R 5GATTGATTCTTGAGCTCGGCY Esse trabalho




Tabela 2. Condicdes de reacdo da PCR para os genes sodA e sodC.

Produtos da reacao Genes
sodA sodC
Tampao de enzima 1X(10mM Tris-HCI pH 8,5, 50 mM KCI)
MgCl, (mM) 1 1
dNTPs (mM) 0,3 0,3
Primers (M) 0,3 0,3
Taq DNA polimerase (U) 2,5 2,5
DNA molde (uL) 3,0 3,0

Total (uL) 25 25
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4. RESULTADOS

O protocolo utilizado para obteng&o do extrato proteico bruto (EB) a partir dos
isolados de C. pseudotuberculosis permitiu a obtencédo de quantidades satisfatérias
das proteinas, pois o tween-80 contribuiu para lise das células bacterianas. Na
quantificacdo de proteinas foi utilizado a equacao de curva padrao (Y = 0,0056x +
0,0447) do Bradford para cada isolado bacteriano, com o intuito de confirmar a
qualidade da extracgéo.

Os resultados obtidos na extracdo de proteinas de C. pseudotuberculosis,
indicaram uma variacdo na quantidade de protefina (mg.mL™), sendo que 13/30
cepas estudas apresentaram valores proteicos entre 0,85 e 3,4 mg.mL™. Em relacéo
aos demais isolados, podemos perceber uma menor quantidade de proteinas, os
quais variaram entre 0,16 e 0,70 mg.mL™. O isolado Coryne ovi79PV, abscesso na
glandula mamaria de um ovino apresentou a maior quantidade de proteina (3,4
mg.mL™), enquanto que o isolado Coryne OvilC obtido de linfonodo mandibular, foi
obtida a menor quantidade de proteina (0,12 mg.mL™). A relacéo dos isolados e os
valores de proteina obtidos em cada cepa bacteriana estao disponiveis na Tabela 3.

No intuito de concentrar a proteina, o EB da cepa Coryne ovi CCA; Coryne
OVIOSO01 e Coryne CAPMO1 foram saturadas com sulfato de aménia obtendo a
fracdo 0/60 (FO/60). ApoOs a dialise foi realizada nova quantificagdo das proteinas,
obtendo os resultados que estdo na Tabela 4. No entanto, podemos observar que o
valor de proteinas nas cepas saturadas foi menor em relacdo ao EB indicando que

este procedimento ndo alcancou o objetivo pretendido.



Tabela 3. Identificacdo das cepas bacterianas de

quantificacéo de proteina (mg.mL™).
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C. pseudotuberculosis e

Amostras Espécie Linfonodo Proteina
mg.mL™*
Coryne ovi CCA OVINA MANDIBULAR 1,03
Coryne ovi79PV OVINA G.MAMARIA 3,4
Coryne ovilFL OVINA PRE-ESCAPULAR 1,9
Coryne cap2FL CAPRINA PRE-ESCAPULAR 1,4
Coryne OvilC OVINA MANDIBULAR 1,2
Coryne Ovi2C OVINA PRE-ESCAPULAR 0,16
Coryne CaplC CAPRINA PAROTIDEO 0,9
Coryne Cap3W CAPRINA PRE-ESCAPULAR 0,19
Coryne OvilW OVINA G.MAMARIA 0,46
Coryne CRO1 CAPRINA PRE-ESCAPULAR 0,19
Coryne CRO7 CAPRINA IGNAL 0,69
Coryne OVID02 OVINA PAROTIDEO 0,62
Coryne OVID04 OVINA RETROFARINGEO 0,89
Coryne OVI1Z02 OVINA PAROTIDEO 1,06
Coryne CAPGEO3  CAPRINA G.MAMARIA 1,60
Coryne OVIOSO01 OVINA PRE-ESCAPULAR 1,01
Coryne OVIOS03 OVINA PAROTIDEO 0,85
Coryne CAPMO1 CAPRINA PRE-ESCAPULAR 0,96
Coryne CAPMO02 CAPRINA IGNAL 1,02
Coryne CAPMO04 CAPRINA PRE-ESCAPULAR 0,87
Coryne CAPJ4 CAPRINA RETROFARINGEO 0,3
Coryne O1MAT - MANDIBULAR 0,4
Coryne 02MAT - PRE-ESCAPULAR 0,4
Coryne 46MAT - PAROTIDEO 0,3
Coryne CCAAF CAPRINA PAROTIDEO 0,7
Coryne OVIBPV OVINA IGNAL 0,25
Coryne OVI9PV OVINA PRE-ESCAPUALR 0,27
Coryne CAPCCA2 CAPRINA PRE-ESCAPULAR 0,14
Coryne OVIGER1 OVINO PAROTIDEO 0,3
Coryne OVIGER2 OVINO PRE-ESCAPULAR 0,3
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Tabela 4. Concentracdo de proteina apos fracionamento (F0/60) de C.
pseudotuberculosis.

Amostras Volume (mL) Proteinas das F 0/60
(mg.mL™Y)
Coryne OVI CCA 3,5 0,16
Coryne OVIOSO01 3,5 0,20
Coryne CAPMO1 3,5 0,10

Apoés a saturacéo e a dialise as fracfes FO/60 passaram pela cromatografia
de troca ibnica, no intuito de verificar em quais dos dois picos obtidos na
cromatografia estariam as provaveis proteinas SOD, sendo possivel distinguir se as
mesmas possuiam carga positiva ou negativa. Contudo, observamos nas figuras 1, 2
e 3 que 0s picos obtidos nas cromatografias apresentam carga positiva, pois a
concentracdo maior de proteina estaria no Pl. Ja em relacdo ao PII, foi observado
um pico menor de proteinas, consequentemente menor concentragdo de proteinas.
A eletroforese nativa corada com NBT ap06s a cromatografia foi visualizado bandas
apenas no PI, sendo que essa banda apresenta na altura do controle positivo
CuzZnSOD (Figura 8).

Na figura 1 da FO/60 da cepa Coryne ovi CCA as aliquotas coletadas no PI
foram da 11 até 36, sendo que as aliquotas de maior absorbancia foram a 15 e 16
com 2,754 D.O. Em relacéo ao PIl a maior absorbancia foi a aliquota 110 com 0,199

D.O.
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Figura 1: Cromatografia em coluna DEAE — Sephadex A-50 da F0-60 de proteina da
amostra Coryne ovi CCA de C. pseudotuberculosis.
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Na figura 2 da F0/60 da cepa Coryne OVIOSO01 as aliquotas obtidas no PI
foram da 12 até 57, sendo que a aliquota de maior absorbancia foi a 17com 2,826

D.O. Em relacdo ao PII a maior absorbancia foi a aliquota 104 com 0,134 D.O.
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Figura 2: Cromatografia em coluna DEAE — Sephadex A-50 da F0-60 de proteina da
amostra Coryne OVIOSO01 de C. pseudotuberculosis.

Na figura 3 da FO/60 da cepa Coryne CAPMO1 as aliquotas obtidas no PI
foram de 15 até 36, sendo que a aliquota de maior absorbancia foi a 20 com 1,486

D.O. Em relagéo ao PIl a maior absorbancia foi & aliquota 128 com 0,104 D.O.
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Figura 3: Cromatografia em coluna DEAE — Sephadex A-50 da F0-60 de proteina da
amostra Coryne CAPMO1 de C. pseudotuberculosis.
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Para confirmar a presenca de proteinas nas cepas bacterianas extraidas, foi
realizado a SDS-PAGE do EB e F 0/60. Na figura 4, observamos bandas de
proteinas, na qual apés o fracionamento essas bandas se repete na mesma altura
do EB. Entretanto, percebe-se que a saturacdo com 60% de sulfato de aménia
apresentaram resultados satisfatério nas cepas bacterianas estudas.

Figura 4. SDS-PAGE de proteina do extrato bruto (EB) e Fracdo (FO/60) dos
isolados de C. pseudotuberculosis corado com prata. A: EB do isolado Coryne
OVIL1FL; B: EB do isolado coryne OVIOSO01; C: F0/60 do isolado Coryne OVIOSO01;
D. FO/60 do isolado Coryne OVI1FL; E: FO/60 do isolado Coryne cap2FL; F: EB do
isolado Coryne cap2FL e G: EB do isolado Coryne OVICCA.

Para analisar a presenca da superoxido dismutase foi realizado a eletroforese
nativa com NBT e riboflavina. Das 30 amostras estudadas, 17 foram negativas, pois
as mesmas nao apresentaram bandas no gel. No entanto, 9/30 apresentaram
apenas uma banda visivel no gel, e 4/30 amostras apresentaram mais de uma
banda.

Na figura 5 e 6, podemos visualizar as bandas presente no gel que foram
coradas com o NBT, pois visualizamos bandas acrométicas em um fundo roxo em
diferentes alturas, pois algumas amostras percebem-se uma corrida lenta, e outras
rapidas, isso devido ao tipo de SOD que as mesmas apresentaram. Para confirmar
fenotipicamente a presenca da CuZnSOD nas amostras estudas, foi utilizado um

controle positivo de CuZnSOD (Sigma), sendo que dos 9 isolados 4 apresentaram
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bandas na altura do controle positivo, classificando como CuzZnSOD (Figura 8). Os
outros cinco isolados através dos inibidores foi possivel classificar como MnSOD
(Figura 9). Os quatro isolados que apresentaram mais de um banda foi possivel
classificar como CuZnSOD e MnSOD (Figura 10).

18 93

M 1 6 51

Figura 5: Analise eletroforético da atividade de SOD em gel nativo corado com NBT.
Gel com bandas Unicas em amostras representativas de isolados de C.
pseudotuberculosis. M: marcador CuZnSOD (Sigma); 1: Coryne OVICCA; 6: Coryne
OVI1FL,; 18 Coryne caplC; 51: Coryne OVIDO0O4 e 53: Coryne OVIZ02.
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Figura 6: Analise eletroforético da atividade de SOD em gel nativo corado com NBT.
Gel com varias bandas em altura diferente em amostras representativas de isolados
de C. pseudotuberculosis. M: marcador CuZnSOD (Sigma); 3: Coryne OVI79PV; 10
Coryne cap

M 1 57 60

Figura 7. Gel corado com NBT mostrando bandas do Pl das amostras 1. Coryne
OVI CCA; 2:Coryne OVIOSO01 ; 3: Coryne CAPMO1 e M: marcador CuzZnSOD
(Sigma) das amostras apés a cromatografia de troca idnica.
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Figura 8: Analise eletroforética da atividade de SOD, corado com NBT. M: controle
positivo CuZnSOD (Sigma); EB: extrato bruto de proteina C. pseudotuberculosis
(Coryne CAPGEO03).

CONTROL KCN H,0

Figura 9: Andlise eletroforético da atividade de SOD. Gel nativo corado com NBT e
tratado com inibidores. Controle, sem inibidor; KCN, inibicdo com 10 mM de KCN;
H,O,, inibido com 10 mM de H,O,, em extrato bruto de proteina de C.
pseudotuberculosis (Coryne ovilFL).
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CONTROL KCN H20,

CuZnSOD \‘

\

MnSOD

Figura 10: Analise eletroforético da atividade de SOD em gel nativo corado com
NBT e tratado com inibidores. Controle, sem inibidores; KCN, inibicdo com 10 mM de
KCN; H,O,, inibido com 10 mM de H,0O,, em extrato bruto de proteina C.
pseudotuberculosis (Coryne ovi79PV).

4.1 Caracterizagao molecular do gene sodC e sodA

A especificidade das amostras utilizadas foi comprovada pela aplicacdo do
produto de PCR em gel de agarose 1,5%, permitindo a observacdo de banda
especifica na altura de 313 pb. As amostras de C.pseudotuberculosis analisadas
para presenca do gene sodC amplificaram bandas de tamanho esperado. Desta
forma, todos os isolados estudados foram positivos para presenca desse gene,
como podemos visualizar na figura 11.

Em relacdo ao gene sodA a amplificacdo das amostras em gel de agarose
permitiu visualizar bandas na altura de 411 pb, confirmando que todos os isolados
de C.pseudotuberculosis apresentavam esse gene (Figura 12).

Os produtos da PCR especifica de acordo com o desenho dos primers
obtiveram sequéncias com alta qualidade, sendo o PHRED acima de 20, com isso,
pelo o sequenciamento foi possivel confirmar a identidade dos genes sodA e sodC
nos isolados de C.pseudotuberculosis.
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9 10 11 12 13 14 15

M 1 2 3 4 5 6 7 8

313 bp

Figura 11. Produto da PCR do gene sodC em C. pseudotuberculosis, sendo que M:
marcador molecular e 1 a 15 amostras representativas de DNA de C.

pseudotuberculosis.

411 bp BT TR R R L

Figura 12. Produto da PCR do gene sodA em C. pseudotuberculosis, sendo que M:
marcador molecular e 1 a 15 amostras representativas de DNA de C.

pseudotuberculosis.
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5. DISCUSSAO

Os valores obtidos de proteina total nos isolados bacteriana de C.
pseudotuberculosis estudadas, ndo apresentaram resultados satisfatérios para todos
os isolados. O método de extracdo utilizado para alguns isolados obteve baixo indice
de proteina total, isso pode ter ocorrido pela dificuldade que a bactéria apresenta em
romper a parede celular, sendo este um importante mecanismo de defesa de
patégenos intracelulares como € o caso do C. pseudotuberculosis (DORELLA et al.,
2006).

A parede celular da C. pseudotuberculosis contém lipideos, sendo essa
caracteristica encontrada em outros géneros de bactérias como, Nocardia,
Rhodococcus e Mycobacterium (BAIRD, 2003). Porém, foi utilizado o detergente
Tween-80 com o objetivo de dissolver a camada lipidica desta parede, facilitando o
rompimento atraveés do choque térmico no nitrogénio liquido e nas ondas mecéanica
do sonicador. Estudo realizado por Gumber et al., (2007) com Mycobacterium
paratuberculosis revelou que a utilizacdo Tween-20 apresentou melhor resultados na
lise bacteriana em relacdo a outros métodos estudados, sendo a maxima
concentracdo obtida para as proteinas de 0,62-0,67 mg/mL™. No presente estudo
podemos visualizar que para alguns isolados, os resultados melhores foi de 3,4
mg/mL™.

A saturacdo com sulfato de amoénia precipita a proteina (GREEN e HUGHES,
1995), nesse estudo foi realizada a saturacdo com 60% (F0/60) de sulfato de
amodnia, na qual ndo obtive resultados satisfatorios, pois a concentracdo de
proteinas diminuiu apés a saturacdo e didlise. Estudo realizado por Paule et al.,
(2004) comparou trés tipos diferentes de fracionamento com sulfato de amoénia
(15%, 30% e 60%) em C. pseudotuberculosis, sendo que o melhor fracionamento foi
obtido na concentracédo de 30%. Desta forma, podemos indicar que um dos motivos
para a menor precipitagcdo com o sulfato de amonia realizado no presente estudo
pode estar associado a concentracao utilizada no fracionamento que foi de 60%.

A confirmagdo da concentragdo de proteina foi realizada por andlise
gquantitativa através da metodologia de Bradford (1971), para se obtiver uma
caracterizagdo mais detalhada realizou-se a técnica de SDS-PAGE, na qual se
visualizaram diversas bandas no gel. Assim também, Gumber et al., (2007) realiza

essa técnica com o mesmo intuito de confirmar a extragdo em Mycobacterium
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paratuberculosis visualizando diversas bandas de massa molecular aparente no gel
confirmando a efichcia da extracdo. Estudo realizado em Lactococcus lactis
encontrou massa molecular de 27 KDa para MnSOD em SDS-PAGE (Tan et al.,
2014).

Em isolados de C. pseudotuberculosis, Paule et al., (2004) identifica através
da técnica de SDS-PAGE bandas isoladas com o massa molecular 20,1 kDa
utilizando uma precipitacdo de sulfato de amoénia com 30% em pH 4,0. Essa massa
molecular aproxima-se da encontrada em Lactococcus lactis, que foi isolado a
enzima MnSOD, apresentando massa molecular préximo 27 KDa, essa enzima
também foi purificada pelo método de cromatografia de troca ibnica, apds foi
realizada eletroforese corada com NBT e visualizada bandas que foi tratada com
inibidores, cianeto de potassio e H,0,. A enzima MnSOD né&o inibe banda na
presenca desses dois inibidores (TAN et al., 2014).

A cromatografia de troca ibnica utilizando DEAE-Sephadex A-50 teve o
objetivo de purificar e localizar a enzima SOD nas amostras estudadas, na qual
percebemos a presenca de bandas no gel corado com NBT apenas no Pl. Do
mesmo modo, estudo realizado com o fungo Metarhizium anisopliae utilizou a
mesma coluna de cromatografia, mas apresentou varios picos de proteinas, tanto no
Pl como no PII, sendo encontrada a CuzZnSOD no PIl (BITTENCOURT et al,. 2004).
Em E.coli foi utilizada a mesma metodologia em estudo de Petkar et al., (2013). Este
estudo tinha como objetivo encontrar e purificar a CuZnSOD, sendo utilizada a
coluna de cromatografia DEAE-Sephadex, que demonstrou a presenca da
CuzZnSOD no PI, e na SDS-PAGE a enzima apresentou massa molecular de 35,71
KDa.

Em relacdo a esse estudo, podemos perceber que a metodologia utilizada
para detectar e classificar a enzima SOD, no que se referem a caracterizacao
fenotipica, os resultados obtidos néo foi satisfatorio. Pois, a quantidade total de
proteina extraida pode ter sido um fator limitante para obtencédo dos resultados de
caracterizacdo da SOD. A classificacdo no tipo SOD foi realizado nesse trabalho,
utilizado inibidores especificos, como também controle positivo CuZnSOD para
verificar o tipo SOD.

Estudo realizado Bittencourt et al., (2004) utilizou cianeto de potassio e
peréxido de hidrogénio como inibidores em gel corado com NBT para classificar o

tipo SOD em fungo Metarhizium anisopliae. No presente estudo foi realizado
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também o mesmo protocolo para detectar a presenca das SODs. A presenca de
H.O, inibi a formacdo de bandas para CuzZnSOD em gel corado com NBT em
isolados de Coxiella burnetii (BRENNAM et al., 2015), como também em E.coli
(PETKAR et al., 2013).

A superoxido-dismutase (SOD) de Corynebacterium glutamicum ATCC 13032
foi purificada e caracterizada com o intuito de identificar o cofator metalico presente
na SOD, sendo que a enzima estudada apresenta massa molecular nativo de 80
kDa, enquanto a massa molecular de 24 kDa foi encontrada em SDS-PAGE. O gel
nativo para SOD revelou uma Unica banda referente a enzima, sendo a mesma
classificada como MnSOD (LIAO et al.,, 2013). Estes resultados diferem dos
descritos na presente pesquisa, uma vez que em C. pseudotuberculosis foram
encontradas CuzZnSOD e MnSOD.

Estes achados sao reforcados pela deteccdo por PCR em todos os isolados
de C. pseudotuberculosis testados dos genes sodA e sodC, resultado a qual
confirmamos a presenca de MnSOD no gene sodA e CuZnSOD no gene sodC. A
caracterizagdo molecular nesse trabalho mostrou diferenca em relacdo a fenotipica.
Esta diferenca pode ser explicada pela maior preciséo, eficiéncia e sensibilidade da
técnica de PCR (PACHECO et al., 2007). Dificuldades na extracdo de proteina foi o
fator que desfavoreceu os resultados fenotipicamente.

Estudo realizado por MERKAMM e GUYONVARCH (2001) caracteriza a
presenca do gene sodA em Corynebacterium melassecola, metodologia obtida
através de clonagem realizada com a bactéria. PIDDINGTON et al., (2001) em seu
estudo estabelece que o M.tuberculosis apresenta a enzima CuZnSOD, na qual foi
detectado o gene sodC, sendo esse gene responsavel em desenvolver fator de
resisténcia para essa bactéria dentro dos macréfagos. Do mesmo modo, o
Streptococcus thermophilus para poder crescer em meio aerébico necessita do gene
sodA, pois na auséncia do MnSOD pode oferecer protecdo parcial para a bactéria
(ANDRUS et al., 2003). Em Pasteurella multocida, foi observado resultado similar a
esse trabalho, pois de 25 isolados estudados todos foram positivo para o gene sodC
e apenas um isolado foi negativo para o gene sodA (Furian et al., 2013).

Andlise do genoma de C. pseudotuberculosis FRC41 isolado de humano foi
codificado dois tipo de superdxido dismutase, os genes sodA e sodC, na qual

contribui com a viruléncia do patégeno (TROST et al., 2010). No presente estudo foi
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possivel verificar a presenca destes genes em 30 isolados de C. pseudotuberculosis
obtidos de pequenos ruminantes, indicando sua conservacao dentro desta bactéria.

Em estudos prévios visando caracterizar o papel do gene sodC na viruléncia
de M. tuberculosis por analise de microscopia eletronica foi possivel determinar que
o produto do gene sodC tem a funcdo de aderir a membrana externa bacteriana
através de lipoproteina de ligacdo, formando assim uma membrana protetora para
bactéria, permitindo sua resisténcia ao ion superoxido extracelular (WU et al., 1998;
DORAZIO et al.,, 2001). Da mesma forma, com o0 objetivo de definir o papel da
molécula SOD na resposta imune a infeccdo por M. Tuberculosis, estudo realizado
por Liao et al., (2013) sugeriu que a auséncia da SOD pode estimular a imunidade
inata a destruicdo o M. tuberculosis. Nesse estudo, investigaram que a proteina
SOD, que apresenta o gene sodA e sodC ajuda M. tuberculosis sobreviver dentro
dos macréfagos. Dada a relacdo genética e dos mecanismos de patogenicidade
entre o C. pseudotuberculosis e M. tuberculosis (DORELLA et al., 2006) pode se
supor a grande importancia da presenca de SOD nestes micro-organismos.

Estudos futuros devem ser desenvolvidos com o intuito de identificar
protocolos eficazes sobre o mecanismo da SOD, podendo contribuir com a terapia

clinicas, bem como com a prevencao da linfadenite caseosa (LIAO et al., 2013).
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6. CONCLUSOES

A enzima superoxido dismutase foi identificada em isolados de C.
pseudotuberculosis obtido de pequeno ruminantes, bem como, a presenca dos
genes sodA e sodC, classificando respectivamente a MnSOD e CuZnSOD. Assim,
mais estudos sdo necessarios em relagdo a SOD, a fim de caracterizar seu papel na

patogenicidade em C. pseudotuberculosis.
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8. ANEXOS
8.1 ANEXO A - Lista dos isolados de C. pseudotuberculosis

N° Amostras Espécie Linfonodo
1 Coryne ovi CCA OVINA MANDIBULAR
3 Coryne ovi79PV OVINA G.MAMARIA
6 Coryne ovilFL OVINA PRE-ESCAPULAR
10 Coryne cap2FL CAPRINA PRE-ESCAPULAR
15 Coryne OvilC OVINA MANDIBULAR
16 Coryne Ovi2C OVINA PRE-ESCAPULAR
18 Coryne CaplC CAPRINA PAROTIDEO
21 Coryne Cap3W CAPRINA PRE-ESCAPULAR
26  Coryne OvilW OVINA G.MAMARIA
48 Coryne CR0O1 CAPRINA PRE-ESCAPULAR
49 Coryne CRO7 CAPRINA INGUINAL
50 Coryne OVID02 OVINA PAROTIDEO
51 Coryne OVID04 OVINA RETROFARINGEO
53 Coryne OVIZ02 OVINA PAROTIDEO
55 Coryne CAPGEO3 CAPRINA G.MAMARIA
57 Coryne OVIOS01 OVINA PRE-ESCAPULAR
58 Coryne OVIOS03 OVINA PAROTIDEO
60 Coryne CAPMO1 CAPRINA PRE-ESCAPULAR
61 Coryne CAPMO02 CAPRINA INGUINAL
62 Coryne CAPM04 CAPRINA PRE-ESCAPULAR
76 Coryne CAPJ4 CAPRINA RETROFARINGEO
93 Coryne 01MAT - MANDIBULAR
94 Coryne 02MAT - PRE-ESCAPULAR
125 Coryne 46MAT - PAROTIDEO
413 Coryne CCAAF CAPRINA PAROTIDEO
416 Coryne OVISPV OVINA INGUINAL
417 Coryne OVI9PV OVINA PRE-ESCAPUALR
422 Coryne CAPCCA2 CAPRINA PRE-ESCAPULAR
429 Coryne OVIGER1 OVINO PAROTIDEO
430 Coryne OVIGER2 OVINO PRE-ESCAPULAR




8.2 ANEXO B — Curva da Albumina sérica bovina — Técnica de Bradfor
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8.3 ANEXO C - Confirmacao do gene sodA no BLAST

—~
@@‘ =3 http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi

P = 6| 2 Nea BlastNucleotide Sequ.. | |

Description

Corynebacterium pseudotuberculosis strain VD57, complete genome

e}

a1 strain Ft 219387, complete genome

Corynebacterium pseudotuberculosis strain C3 10, complete genome:
Corynebacterium pseudofuberculosis strain 43252, complete genome
Corynebacterium pseudofuberculosis Cp162, complete genome
Corynebacterium pseudotuberculosis 258, complete genome
Corynebacterium pseudofuberculosis 31. complete genome
Corynebacterium pseudofuberculosis 267, complete genome
Corynebacterium pseudotuberculosis P54B96. complete genome
Corynebacterium pseudofuberculosis 316 complete genome
Corynebacterium pseudotuberculosis 3/39-5. complete genome
Corynebacterium pseudofuberculosis 1/06-A, complete genome
Corynebacterium pseudofuberculosis CIP 52.97, complete genome:
Corynebacterium pseudofuberculosis 42102-A complete genome
Corynebacterium pseudotuberculosis PAT10. complete genome

Corynebacterium pseudotuberculosis 1002, complete genome

e}

a1 119, complete genome

Corynebacterium pseudotuberculosis C231. complete genome
Corynebacterium pseudofuberculosis FRC41, complete genome
Corynebacterium ulcerans strain 05146, complete genome
Corynebacterium uicerans FRC11, complete genome

Corynebacterium ulcerans strain 210331, complete genome

oo ooogoooooooooooooooOoOobo

PmimaRasinriim isarne MY PMA snmalsin Annama

Max
score

320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
209
209
209

na

Total
score

320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
209
209
209

na

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

1nne;

value
de-84
de-84
de-34
de-84
de-84
de-34
de-84
de-84
de-84
de-84
de-84
de-34
de-84
de-84
de-34
de-84
de-84
de-B4
de-84
9e-51
9e-51
9e-51

[

Ident

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
88%

66%

88%

EET

Accession

CP009927.1
CP008924 1
CP008823.1
CP008922.1
CP003652 1
CP003540.1
CP003421.1
CP003407 1
CP003385.1
CPO03077 1
CP003152.1
CP003082.1
CP003061.1
CP003062 1
CP002624.1
CP001809.2
CP002251.1
CP001829.1
CP002097 1
CP009716.1
CP009622.1

CP009583.1

ABRIR4 4

59



8.4 ANEXO C - Confirmagao do gene sodC no BLAST

a@| 2 http://blast.ncbi.nlm.nih.gow/Blast.ci

2+ ¢ & noa Basthuctecide sequ.. x | ‘

DEECT Al NOME  SEECET T

1+ Alignments )

Description shfjr: ;c:: (:::g vak\zue Ident = Accession
[ Corynebacterium pseudotuberculosis strain VD57, complete genome 366 366 100% Ge-98 100% CPOD992TA
[ Corynebacterium pseudotubercuiosis strain Ft 2193/67, complete genome 366 366 100% 6e-98 100% CPOD3924.1
[0 Ccorynebacterium pseudotubercuiosis sirain CS 10, complete genome 366 366 100% 6e-98 100% CPOD39231
[0 Corynebacterium pseudotuberculosis sirain 48252, complete genome 366 366 100% 6e-98 100% CPOD39221
[ Corynebacterium pseudotuberculosis 267, complete genome 366 366 100% Ge-96 100% CPOO3407.4
[ Corynetacterium pseudotuberculosis P54B9. complste genome 366 366 100% Ge-96 100% CPO03385.1
[ Corynebacterium pseudotuberculosis 3/39-5. complete genome 366 366 100% 6e-98 100% CPOO31521
[0 Corynebacterium pseudotubercuiosis 1002, complete genome 366 366 100% 6e-98 100% CPOD1809.2
[0 Ccorynebacterium pseudotuberculosis 119, complete genome 366 366 100% 6e-98 100% CPO0D22511
[ Corynebacterium pseudotuberculosis FRC41, complete genome 366 366 100% Ge-95 100% CPO02097.1
[0 Corynebacterium pseudotuberculosis Co162. complete aenome 361 361 100% Je96 99% CPO03E521
[ Corynebacterium pseudotuberculosis 258, complete genome 361 361 100% 3e-96 99% CPODI5401
[0 corynebacterium pseudotubercuiosis 31, complete genome 361 361 100% 3e-96 99% CPOD3421.1
[ corynebacterium pseudotubercuiosis 316, complete genome 361 361 100% 3e-96 99% CPOD3OTTI
[ corynebacterium pseudotuberculosis 1/06-A, complete genome 361 361 100% 3e-96 99% CPOO30821
[ Corynebacterium pseudotuberculosis CIP 52 97, complete genome 361 361 100% Je-96 99% CPO030G11
[ Corynebacterium pseudotuberculosis 42/02-A. complete genome Je1 361 100% Je96 99% CPOO30G21
[ Corynebacterium pseudotubercuosis PAT10. complete genome 361 361 100% 3e-96 99% CPOO20241
[ Corynebacterium pseudotuberculosis C231, complete genome 361 361 100% 3e-96 99% CPO01829.1
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