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Introducao

A brucelose é uma zoonose causada por bactérias
gram-negativas, intracelulares facultativas do gé-
nero Brucella, que infectam os animais domésticos,
silvestres e os seres humanos. E uma enfermidade
adquirida, principalmente, por meio do contato com
animais infectados ou por consumo de leite e seus
derivados contaminados (NICOLETTI, 1969). Em hu-
manos, a doenca caracteriza-se por febre ondulante,
endocardite, artrite, osteomielite e complicacoes
neurolégicas, enquanto nos animais domésticos e
silvestres, os 6rgaos reprodutivos sdo os mais afeta-
dos, causando aborto e infertilidade (YOUNG, 1983;
YOUNG, 1988).

Essa doenca é responséavel por grandes problemas
sanitarios e econdmicos, particularmente nos trépi-
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Ccos e em paises com pouco investimento nas areas
de producao de leite e carne, onde a sua incidéncia
é alta (POESTER, 2002). As grandes perdas econ6-
micas relacionadas a cadeia da bovinocultura séao:
(a) os prejuizos ocasionados em consequéncia dos
disturbios reprodutivos, e (b) os animais reagentes
aos testes de diagndsticos devem ser eliminados

e considerados impréprios para consumo (BRASIL,
2006).

As espécies de Brucella apresentam caracteristicas
peculiares de resisténcia ao hospedeiro, induzindo
infeccOes crdnicas e persistentes, sobrevivendo

e se multiplicando dentro de células fagociticas
(OLIVEIRA et al., 2002, SEXTON ; VOGEL, 2002).
Essas habilidades sdo determinadas pelos fatores
de viruléncia associados a essa bactéria. Segundo
Delrue et al. (2004), os fatores de viruléncia sao os
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envoltérios moleculares (lipopolissacarideos - LPS,
proteinas da membrana externa - OMP e peptideo-
glicanos) e os sistemas de transporte ou secrecao
(tipo IV, transportadores e flagelos).

Envolvidas no processo de replicacao intracelular, as
proteinas VirB sdo consideradas um fator de viru-
Iéncia em Brucella spp., e fazem parte do sistema
de secrecao tipo IV, com o LPS, que é o principal
fator de viruléncia até hoje descrito (LAPAQUE et
al., 2005; CARDOSO et al., 2006). O sistema de
secrecao tipo |V esté relacionado evolucionaria e
funcionalmente ao sistema de transferéncia de DNA
por conjugacao e ao sistema de secrecao de fato-
res ligados a viruléncia (FOULONGNE et al., 2000;
CHRISTIE, 2001). Esse tipo de sistema foi identifi-
cado em Brucella spp. e esta sendo investigado com
muito interesse, pois apresenta um relevante papel
no transporte de fatores de viruléncia e na capaci-
dade de sobrevivéncia e multiplicacao intracelular
(BARON et al., 2002; MORENO ; MORIYON, 2002).

Além de ser essencial para a sobrevivéncia intrace-
lular, o operon virB constituiu o principal determi-
nante de viruléncia ao ser testado em modelos de
infeccdo de macréfagos humanos e em camundon-
gos (ROUOT et al., 2003). Proteinas VirB de outras
bactérias e riquétsias (Ehrlichia canis, Anaplasma
marginale e Anaplasma phagocytophilum) apre-
sentaram-se altamente imunogénicas e antigénicas
(ROLAN et al., 2008).

As VirB9, proteinas componentes de membrana das
bactérias gram-negativas e riquétsias sao proteinas
homdlogas com aproximadamente 300 residuos
apresentando nivel moderado de sequéncias conser-
vadas que compdem o sistema de secrecao tipo V.
A proteina VirB9 com a VirB7 forma uma estrutura
heterodimera responséavel pela estabilizacdo das ou-
tras proteinas VirB, formando canais que conectam
a membrana externa com a interna (YEO ; WAKS-
MAN, 2004).

Neste estudo objetivou-se a expressao do gene
virB9 de B. abortus com a finalidade de produzir

a proteina recombinante por este codificada, para
avaliagdes futuras, como: potencial antigeno em
ensaios de imunizacao e diagndstico da brucelose.

Metodologia

A cepa S2308 de B. abortus foi utilizada para

extracao de DNA gendmico, utilizando a metodolo-
gia descrita por Rosinha (2002). Para a realizacao
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foram
desenhados primers a partir da sequéncia ortologa
depositada no GenBank, com o nimero de acesso
AF226278, utilizando o programa DNAStar.

A sequéncia amplificada do gene virB9 foi inserida
no vetor pGEM-T easy (Promega) por meio de uma
reacao de ligacao, a qual foi utilizada na transforma-
cao por choque térmico de Escherichia coli linhagem
DH5a (Promega), competentes por tratamento com
CaCl,. O plasmideo recombinante obtido denomina-
do pGEM-virB9, foi digerido com as enzimas Bam Hl
e Sal |, para liberacdo do gene, de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

O fragmento liberado na digestao foi purificado e
subclonado em plasmideos de expressdo pET47b
(Novagen) previamente digerido com as enzimas
supracitadas. A construcdo obtida pET-virB9 foi
utilizada para transformar células de E. co/i linhagem
Rosetta. O produto da transformacao foi selecio-
nado em meio Luria-Bertani (LB) 4gar com 25 pg/
mL de canamicina e 36 pg/mL de cloranfenicol e a
certificacdo da clonagem foi confirmada por PCR de
colbnia.

A expressdo do gene foi realizada apés cultivo de
uma coldnia transformada em caldo LB canamicina/
cloranfenicol e com a adicdo de 1T mM de isopropil-
tio-B-galactosideo (IPTG) para inducé@o da expresséao.
A cinética de expressao foi avaliada apés 1, 2, 3 e
4 horas de inducdo com IPTG por eletroforese em
gel de SDS-PAGE a 12%.

A purificacao da proteina recombinante VirB9
(rVirB9) foi realizada por eletroeluicao. Apés a
separacao eletroforética, o gel foi tratado com 100
mM de cloreto de potdssio para visualizacao das
bandas proteicas. A banda correspondente a rVirB9
foi cortada do gel e submetida a eletroeluicao contra
tampao Laemmli.

Para avaliacdo da pureza e concentracdo da rVirB9
obtida, esta foi analisada em gel de SDS-PAGE a
12%, utilizado como amostra padrao albumina de
soro animal (BSA) em concentracdo conhecida,
seguida de coloracdao com azul de Coomassie. As
imagens dos géis foram capturadas por fotodo-
cumentador (Lablmage® 1D 2006 Professional) e
analisadas.

A expressao do gene virB9 foi confirmada por
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SDS-PAGE e pela técnica de Western blot. A rVirB9
purificada foi submetida em gel SDS-PAGE a 12%
e transferida para membranas de nitrocelulose.
Estas foram incubadas com o anticorpo monoclonal
anti-6x-histidina (Amersham), que reconhece uma
porcdo de seis histidinas fusionadas a rVirB9 (essa
histidina é codificada por uma sequéncia do vetor
de expressao), diluido a 1:3.000, e com soros de
camundongo inoculados experimentalmente com
rVirB9 e soros de camundongo livres de patdgenos,
ambos os soros diluidos 1:500 em tampao fosfato
salino (PBS).

Resultados e Discussao

O fragmento génico correspondente a regido codi-
ficante do gene virB9, amplificado por PCR a partir
do DNA gendmico de B. abortus cepa S2308, apre-
sentou, aproximadamente, 870 pb, que compreende
a sequéncia completa do gene virB9 (Figura 1).

1 2 3

<— ~870 pb

Figura 1. Anélise do produto da amplificacdo por reacdo em ca-
deia da polimerase (PCR), da sequéncia completa do gene virB9.
Eletroforese em gel de agarose a 0,8% corado com brometo

de etidio, mostrando na canaleta 3 o produto da amplificacdo
do gene virB9. A canaleta 2 corresponde ao controle negativo
da PCR, onde nao foi adicionado DNA. A canaleta 1 mostra o
perfil eletroforético do padrdo de pares de bases 1 kb DNA Plus

(Invitrogen).

A andlise da expressao por eletroforese em gel de
poliacrilamida revelou uma banda de proteina de
aproximadamente 30 kDa, especifica para o gene
virB9 (Figura 2), sendo esse valor de massa molecu-
lar compativel com a esperada pela traducao in sili-
co do gene no programa Edit Sequence (DNAStar).
A avaliacdo da cinética de expressdao demonstrou
que nao houve diferenca na intensidade da banda
correspondente a virB9 em relacao a coleta de 1
hora e as demais, apds a indugao com IPTG (dados
ndo mostrados).

1 2 3
[T ————
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Figura 2. Inducdo da proteina do gene virB9 em Escherichia coli
Rosetta. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PA-
GE) corado com azul de Coomassie, mostrando a expressao da
proteina VirB9. Na canaleta 2 observa-se o perfil das proteinas de
E. coli antes da inducdo com isopropil-tio-B-galactosideo (IPTG) e
na canaleta 3, expressao da proteina rVirB9, quatro horas apds
a inducdo com IPTG. Na canaleta 1 observa-se o padrdo de peso

molecular [Broad Range Protein Molecular], Promega, V491.

A massa molecular da proteina VirB9 de B. abortus
obtida neste estudo foi semelhante as massas mole-
culares de VirB9 de E. canis e de A. marginale que
apresentaram uma banda de aproximadamente 33
KDa (FELEK et al., 2003) e 29 KDa (ARAUJO et al.,
2008), respectivamente.

O resultado da quantificacdo da proteina analisada
no programa (Lablmage®) foi de 2,46 mg/mL.

A purificacao da VirB9 por eletroeluicao resultou

na obtencdo de uma banda proteica Unica, a qual
foi analisada quanto a sua reatividade, pela técnica
de Western blotting. Essa proteina reagiu com o
anticorpo monoclonal anti-histidina e também com
o anticorpo IgG especifico contra VirB9 (Aca-VirB9)
de B. abortus, induzidos em camundongos injetados
com VirB9, mostrando a capacidade imunogénica
dessa proteina (Figura 3). Embora tenham sido utili-
zados agentes desnaturantes proteicos, como ureia
em altas molaridades, o protocolo de purificacao,
aparentemente, ndo alterou, de maneira significati-
va, a estrutura terciaria da proteina, que se manteve
antigénica.

Estudo realizado com VirB9 recombinante de E.
canis mostrou que essa proteina é expressa durante
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a infeccao natural e experimental desse patégeno
em caes, sendo essa proteina altamente imunogé-
nica (FELEK et al., 2003). Nesse mesmo estudo foi
possivel verificar que a proteina VirB9 de E. canis
se manteve conservada entre os diferentes isolados
geograficos obtidos.

kDa1 2 3

50

35 30 Kda

25

Figura 3. Andlise por meio de immunoblotting da proteina re-
combinante VirB9 de Brucella abortus. Observa-se o resultado

do immunoblotting mostrando o reconhecimento da proteina
rVirB9 (canaleta 1) pelo soro de camundongo anti-histidina e pelo
soro de camundongos inoculados experimentalmente pelo VirB9
(canaleta 2). Na canaleta 3 utilizou soro de camundongos livre
de patdgeno como controle negativo. Os nimeros a esquerda
correspondem ao padrao de peso molecular [Broad Range Protein

Molecular], Promega, V491.

Para o desenvolvimento de uma vacina, o ideal é
que os epitopos antigénicos sejam conservados para
que ocorra uma protecao contra todos os isolados
(DE GROOT et al., 2001; FELEK et al., 2003).

A producdo da rVirB9, originada da cepa S2308 de
B. abortus, permitiu a obtencdo do antigeno purifi-
cado, o qual manteve suas propriedades imunogéni-
cas e antigénicas. Desta forma, esse antigeno pode
ser empregado no incremento de métodos sorol6-
gicos para o diagnéstico da brucelose em bovinos

e humanos, e em estudos de desenvolvimento de
novas vacinas contra B. abortus.
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