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RESUMO 

 

PINTO, B. P., D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, agosto de 2023. Avaliação do 
Potencial Diagnóstico de uma Proteína Quimérica no Diagnóstico de Brucelose 
Bovina e Modelagem Metabólica em Escala-genômica de Brucella abortus 
Orientador: Tiago Antônio de Oliveira Mendes. 
 
 
 
A brucelose bovina é uma antropozoonose, causada pela bactéria Brucella abortus. 

Esta bactéria afeta principalmente bovinos e bubalinos. Também pode infectar 

outros hospedeiros mamíferos como os humanos. Está antropozoonose é uma 

preocupação significativa na pecuária, devido aos prejuízos causados por esta 

bactéria. Causando aborto, infertilidade, perdas significativas na produção de 

leite, na produção de rebanho e no comércio de animas e seus produtos. A 

transmissão da brucelose bovina para humanos é uma preocupação da saúde 

pública. A doença pode ser adquirida através do consumo de produtos lácteos não 

pasteurizados e ou de carne contaminada. O estudo dessa doença é importante 

para o desenvolvimento de estratégias de prevenção, controle e erradicação visando 

minimizar os prejuízos econômicos na indústria pecuária. Além disso, ajudar a 

entender os mecanismos patogênicos, visando desenvolver novas estratégias 

terapêuticas no tratamento mais eficiente da brucelose humana. Uma das principais 

formas de controle desta doença é o diagnóstico preciso e precoce de animais 

infectados, para que possam ser isolados protegendo o rebanho e impedindo a 

disseminação desta doença. Abordagens de bioinformática como a imuno-

informática, pode ajudar na descoberta de peptídeos antigênicos, que podem ser 

usados para construir proteínas quiméricas. Estas proteínas são ferramentas 

capazes de identificar de forma específica, e com alta sensibilidade anticorpos, 

sendo uma estratégia para o desenvolvimento de novos métodos de diagnósticos 

para brucelose bovina. Entender o metabolismo deste patógeno, pode nos ajudar a 

esclarecer mecanismo e adaptações da patogênese, permitindo desenvolver novas 

estratégias terapêuticas. A modelagem metabólica em escala-genômica é uma 

abordagem que reconstrói in silico redes metabólicas de um organismo. Permitindo 

realizar simulações em diferentes condições, predizendo fenótipos, genes 

essenciais, reprogramações metabólicas que podem ajudar a elucidar processos 

biológicos da patogênese. Neste trabalho foi avaliado o potencial de diagnóstico de 



 
 

 

uma proteína quimérica desenvolvida para o diagnóstico de brucelose. Apesar de 

ser capaz de identificar anticorpos contra Brucella, os parâmetros sensibilidade e 

especificidade devem ser reavaliados em novos experimentos. Também foi 

desenvolvido o primeiro modelo metabólico em escala-genômica de B. abortus 

composto por 932 genes, 1140 reações e 999 metabólitos, capaz de predizer in 

silico, genes essenciais com acurácia de 79% na condição meio rico 2YT assim 

como a predição de crescimento em diferentes fontes de carbono e nitrogênio. A 

partir deste modelo, foi possível identificar através de uma análise dos genes 

essenciais com base nos critérios: Não homologia com proteínas humanas, 

drogabilidade, fator de virulência e amplo espectro, quatro potenciais Drug Targets 

que podem ser validados como alvos antimicrobianos. 

 
 
Palavras-chave: Brucella abortus. Diagnóstico Sorológico. Modelo Metabólico em 

Escala-genômica. Biologia de Sistemas, Brucelose. 

 

  



 
 

 

ABSTRACT 

 

PINTO, B. P., D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, August, 2023. Assessment of 
the Potential of a Chimeric Protein in the Diagnosis of Bovine Brucellosis and 
Genome-scale Metabolic Modeling of Brucella abortus. Adviser: Tiago Antônio de 
Oliveira Mendes. 
 
 
Bovine brucellosis is an anthropozoonosis caused by the bacterium Brucella abortus. 

This bacterium primarily affects cattle and water buffalo. It can also infect other 

mammalian hosts, including humans. This anthropozoonosis is a significant concern 

in livestock farming due to the damages caused by this bacterium, including abortion, 

infertility, significant losses in milk production, herd production, and the trade of 

animals and their products. The transmission of bovine brucellosis to humans is a 

public health concern. The disease can be acquired through the consumption of 

unpasteurized dairy products and/or contaminated meat. Studying this disease is 

crucial for the development of prevention, control, and eradication strategies aimed at 

minimizing economic losses in the livestock industry. Additionally, it helps in 

understanding the pathogenic mechanisms to develop new therapeutic strategies for 

more efficient treatment of human brucellosis. One of the main ways to control this 

disease is the accurate and early diagnosis of infected animals, allowing for their 

isolation to protect the herd and prevent the spread of this disease. Bioinformatics 

approaches, such as immuno-informatics, can aid in the discovery of antigenic 

peptides that can be used to construct chimeric proteins. These proteins are tools 

capable of specifically and sensitively identifying antibodies, offering a strategy for 

the development of new diagnostic methods for bovine brucellosis. Understanding 

the metabolism of this pathogen can help clarify pathogenic mechanisms and 

adaptations, enabling the development of new therapeutic strategies. Genomic-scale 

metabolic modeling is an approach that in silico reconstructs metabolic networks of 

an organism, allowing simulations under different conditions, predicting phenotypes, 

essential genes, and metabolic reprogramming that can help elucidate biological 

processes of pathogenesis. In this study, the diagnostic potential of a chimeric 

protein developed for brucellosis diagnosis was evaluated. Despite its ability to 

identify antibodies against Brucella, sensitivity and specificity parameters should be 

reassessed in new experiments. Additionally, the first genome-scale metabolic model 

of B. abortus was developed, comprising 932 genes, 1140 reactions, and 999 



 
 

 

metabolites, capable of in silico predicting essential genes with an accuracy of 79% 

under rich medium 2YT conditions, as well as growth predictions under different 

carbon and nitrogen sources. From this model, it was possible to identify four 

potential drug targets based on essential gene analysis criteria, including non-

homology with human proteins, druggability, virulence factor, and broad-spectrum 

properties, which can be validated as antimicrobial targets. 

 
 
Keywords: Brucella abortus. Serum Diagnosis. Genome-scale Metabolic Model. 
Systems Biology. Brucellosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A brucelose bovina, uma doença infecciosa de grande importância no 

contexto da pecuária, é causada pela bactéria Brucella abortus. Esta enfermidade 

afeta principalmente o gado bovino, mas também pode ser transmitida a outros 

animais, incluindo humanos, representando um sério risco para a saúde pública. A 

brucelose bovina é caracterizada por causar abortos e distúrbios reprodutivos em 

bovinos, resultando em perdas econômicas significativas para a indústria pecuária. 

Além disso, devido à sua capacidade de ser transmitida aos seres humanos, a 

doença é considerada uma zoonose, o que a torna uma preocupação para a saúde 

humana, com impactos potenciais na segurança alimentar. A compreensão e o 

manejo adequado dessa doença são fundamentais para garantir a sustentabilidade 

da indústria pecuária e a prevenção da disseminação da brucelose entre animais e 

humanos. O diagnóstico da brucelose bovina é um aspecto fundamental no controle 

e prevenção dessa doença, pois permite identificar animais infectados e tomar 

medidas apropriadas para evitar a disseminação. O diagnóstico preciso da brucelose 

bovina é essencial para a implementação de medidas de controle, como a 

segregação de animais infectados, o abate de animais positivos e a vacinação 

controlada. Essas ações são cruciais para prevenir a disseminação da doença e 

proteger a saúde do rebanho bovino e a segurança alimentar. 

 Os modelos metabólicos em escala genômica, também conhecidos como 

modelos de fluxo metabólico ou modelos de redes metabólicas, são ferramentas 

poderosas na biologia de sistemas que permitem a representação e análise dos 

processos metabólicos de um organismo com base em sua informação genética. 

Quando se trata de Brucella abortus, uma bactéria patogênica que causa a 

brucelose em bovinos e pode infectar humanos, esses modelos podem fornecer 

informações valiosas para entender seu metabolismo, fisiologia e potenciais alvos 

terapêuticos. Estes modelos desempenham um papel crucial na investigação da na 

investigação da biologia, fisiologia e patogenicidade de Brucella abortus. Eles 

fornecem uma base sólida para a compreensão do metabolismo bacteriano e a 

identificação de oportunidades terapêuticas para combater essa patologia de 

importância econômica e de saúde pública. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 
2.1 Brucella abortus e Brucelose 
 

O gênero Brucella é composto por bactérias Gram-negativas que pertencem à 

classe α-proteobactérias (Batut et al., 2004). Essas bactérias são cocobacilos 

aeróbicos, não encapsulados, imóveis e facultativamente intracelulares, além de 

serem positivas para a enzima urease (Corbel e Hendry, 1985). O gênero Brucella 

inclui aproximadamente nove espécies, todas elas patogênicas para diferentes 

hospedeiros (Moreno e Moriyón, 2002). Algumas espécies também apresentam 

atividade positiva para oxidase, catalase e superóxido dismutase (Araj, 2010). O 

gênero Brucella é caracterizado pela presença de fatores de virulência, como um 

lipopolissacarídeo incomum, um sistema de secreção do tipo IV, a presença de β-1-

2-glucanos cíclicos (CβG), o fator de virulência A de Brucella (BvfA) e o sistema 

BvrR/BvrS (Glowacka et al., 2018). Dentre as espécies da família Brucella spp., a 

Brucella abortus se destaca como o agente causador da brucelose bovina. 

A Brucelose, é uma antropozoonose difundida mundialmente, que apresenta 

um impacto econômico significativo e representa um potencial desafio para a saúde 

pública, uma vez que os seres humanos podem entrar em contato com animais de 

produção e seus produtos contaminados (Papas et al., 2006). Apesar de ser 

difundida mundialmente, a brucelose, está erradicada em países desenvolvidos 

como Japão, Canadá, Suécia e Reino Unido entre outros países da União Europeia. 

Mas ainda permanece em outras regiões do globo como Estados Unidos, região do 

mediterrâneo, Oriente Médio, América Latina e partes da Ásia (Zhang et al., 2018). A 

brucelose bovina, presente em países como o Brasil, causa grande impacto 

econômico devido aos danos causados aos animais infectados com o patógeno B. 

abortus (Poester et al., 2002). Em vacas, B. abortus infecta principalmente o trato 

uterino causando complicações como aborto, nascimento de prole fraca, 

endometriose, retenção da membrana fetal e diminuição da produção de leite 

(Abdisa., 2018). Já em animais do sexo masculino, esta bactéria infecta 

principalmente trato reprodutivo causando orquite podendo levar a infertilidade 

nestes animais (Lage et al., 2008). A infecção destes animais por B. abortus pode 

ocorrer por meio de fetos abortados e membranas placentárias infectadas que 

possam disseminar este patógeno. A amamentação por animais infectados, assim 

como a inseminação artificial com semem contaminado são formas recorrentes de 
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infecção de bovinos com B. abortus (Acha and Szyfers., 2001). Animais 

contaminados são reservatórios do patógeno, podendo infectar o rebanho, portanto 

é de extrema importância como forma de controle, a identificação e isolamento e 

abate dos animais contaminados para evitar a disseminação da brucelose (Figura 1) 

(Gwida et al., 2010). Outra estratégia para controle da brucelose bovina é a 

vacinação compulsória de animais com as vacinas RB51 e S19 em regiões 

endêmicas da doença (Gheibi et al., 2018). 

 

 
 

Figura 1 - Transmissão de Brucelose. Geralmente, vacas prenhas tendem a 

sofrer abortos no último trimestre de gestação. Os fetos abortados, assim como a 

placenta e as secreções do útem são fontes de infecção para outros animais. Leites 

e seus derivados, quando não pasteurizados, são fontes de infecção para humanos 

se consumidos. Touros infectados podem se tornar uma fonte de infecção contínua 

(Khurana et al., 2021). 

 
Em humanos, uma das principais fontes de infecção de B. abortus são os 

animais infectados que são reservatórios do patógeno. O contato com derivados de 

animais contaminados como leites, queijos e carnes, caracteriza a forma oral de 

infecção por B. abortus. A brucelose, pode ser também considerada uma doença 
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ocupacional. Trabalhadores de frigoríficos, açougues e indústria de laticínios são 

alguns dos exemplos que podem ser infectados por B. abortus devido ao contato 

com mucosa ou feridas nas mãos com produtos de animais contaminados. Médicos 

veterinários podem se contaminar durante procedimentos das quais há contato com 

fetos abortados, placenta e secreções vaginais de animais infectados (Acha and 

Szyfers., 2001; Mukhtar., 2010). A transmissão também pode ocorrer em contatos 

humano-humano infectados com B. abortus por meio de relações sexuais, 

transfusão de sangue, transplante de medula óssea e aerossóis de pacientes 

infectados (Tuon et al., 2017). A brucelose em humanos é uma doença sistêmica, e 

pode ser dividida em três etapas, aguda, subaguda e crônica. Na fase aguda os 

principais sintomas são, dor de cabeça, dor nas costas, perda de peso, mialgia, 

artralgia, constipação e anorexia. A aparição de infecções localizadas como 

epididimite, orquite e osteoarticulares, caracterizam a forma subaguda. A forma 

crônica da brucelose em humanos possui características similares a síndrome de 

fatiga crónica e também é caracterizada por infecção nos ossos, rins, fígado e baço 

podendo afetar também outros sistemas como cardiovascular e nervoso (Kilic et al., 

2013; Young et al., 2010; Reguera et al., 2003; Bodur et al., 2003). O tratamento de 

brucelose em humanos é prolongado e se utilizada de terapia combinada de pelo 

menos dois antibióticos (rifampicina e doxiciclina), pois a monoterapia pode levar a 

casos de recidiva (Villate and Casallas., 2020; Doganay and Aygen., 1992).  

 
2.2 Diagnóstico de Brucelose 
 
 
Uma das principais formas para se estabelecer o controle da Brucelose, é a 

identificação de animais infectados com Brucella por meio do diagnóstico. Uma das 

formas de se identificar o patógeno, é por meio do isolamento de amostras 

biológicas. Porém o longo tempo (em média duas semanas) necessário para a 

identificação da Brucella, nestes materiais, torna o diagnóstico difícil e demorado 

(Radostits et al., 2000). A viabilidade da bactéria isolada é crucial para a sua 

identificação. Geralmente sendo isolada de órgãos como baço e linfonodo de 

animais post mortem ou fetos abortados (Yagupsky., 1999). As bactérias isoladas 

podem ser cultivadas em meios sólidos como por exemplo, tryptose-soy agar, Blood 

agar, Columbia agar, Serum-dextrose ágar entre outros (Alton et al. 1988). No Brasil, 

o Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e Tuberculose Animal 



15 
 

 

(PNCEBT), no qual prevê medidas de controle com base no diagnóstico e vacinação 

dos animais (Bartoli and Mathias., 2020). Dentre os testes utilizados para o 

diagnóstico de Brucelos, destacam-se os testes sorológicos tanto para triagem 

quanto para confirmação empregados nas estratégias de controle da Brucelose 

(Khurana et al., 2021). 

 

2.2.1 Testes Sorológicos 

 

 Testes sorológicos se baseiam na detecção de anticorpos em amostras de 

soro de animais contaminados. Anticorpos IgM contra B. abortus, causadora da 

brucelose bovina, podem ser detectados inicialmente a partir de uma semana após a 

infecção (Lucero et al., 2003). Os protocolos de testagem de animais devem 

obedecer às seguintes diretrizes: fêmeas com idade igual ou superior a 24 meses 

que foram vacinadas com a vacina B19; fêmeas não vacinadas ou vacinadas com a 

RB51, cujos testes devem ser realizados com idade igual ou superior a 8 meses; e 

animais machos devem ser testados a partir dos 8 meses de idade (MAPA, 2017). 

No Brasil, de acordo com o PNCEBT, são empregados testes sorológicos para 

triagem de brucelose, incluindo o Antígeno Acidificado Tamponado (AAT), o Anel em 

Leite (TAL), bem como os testes 2-Mercaptoetanol (2-ME) e Fixação de 

Complemento (FC) como confirmatórios (PNCEBT, 2006). Os testes de ELISA 

(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) representam uma alternativa viável, capazes 

de detectar tanto IgG quanto IgM com elevada sensibilidade e especificidade (Al-

Shamahy e Wright, 1998). Uma análise comparativa de sensibilidade entre a cultura 

bacteriana e os testes sorológicos foi conduzida para a detecção de brucelose 

bovina em rebanhos. Os resultados indicaram que os testes AAT e ELISA foram os 

mais indicados para a confirmação de infecção por Brucella (Gurbilek et al., 2017). 

Um teste de ELISA utilizando anticorpos monoclonais para a detecção do LPS, 

desenvolvido com a finalidade de diagnosticar brucelose bovina, apresentou 

sensibilidade superior aos testes comerciais e ao teste AAT (Wang et al., 2015). 

Os testes rápidos imunocromatográficos de fluxo lateral consistem em 

dispositivos em que a amostra (soro ou sangue total) é aplicada em um poço no 

dispositivo, onde ocorre a extração do analito e este percorre uma membrana de 

nitrocelulose por fluxo lateral. Na faixa de teste, o antígeno é imobilizado e sua 

interação com o anticorpo presente na amostra emite um sinal que indica um 
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resultado positivo. Isso permite o diagnóstico pela identificação do anticorpo 

específico para o patógeno de interesse na amostra (conforme Figura 2) (Sajid et al., 

2014). Testes rápidos utilizando o antígeno MM101 de Brucella abortus 

possibilitaram a detecção tanto de IgM quanto IgG no diagnóstico de brucelose 

(Irmak et al., 2004). Outro teste de fluxo lateral utilizando o antígeno S-LPS 

demonstrou uma sensibilidade de 89% e especificidade de 99%, comparados ao 

teste de ELISA competitivo, para o diagnóstico de brucelose (Manasa et al., 2018). 

Um fator determinante nos testes sorológicos é a escolha do antígeno 

empregado para a detecção dos anticorpos. Alguns métodos de diagnóstico de 

brucelose utilizam o antígeno lipopolissacarídeo de Brucella purificado, que 

apresenta limitações devido a reações cruzadas com outras bactérias (Palmer e 

Douglas, 1989). A utilização de antígenos recombinantes representa uma alternativa 

aos antígenos nativos. Eles são facilmente produzidos em larga escala e 

demonstram resultados significativos em termos de sensibilidade e especificidade, 

podendo ser facilmente padronizados em testes sorológicos como ELISA e testes de 

fluxo lateral (Moraveji et al., 2012; Liao et al., 2005). 
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Figura 2 - Exemplo teste diagnóstico de fluxo lateral. A) A amostra de soro é 

depositada para análise no dispositivo. B) Os anticorpos presentes na amostra são 

conjugados com proteína G e migram até a linha de teste. C) A interação do 

anticorpo específico contra o antígeno de interesse, é detectada emitindo o sinal 

positivo (Manasa et al., 2018). 

 

2.2.2 Imuno-informática e Proteínas Quiméricas 

 

 A imuno-informática é um campo interdisciplinar que combina princípios da 

imunologia e bioinformática para investigar e compreender o sistema imunológico. 

Utiliza ferramentas computacionais para análise de dados e modelagem 

computacional, visando explorar respostas imunológicas, interações antígeno-

anticorpo, bem como a identificação e previsão de epitopos (De Groot et al., 2002). 

Epitopos são fragmentos específicos de proteínas ou peptídeos reconhecidos por 

anticorpos, desempenhando um papel crucial no desencadeamento da resposta 

imunológica (Valente and Monzano-Rendeiro, 2021). A identificação in silico de 

epitopos que interagem com células do sistema imune possibilita a criação de 

proteínas multi-epitopos, que podem ser empregadas no desenvolvimento de 

vacinas (Kar and Srivastava, 2018). Esses epitopos também podem servir como 

antígenos para detecção de anticorpos contra patógenos, viabilizando a elaboração 

de novos testes de diagnóstico (Pereira et al., 2020). 

A abordagem de imuno-informática, usando sequências de proteínas de 

superfície de Leishmania infantum, foi empregada na criação de uma proteína multi-

epitopos capaz de identificar anticorpos contra o L. infantum. O teste de ELISA 

desenvolvido nesse estudo alcançou uma sensibilidade de 98% e uma 

especificidade de 95,31% na detecção de animais infectados (Yaghubi et al., 2021). 

Além disso, a construção de uma proteína contendo epítopos de proteínas de 

membrana BP26, Omp23, Omp16, Omp25 e Omp31 de Brucella foi utilizada no 

desenvolvimento de um teste de ELISA para avaliar o potencial de diagnóstico da 

brucelose humana. Os resultados mostraram uma maior especificidade em 

comparação com o uso do antígeno lipopolissacarídeo (Yin et al., 2021). 

A aplicação da imuno-informática na criação de proteínas quiméricas multi-

epitopos tem o potencial de impulsionar o desenvolvimento de novas tecnologias 

biotecnológicas para testes sorológicos mais sensíveis e específicos. Após a 
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padronização e validação adequadas, esses testes podem ser incorporados nos 

protocolos de diagnóstico da brucelose bovina, incluindo a possibilidade de 

desenvolver testes rápidos de fluxo lateral. 

 

2.3 Patogênese, Virulência e Metabolismo  

 

2.3.1 Patogênese 

 

 B. abortus é uma bactéria que possui um estilo de vida intracelular, 

replicando-se principalmente no interior de vacúolos de macrófagos, células 

dendríticas e trofoblastos placentários (Celli., 2019). Esta bactéria possui também 

tropismo para diversos outros tecidos, o que permite a sua disseminação sistêmica 

(Carvalho et al., 2023). O seu estilo de vida intracelular, a protege das defesas do 

sistema imune do hospedeiro, assim como dificulta a ação dos antibióticos 

(Martirosyan and Gorvel., 2013). Anterior a fase aguda da brucelose, há o período 

de incubação onde ocorre a replicação intracelular de B. abortus no qual há 

ausência de sintomas clínicos. Na fase aguda, ocorre a disseminação e invasão do 

patógeno para os demais tecidos do organismo, levando à falência de órgãos e 

morte do hospedeiro na fase crônica da doença (Shakir., 2021).  

 Ao entrar em contato com o hospedeiro, B. abortus precisa se translocar pela 

camada epitelial de mucosa, sendo endocitada por macrófagos e células dendríticas 

de mucosa (Rosseti et al., 2013). No interior destas células o patógeno é capaz de 

sobreviver e se replicar, se evadindo do sistema imune e disseminando para 

diversos outros tecidos como trofoblastos placentários em fêmeas grávida, trato 

reprodutivo e o sistema reticuloendotelial (Adams., 2002) Figura 3. B. abortus utiliza 

de receptores de membrana contendo resíduos de ácidos siálico sulfatado para 

aderir em células epiteliais e macrófagos (Castañeda-Roldán et al., 2004). A 

interação deste patógeno com estes receptores desencadeia uma cascata de 

sinalização por meio de GTPases, que leva a uma reorganização do citoesqueleto 

de actina. Este rearranjo causa alterações na conformação da membrana da célula 

do hospedeiro, que favorece a internalização do patógeno (Rossetti et al., 2012). 

Após ser internalizada, Brucella transloca pelo epitélio e é envolvida por células 

fagocitárias de mucosa, e no interior destas células passa por um processo de 

adaptação e sobrevivência e durante este período, o patógeno escapa do sistema 
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imune, alterando seus padrões moleculares associados a patógenos (Barquero-

Calvo et al., 2007). Brucella ao adentrar no interior das células fagocitárias, reside no 

endossomo formado durante sua interação com as células do hospedeiro. Este 

compartimento também chamado de BCV, (Da sigla em inglês Brucella-containing 

vacuole) contém um microambiente pobre em nutrientes e oxigênio, no qual o 

patógeno precisa se adaptar. B. abortus nestas condições, utiliza de vias 

metabólicas como síntese de aminoácidos e nucleotídeos, metabolismo de 

carboidratos, biossíntese de LPS, metabolismo de nitrogênio para se adaptar (Kohler 

et al., 2002). 

  

Figura 3 - Tráfego intracelular de Brucella. Durante a infecção, a Brucella primeiro 

invade as células hospedeiras (①), forma vacúolos contendo Brucella (BCVs) (②) e 

sofre fusão com o lisossoma de maneira controlada (③). Nesta etapa, cerca de 90% 

da Brucella são degradados e os 10% restantes sobrevivem (④). Em seguida, o 

BCV trafega para e atinge o retículo endoplasmático (RE) (⑤) e estabelece o sítio 

replicativo (⑥). Após a replicação do RE, o tráfego de Brucella em direção aos 

vacúolos semelhantes à autofagia (⑦), sobrevive dentro desses compartimentos 

(⑧) e, finalmente, deixa as células hospedeiras para disseminando para outros 

tecidos (⑨) (Ke et al., 2015). 
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O Endossomos contendo microorganismo, geralmente são fusionados com 

lisossomos e degradados. O BCV protege a Brucella da ação das enzimas 

lisossomais (Pizarro-Cerdá., et al 1998). Este vacúolo contendo a bactéria, passa 

pela via endocítica, interagindo com os compartimentos intermediários desta via, 

evitando a degradação pelo lisossomo e se fundindo ao retículo endoplasmático 

(RE) formando os BCVs replicativos, onde ocorre a replicação celular (Starr et al., 

2008). Ainda no meio intracelular, Brucella necessita sobreviver e burlar as reações 

do sistema imune para garantir sua sobrevivência e completar o seu ciclo celular, 

para que possa se disseminar para outros tecidos. Brucella possui em seu genoma, 

diversos genes que codificam fatores de virulência que contribuem para sua infecção 

intracelular (Roop et al., 2021). 

 

2.4 Fatores de Virulência 

 

2.4.1 Operon virB e Sistema de Secreção Tipo IV 

 

 O Sistema de secreção tipo IV é um complexo multiproteico capaz de secretar 

macromoléculas e proteínas bacterianas no interior do citoplasma do hospedeiro, 

codificado pelo operon virB composto por doze fases de leitura (virB1-virB12) 

(O’Callaghan et al., 1999). Este complexo macromolecular é dividido em cinco 

partes, o complexo de agulhas de alongamento (virB2), complexo núcleo/membrana 

externa (virB7, virB9 e virB10) talo de ligação (virB5 ou virB10), complexo de 

membrana interna (virB3, virB4, virB6, virB8 e virB10) e porção ATPase (virB4 e 

virB11) (Figura 4) (Xiong et al., 2021). Este sistema possui um papel crucial na 

infecção intracelular de Brucella, por estar envolvido principalmente nos processos 

de inibição da resposta imune inata do hospedeiro através da secreção de efetores 

que inibem a resposta imune e na sobrevivência intracelular durante a infecção (Ke 

et al., 2015). Estudos mostraram que o T4SS é determinante para a virulência e 

persistência da fase crônica da doença (Hong et al., 2000). Experimentos utilizando 

signature-tagger transposon mutagenesis mostraram que este sistema é essencial 

para o crescimento intracelular de Brucella durante a infecção em macrófagos THP1 

e células HeLa (Foulongne et al., 2000). Bactérias deficientes em T4SS ainda são 

capazes de invadir as células do hospedeiro, adquirem os marcadores endossomais 

(LAMP1 e EEA1) pelo BCV, porém não resistem à degradação pelos lisossomos 
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devido a incapacidade de excluir o marcador LAMP1 (Proteína associada a 

membrana lisossomal 1), permitindo a fusão do BCV com o lisossomo (Delrue et al., 

2001; Comerci et al., 2001).  

 

Figura 4 - Estrutura do Sistema de Secreção Tipo IV. Complexo de membrana 

interior (virB3, virB4, virB6 e virB8), complexo de membrana exterior (virB7, virB9 e 

virB10) e pilus externo (virB2 e virB5). As porções ATPases (virB4 e virB11) 

fornecem energia para a transferência de substratos. (Xiong et al., 2021).  

 

2.4.2 Sistema Regulador de Dois Componentes BvrS/BvrR 

 

 O sistema BvrS/BvrR em Brucella, é responsável principalmente pela 

regulação de genes essenciais para a sobrevivência. Desligando genes 

desnecessários e ativando genes necessários para invasão e sobrevivência 

intracelular (López-Goñi et al., 2002). Este sistema é similar às proteínas sensores e 

regulatórias Chvl-ExoS e Chvl/ChvG de Sinorhizobium meliloti e Agrobacterium 

tumefaciens respectivamente, importantes para a simbiose e patogênese em plantas 

(Sola-Landa et al., 1998). Bactérias com deleções nos genes do sistema BvrS/BvrR, 

possuem deficiência da síntese das proteínas Omp25 e Omp22, tornando a Brucella 

mais suscetível a policátions bacterianos e aumentando a permeabilidade de 

surfactantes na membrana (Guzman-Verri et al., 2002). A proteína Omp25 de 

Brucella a protege de sistema imune por meio de um mecanismo que suprime a 

fosforilação de genes estimuladores de interferon (STING), do fator regulador 3 de 
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interferon (IRF3) e a translocação nuclear do fator 3 do interferon em diversos tipos 

celulares a protegendo da ação de INF-β (Li et al., 2021). Mesmo com a deleção dos 

genes das proteínas Omp25 e Omp22, B. abortus ainda é capaz de sobreviver em 

camundongos BALB/c, mostrando que o sistema BvrS/BvrR ativo é capaz de manter 

a virulência desta bactéria (Manterola et al., 2007). 

 

2.4.3 Lipopolissacarídeos  

 

 As bactérias do gênero Brucella destacam-se pelo seu Lipopolissacarídeo 

(LPS) presente na sua membrana exterior, composta por um lipídio A, core 

oligossacarídeo e uma cadeia antigênica O-polissacarídica (OPS) (Figura 5). 

Bactérias com a estrutura completa da LPS são denominadas LPS-S (S do inglês, 

smooth) e LPS-R (R do inglês, rough) quando apresentam uma redução ou ausência 

completa da cadeia OPS (Moreno et al., 1981; Caroff et al., 1984). A OPS das 

espécies S, possuem em sua estrutura um homopolímero linear composto por 4,6 

didesoxi-4-formamido-β-D-manopiranosil com ligações do tipo β→1,2 e o core 

composto por manose, glicose, quinovosamina, glucosamina e ácido 3-deoxi-D-

mano-2-octulosonico (KDO) (Cardoso et al., 2006). O lipídio A presente na LPS de 

Brucella possui em sua estrutura ácidos graxos de cadeias muito longas (VLCFAs). 

A presença dos VLCFA causam uma interação mais fraca com os TLR4, diferente do 

lipídio A de outras bactérias, gerando uma resistência frente a indução da resposta 

anti-inflamatória do hospedeiro (Ferguson et al., 2004;Lapaque et al., 2006). O core 

da LPS funciona principalmente como um link estrutural entre a OPS e o lipídio A 

(Monreal et al., 2003). Porém em Brucella a estrutura do core também protege a 

OPS e o lipídio A em inibir a ligação com o TLR4 e macrófagos e células dendríticas 

do hospedeiro (Conde-Álvarez et al., 2012). 

A LPS-S é um fator de virulência que está envolvido na inibição da fusão 

precoce de fagossomos contendo Brucella suis com lisossomos em células de 

macrófagos. Bactérias com LPS-R são degradadas rapidamente nos lisossomos 

(Porte et al., 2003). A atividade de respostas anti-microbianas do hospedeiro como o 

complemento, peptídeos antibacterianos e a síntese de mediadores do sistema 

imune, são impedidos pela LPS de Brucella (Lapaque et al., 2005). Uma análise 

comparativa da indução da produção de TNF-α e óxido nítrico em células de 

macrófago RAW 264.7, foi demonstrado que LPS de Escherichia coli possui um 
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estímulo maior do que LPS de B. melitensis na indução destes fatores, assim como 

também possui uma alta atividade antissistema do complemento do que a de E. coli 

(Tumurkhuu et al., 2005). 

 

 

Figura 5 - Estrutura LPS de B. abortus (Cardoso et al., 2006) 

 

2.4.4 Glicanos β→1,2 Cíclicos (CβG) 

 

 Alfa proteobactérias assim como Brucella, secretam em seu periplasma um 

polímero composto por 17 a 20 resíduos de glicose conhecido como glicanos β→1,2 

cíclicos (CβG) (Lannino et al., 1998). Em bactérias como S. meliloti e A. tumefaciens, 

este polímero pode estar ligado à osmoproteção, devido sua produção ser regulada 

por condições osmóticas (Lannino et al., 2000). Brucella mutantes para a enzimas 

CβG sintase, são incapazes de impedir a fusão do fagossomo com o lisossomo, e há 

o indicativo de que esta molécula rompe as balsas lipídicas no BCV prejudicando a 

interação deste vacúolo com os lisossomos (Arellano-Reynoso et al., 2005). O CβG 
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parece possuir um papel duplo na virulência de Brucella pois participa tanto no 

tráfego intracelular desde entrada na célula até o nicho replicativo, quanto no ajuste 

da resposta imune do hospedeiro (Degos et al., 2015). Curiosamente a enzima CβG 

sintase e o transportar de CβG, possui uma localização polar na membrana da 

bactéria, embora a natureza dessa polarização ainda é desconhecida (Guidolin et 

al., 2015).  

 

2.4.5 Metabolismo 

 

 O microambiente no qual Brucella sobrevive no interior das células do 

hospedeiro possui uma baixa concentração de oxigênio. Portanto a virulência dessa 

bactéria é extremamente dependente de proteínas que possuem uma alta afinidade 

com oxigênio como por exemplo, as citocromo oxidases tipo bd e cbb3 (Bagues et 

al., 2007). Assim como S. meliloti, as principais cepas do gênero Brucella possuem 

as vias enzimáticas necessárias para a redução completa de NO3 a N2 (Heine et al., 

2006). Estas vias metabólicas permitem que estas bactérias utilizem o NO3 como um 

aceptor de elétrons alternativo na cadeia respiratória, mantendo as condições 

necessárias para sua sobrevivência nestes microambientes (Kim et al., 2012). Uma 

das defesas dos macrófagos frente a patógenos intracelulares, é a produção de 

óxido nítrico (NO) (MacMicking et al., 1997). Deste modo, enzimas da via de 

desnitrificação permitem que Brucella neutralize a ação do NO utilizado pelos 

macrófagos, protegendo a célula de apoptose e permitindo sua permanência 

intracelular (Wang et al., 2001). 

 

2.4.6 Metabolismo de Carboidratos e Nitrogênio 

 

 A disponibilidade limitada de nutrientes no interior das células do hospedeiro, 

é uma condição adversa do qual patógenos precisam lidar durante seu processo de 

adaptação. A capacidade de patógenos em adaptar seu metabolismo central para 

utilizar de forma mais otimizada possível as fontes de energia disponíveis, é de certa 

forma um fator determinante em seu processo de virulência (Eisenreich et al., 2010). 

A interação patógeno-hospedeiro ocasiona reprogramações metabólicas tanto no 

hospedeiro quanto no patógeno, que se beneficia destas reprogramações para sua 

permanência intracelular (Eisenreich et al., 2017). Foi observado alterações no 
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metabolismo do ácido tricarboxílico, diminuição no consumo de aminoácidos, 

alteração da localização da mitocôndria e aumento da produção lactato em 

macrófagos infectados por B. abortus, assim como uma dependência da enzima 

lactato desidrogenase para a sua sobrevivência intracelular (Czyz et al., 2017). 

Brucella parece depender essencialmente de vias do metabolismo de glicose 

para manter seu crescimento no interior do hospedeiro (Zúñiga-Ripa et al., 2014). 

Deficiência na enzima fosfofrutoquinase (PFK), impede que em a glicose seja 

metabolizada pela glicólise em bactérias deste gênero (Essenberg et al., 2002). 

Contudo, diversas espécies utilizam de forma dinâmica a via das pentoses fosfato 

para metabolizar a glicose (Machelart et al., 2020). As enzimas envolvidas na 

gliconeogênese, piruvato quinase e piruvato fosfato diquinase, desempenham um 

papel fundamental na virulência de Brucella em camundongos (Pitzer et al., 2018; 

Vizcaíno et al., 2020). Além de ser capaz de utilizar a glicose, Brucella se destaca 

pela sua capacidade de metabolizar eritritol, (Figura 6) um carboidrato de 4C, 

utilizando-o principalmente como fonte de carbono em tecidos embrionários em 

vacas (Anderson and Smith., 1965). 

 O Eritritol estimula o crescimento de Brucella spp, e a presença deste poliol 

está relacionada à preferência dos tecidos infectados (Keppie et al., 1964). A 

presenta do eritritol em tecidos placentários, resulta em uma alta proliferação de 

Brucella ocasionando aborto. Destacando o metabolismo deste poliol como potencial 

fator de virulência na patogênese da brucelose (Meador and Deyoe 1989). A cepa 

vacinal de Brucella abortus US-19 é incapaz de metabolizar eritritol e portanto, 

incapaz de causar aborto em bovinos (Sperry and Robertson 1975). A princípio, o 

catabolismo do eritritol foi elucidado sendo este metabólito convertido a 3-ceto-L-

eritrose-4-fosfato por meio de três enzimas principais. Uma kinase e duas 

desidrogenases e posteriormente convertido a dihidroxiacetona fosfato alimentando 

a via glicolítica (Sperry and Robertson 1975). Estudos posteriores mostraram que o 

operon responsável pelo metabolismo do eritritol é formado por eryA, codificando 

uma kinase, eryB e eryC codificando duas desidrogenases, genes reguladores eryD 

e eryR, seguidos de eryH e eryI codificadores de isomerases seguido de genes da 

via glicolítica fbaA e fbp. O eritritol é convertido a D-3-tetrose-4-fosfato e seguido de 

duas reações de isomerização gerando D-eritrose-4-fosfato sendo convertido a 

Frutose-6-fosfato e gliceraldeído-3-fosfato permitindo a síntese de hexoses 
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monofosfatada e crescimento via alimentação da via das pentoses fosfato (Figura 6) 

(Sangari et al., 2000; Barbier; et al 2014). 

 

Figura 6 – Metabolismo Eritritol em B. abortus. A) Reações enzimáticas da vida de 

degradação de eritritol por B. abortus B e C) A D-erythrose-4-phosphato gerada no 

catabolismo do eritritol é posteriormente processada pelas vias das pentoses fosfato, 

gerando os intermediários a glicólise/gliconeogênese, frutose-6-P e glyceraldeído-3-

P (Barbier et al., 2018). 

 

Além das fontes de carbono, como os carboidratos, no interior das células do 

hospedeiro, Brucella necessita de fontes de nitrogênio para a síntese de 

aminoácidos e bases nitrogenadas. As necessidades fisiológicas destes nutrientes 

no interior da célula do hospedeiro são fornecidas principalmente por aminoácidos e 

NH4 (Ronneau et al., 2016). Brucella é capaz de utilizar diversos aminoácidos como 

fonte de nitrogênio, mas somente o glutamato pode ser utilizado tanto como fonte de 

carbono, nitrogênio e energia (Gerhardt et al., 1950). As enzimas que regulam a 

interconversão do glutamato a α-cetoglutarato, assim como a glutamina para a 
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assimilação de NH4, são de extrema importância para a virulência (Ronneau et al., 

2016). Bactérias mutantes para as enzimas reguladoras GlnD e GlnE são incapazes 

de manter sua sobrevivência intracelular, tanto em macrófagos quanto em 

camundongos (Hong et al., 2000; Wu et al., 2006). Além dos aminoácidos 

patógenos, como a bactéria B. abortus utiliza a poliamina putrescina como fonte de 

nitrogênio em macrófagos. Tanto a inibição da síntese de poliaminas em macrófagos 

assim como a inibição do transportador de putrescina em Brucella diminuem a 

sobrevivência desta bactéria em macrófagos e camundongos (Kerrinnes et al., 

2018). 

 

2.5 Biologia de Sistemas e Modelagem Metabólica em Escala-genômica 

 

A biologia de sistemas é um campo interdisciplinar da bioinformática que 

busca compreender os sistemas biológicos como um todo, em vez de estudar 

apenas seus componentes isolados (Kitano., 2002). Ela se concentra na análise e 

modelagem computacional de processos biológicos complexos, considerando as 

redes de interações entre genes, proteínas, células, tecidos e organismos, bem 

como as influências do ambiente (Likić et al., 2010). A modelagem metabólica em 

escala-genômica, é uma abordagem da biologia de sistemas que consiste na 

reconstrução da rede de reações metabólicas que um organismo potencialmente 

pode realizar, tendo como base as enzimas anotadas em seu genoma (Nielsen., 

2017). A partir da construção de modelos metabólicos em escala-genômica (GEM), é 

possível predizer fenótipos e analisar de forma sistêmica, o fluxo metabólico de um 

determinado organismo em condições diferentes, com base em análises de balanço 

de fluxo (FBA) (Orth et al., 2010). A aplicação de GEMs de patógenos bacterianos, 

permite analisar diversos aspectos da biologia da bactéria em estudo. Como por 

exemplo, genes essenciais, interação patógenos-hospedeiro, reprogramação 

metabólica, resistência a antibióticos, formulação de meios de cultivo (Sertbas and 

Ulgen., 2020). 

 

2.5.1 Reconstrução de Modelos Metabólicos em Escala-genômica 

 

 A construção de um modelo metabólico consiste em diferentes etapas: 

reconstrução da rede metabólica, formulação da equação de biomassa, formulação 
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das condições a serem simuladas e por último a análise do fluxo metabólico 

(Bernstein et al., 2021). A anotação genômica é fundamental para identificar 

corretamente as enzimas metabólicas presentes no genoma, deste modo, 

associando corretamente os genes com as vias metabólicas das quais estão 

relacionados (Seaver et al., 2021). A relação gene-proteína-reação (GPR) utilizada 

nos GEMs permite associar corretamente a reação catalisada pela enzima ao seu 

gene, tornando possível reconstruir in silico as vias metabólicas, assim como realizar 

simulações de gene knock out (Machado et al., 2016). A partir das sequências das 

proteínas anotadas no genoma de um organismo, é possível iniciar a reconstrução 

do draft (rascunho) da rede metabólica composta pelos genes, reações e os 

metabólitos do organismo de interesse (Fondi and Liò., 2015). A reconstrução do 

draft, pode ser realizada de forma manual como também automatizada. Há 

disponível diversos softwares para reconstrução automatizada de GEMs porém, a 

etapa de curadoria manual utilizando dados presentes em bancos de dados e na 

literatura, se torna indispensável para a reconstrução de GEMs de alta qualidade 

(Mendonza et al., 2019; Thiele and Palsson., 2010). 

 Após a reconstrução e curadoria do modelo metabólico, é necessário 

construir uma equação de biomassa. Esta equação deve possuir todos os 

componentes celulares como RNA, DNA, proteínas, aminoácidos, nucleotídeos, 

vitaminas, cofatores, lipídeos e íons. Esta equação funciona como o objetivo do 

modelo e é utilizada para simular o crescimento e fenótipos, assim como a produção 

de compostos de interesse (Feist and Palsson., 2010; Xavier et al., 2017). A 

composição química do meio extracelular, é um dos fatores determinantes na 

predição de fenótipos e simulação de processos dinâmicos. Os meios de cultivo 

podem ser reconstruídos in silico utilizando a composição química dos meios 

utilizados in vitro, configurando as reações de exchanges simulando o meio 

extracelular (Marinos et al., 2020). Após reconstruir um modelo metabólico, este é 

convertido em uma matriz (matemática) estequiométrica que descreve as relações 

estequiométricas entre os metabólitos e as reações metabólicas de um organismo 

(Feist et al., 2008). A matriz estequiométrica é a base para FBA em GEMs. Ela 

permite a aplicação de abordagens matemáticas, como a otimização linear, para 

calcular as taxas de fluxo metabólico através de reações, levando em consideração 

as restrições impostas pelos coeficientes estequiométricos e outras informações 

associadas às reações (Klamt and Kamp., 2022). 
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 O FBA é uma técnica utilizada para resolver o problema de otimização linear 

em GEMs (Figura 7). O objetivo do FBA é encontrar as taxas de fluxo metabólico 

através das reações que maximizem ou minimizem uma função objetivo, sujeita a 

restrições estequiométricas (Orth et al., 2010). Matematicamente, o problema da 

otimização do FBA pode ser formulado da seguinte maneira:    

 

Z = cT.v 

 

“Z”, é o valor da função objetivo que pode ser a equação de biomassa, ou alguma 

outra reação como a produção de um metabólito de interesse, por exemplo. “c” é um 

vetor de coeficientes que define a função objetivo, “v” é um vetor de taxas de fluxo 

metabólico através das reações. As restrições estequiométricas são definidas pela 

matriz estequiométrica S e pelos vetores de limites inferiores (lb) e limites superiores 

(ub). A matriz estequiométrica descreve as relações estequiométricas entre os 

metabólitos e as reações metabólicas, enquanto os vetores lb e ub definem os 

limites mínimos e máximos para as taxas de fluxo através das reações. As restrições 

estequiométricas são definidas como: 

 

S.v = 0 

lb ≤ v ≤ ub 

 

 

Figura 7 - Esquema solução FBA. (Orth et al., 2010). 

 

 No FBA, o modelo metabólico é baseado na premissa de que a rede 

metabólica está em um estado estacionário (steady-state), onde as taxas de 

produção e consumo de metabólitos estão equilibradas e as concentrações totais 

dos metabólitos não variam com tempo. O steady-state é uma suposição importante 
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porque simplifica a modelagem matemática do metabolismo. Ao considerar um 

sistema em steady-state, podemos formular as equações de balanço de massa, 

expressas pela matriz estequiométrica, como um conjunto de equações lineares. 

Uma vez que o steady-state é alcançado, as taxas de fluxo metabólico não mudam 

ao longo do tempo. Isso permite que o FBA seja usado para prever o 

comportamento do sistema metabólico em diferentes condições e estudar como as 

alterações nas condições ambientais ou genéticas afetam o fluxo metabólico e as 

características do sistema (Ingalls., 2013; Varma and Palsson., 1994).  

 

2.5.2 Modelagem Metabólica de Patógenos Bacterianos 

 

 Com o aumento cada vez maior da resistência a antibióticos, infecções 

causadas por patógenos bacterianos têm se tornado cada vez mais uma ameaça na 

saúde pública global (OMS., 2017). Estudar os mecanismos da resistência a 

antibióticos se tornou um ponto chave no combate a estes patógenos 

multirresistentes (Jurado-Martín., 2021). GEMs de patógenos nos permite estudar os 

mecanismos de resistência, como também o metabolismo do patógenos, interação 

patógeno-hospedeiro, fatores de virulência, pesquisar novos biomarcadores abrindo 

novos caminhos para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas (Figura 

8) (Sertbas and Ulgen., 2020). A utilização de GEMs para estudo de metabolismo de 

patógenos tem sido cada vez mais explorados para estudo da biologia desses 

organismos. Como a utilização de uma abordagem baseada no estudo de genes 

essenciais utilizando o modelo metabólico de Klebsiella pneumoniae iYL1228, nas 

condições intracelular e fluido de sangue humano, mostrou o potencial do gene kdsA 

como um potencial alvo farmacológico de amplo espectro (Cesur et al., 2020). A 

utilização do modelo iEK1011 de Mycobacterium tuberculosis no estudo de 

mecanismos de resistência a antibióticos, demonstrou que a eficiência dos 

antibióticos etambutol e d-cicloserina são diminuídas pela presença do aminoácido 

L-alanina in vivo (Kavvas et al., 2018). 
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Figura 8 - Processo de reconstrução de GEMs específicos de patógenos. (Sertbas 

and Ulgen., 2020) 

 

JUSTIFICATIVA E MOTIVAÇÃO 

 

 Como mencionado, a brucelose é uma doença difundida mundialmente e que 

causa grande impacto econômico na pecuária e na saúde pública, em destaque a 

brucelose bovina. A brucelose bovina é uma doença ainda presente em países 

subdesenvolvidos e em desenvolvimento como o Brasil. Para o controle desta 

doença é necessário primeiramente, identificar com precisão os animais infectados e 

também é de extrema importância entender a biologia do patógeno, para auxiliar na 

busca de novas abordagens de controle eficientes e viáveis. A bactéria B. abortus 

causadora da brucelose bovina, nos seus hospedeiros possui um estilo de vida 

intracelular, no qual precisa se adaptar a condições de baixos nutrientes. E entender 

melhor o seu metabolismo, se torna um ponto chave para entender melhor as vias 

metabólicas utilizadas na sua adaptação, que possam ser utilizadas para explorar 

novos alvos antimicrobianos. O intuito deste trabalho é utilizar uma abordagem de 

imuno-informática para identificar epítopos com base nas proteínas anotadas no 

genoma de B. abortus, para o desenvolvimento de novos testes de diagnóstico 

específicos que possam auxiliar o controle da brucelose. Além disso, objetivou-se a 

construção de um modelo metabólico em escala-genômica de B. abortus que sirva 

como uma ferramenta para estudos in silico do metabolismo deste patógeno, assim 

como a exploração de novos alvos antimicrobianos.  

 

OBJETIVO GERAL  

 

 Validar uma proteína quimérica desenvolvida por técnicas de imuno-

informática para o diagnóstico de brucelose bovina e construir um modelo 

metabólico em escala-genômica de B.abortus para estudo in silico do metabolismo 

visando genes essenciais que possam ser explorados como possíveis novos alvos 

antimicrobianos para o tratamento de brucelose. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
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● Utilizar uma abordagem de imuno-informática para identificar epitopos para 

construção de uma proteína quimérica para ser utilizada no diagnóstico de 

brucelose. 

● Clonar, expressar, purificar e avaliar o potencial diagnóstico de uma proteína 

quimérica desenvolvida por meio de imuno-informática para a identificação de 

animais positivos para brucelose. 

● Construção e curadoria de um modelo metabólico em escala-genômica de B. 

abortus. 

● Modelagem das condições in vitro e in vivo para validação e validação do 

modelo. 

● Utilização do modelo metabólico de B. abortus na análise in silico novos alvos 

terapêuticos (Drug Targets) visando genes essenciais. 
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CAPÍTULO 1 - AVALIAÇÃO DE UMA PROTEÍNA QUIMÉRICA PARA O 

DIAGNÓSTICO DE BRUCELOSE BOVINA 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Seleção de Epítopos 

 

 Primeiramente, foi utilizado as sequências de proteínas baseadas no genoma 

de B. abortus (Genbank assembly accession: GCA_000054005.1) como input no 

BepiPred 1.0 web server (Jens et al., 2006) para a identificação de epitopos lineares, 

que possuíssem um escore maior que 1.3 e epítopos cuja sequência fosse de até 

sete aminoácidos sequenciais. Com o intuito de selecionar epítopos específicos para 

B. abortus que não possuíssem reações cruzadas com outros patógenos bovinos, foi 

realizado o alinhamento das sequências das proteínas utilizando o BLASTp conta os 

organismos Trypanosoma vivax, Cryptosporidium parvum, Mycobacterium bovis, 

Leptospira spp, Anaplasma marginale, Toxoplasma gondii. 

 

3.2 Desenho da Proteína Quimérica e Gene Sintético 

 

 A construção da proteína foi realizada a partir dos melhores epítopos 

selecionados. Foi adicionado à sequência proteica, metionina inicial, entre cada 

epítopo, um linker formado por glicina e serina GSGSGS (Chichili et al., 2013) e 

cauda de histidina na porção C terminal para purificação. A sequência proteica foi 

usada para a construção do gene sintético, utilizando a ferramenta Codon 

Optimization da Integrated DNA Technologies (IDT) 

(https://www.idtdna.com/CodonOpt) para expressão em Escherichia coli BL21 e a 

síntese do gene e ligação em plasmídeo pET28a foi realizada pela empresa FastBio. 

 

3.3 Clonagem, Expressão e Purificação 

 

 O plasmídeo pET28a contendo o gene sintético foi introduzido na bactéria por 

meio de transformação via choque térmico em cepas competentes de E. coli BL21 e 

plaqueadas em meio LB-ágar, contendo canamicina 50 mg/mL para seleção dos 

transformantes via resistência a antibiótico. Posteriormente, foram selecionadas 

https://www.idtdna.com/CodonOpt
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colônias para confirmação dos transformantes via PCR utilizando primer T7, 

específico para pET28a. Os fragmentos foram avaliados via eletroforese de gel de 

agarose 1%. Os clones positivos isolados e confirmados via PCR, foram cultivados 

em 5mL de meio LB adicionado de canamicina 50 mg/mL a 37°C, 180 rpm por um 

período de dezesseis horas. Após este período foi acrescido de 150 mL de meio LB 

e a densidade ótica (D.O) acompanhada até o valor de 0.6. Neste momento, 

adicionou-se IPTG 0,5 mM para indução da expressão da proteína quimérica por um 

período de 24 horas a 37°C 180 rpm. Após o tempo de indução, o meio de cultivo foi 

processado via centrifugação de 10000 rpm por 15 minutos para a separação do 

pellet do sobrenadante. O pellet ressuspendido em tampão fosfato (PBS) seguido de 

lise de membrana por equipamento de ultrassom para separação de fase solúvel e 

insolúvel. A confirmação da expressão foi feita por meio da técnica eletroforese de 

gel de poliacrilamida com SDS seguido da técnica de Western blotting, utilizando 

anticorpo anti-his para identificação da cauda de histidina presente na proteína 

recombinante. A purificação da proteína foi realizada por meio de cromatografia de 

afinidade utilizando como fase estacionária a coluna níquel HisTrap Crude FF 

segundo protocolo já estabelecido pelo laboratório. 

 

3.4 Teste de Imunoabsorção Enzimática (ELISA) 

 

O ensaio foi realizado em placas de 96 poços sensibilizados com 2 µg da 

proteína quimérica por poço, a 20°C overnight. Posteriormente os poços foram 

lavados por quatro vezes utilizando PBS-T e feito o bloqueio da placa utilizando 

PBS-BSA 3% por uma hora a 37°C. Em seguida foi realizada uma nova lavagem da 

placa e foi utilizado soro de bovinos positivos para Brucelose como anticorpo 

primário, por um período de 1 hora. Após a incubação com o anticorpo primário, foi 

feita a lavagem novamente e adição de um anticorpo Anti-Bovine IgG novamente por 

1 hora. Finalizando a incubação com anticorpo secundário, a placa foi novamente 

lavada para posterior revelação utilizando 100 µL de OPD por 30 minutos a 25°C. A 

reação foi interrompida utilizando 50 µL de H2SO4 0,5 M e a leitura realizada a 450 

nm em espectrofotômetro 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
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 As análises de imuno-informática e seleção dos epítopos foram realizadas 

anteriormente por membros do nosso grupo de pesquisa, mostrados na Tabela 1, 

proveniente de proteínas potencialmente antigênicas, de B. abortus selecionadas 

por meio de imuno-informática. 

 

Proteína Epítopo Sequência Número de aa 

WP_002963772.1
- 

AMP 
nuclesosidase 

1 
MASQGGPARGEPPQ 

 

14 

WP_002966098. 
1- 

DNA oxidative 
demethylase AlkB 

2 
YSPADPETGKPWPS 

15 

WP_002967038.1
- 

acetyl-CoA 
carboxylase 

carboxyltransferas
e 

3 
PANSDAPAPQKPDADSKAA 

 

19 

WP_002969270.1
- 

GumC family 
protein 

4 
VSDSKKSRSTEDQASPTPPWTPPASPRE 

 

28 

WP_002971921.1
- 

DNA translocase 
FtsK 

5 
TAPSPKPGPRAQRE 

 

14 

WP_002971921.1
- 

DNA translocase 
FtsK 

6 
EDEDDDEGGSGPAGTGNLEDSDDPYD 

27 

WP_002963456.1
- 

multidrug efflux 
RND transporter 

permease 

7 
PKKHEDETADTPETPGGTGGGI 

 

22 

WP_002966843.1
- 

3-deoxy-8-

8 
QQPGGQGGSTGG 

 

13 
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phosphooctulonat
e synthase 

WP_002966843.1
- 

3-deoxy-8-
phosphooctulonat

e synthase 

9 
EDPDNAPSDGPN 

 

12 

WP_002964226.1
- 

DNA gyrase 
subunit A 

10 
MNGGPNGGPSGI 

 

12 

 

Tabela 1 Epítopos selecionados via BepiPred 1.0 

 
4.1 Expressão e Purificação da Proteína Quimérica 

 

 A purificação da proteína quimérica expressa em E. coli foi avaliada através 

de SDS-PAGE. Na Figura 9, é possível identificar a banda purificada referente a 

proteína heteróloga purificada, comparada ao extrato proteico bacteriano total. 

Posteriormente, para validar a expressão e purificação da proteína quimérica, foi 

utilizado a técnica westen blot Figura 10. Na Figura 10 C e D respectivamente, é 

possível identificar a detecção da proteína quimérica por meio da marcação com o 

anticorpo anti-his tanto no extrato quanto na porção purificada, extrato da bactéria 

não transformada foi utilizado com controle negativo em B. Após confirmação da 

expressão e validação da purificação da proteína quimérica, foram realizados testes 

de ELISA para validar a funcionalidade da proteína. 
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                                                      A     B      C 

                                               
Figura 9 – Avaliação da purificação da proteína quimérica utilizando eletroforese de 

proteínas (SDS-PAGE) – A) Marcador de massa molecular, B) Extrato bruto da 

bactéria transformada com vetor contendo o gene codificador da proteína quimérica 

e C) Fração contendo a proteína quimérica purificada. 

 

                                                      A         B           C         D 

                 

Figura 10 – Confirmação da expressão da proteína quimérica em E. coli utilizando 

Western Blot – A) Marcador de massa molecular, B) Extrato total da bactéria não 

transformada, C) Extrato total da Bactéria transformada com vetor de expressão 

contendo o gene codificador da proteína quimérica e D) Fração purificada contendo 

a proteína quimérica. 

 

4.2 Análise de Sensibilidade e Especificidade da Proteína Quimérica no 

Diagnóstico de Animais Positivos para Brucelose Bovina. 
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 Para avaliar o potencial diagnóstico da proteína quimérica em relação à 

brucelose bovina, conduziu-se um ensaio de ELISA utilizando soros provenientes de 

animais infectados (grupo positivo), não infectados (grupo controle negativo) e soros 

de animais contaminados com os patógenos Leptospira spp, M. tuberculosis e T. 

vivax, a fim de investigar possíveis reações cruzadas (conforme Figura 11). 

Conforme evidenciado nas Figuras 11 e 12, a proteína quimérica desenvolvida 

demonstrou uma acurácia de apenas 50%, com baixa tendência a reações cruzadas 

com outros patógenos. No entanto, os resultados obtidos devem ser considerados 

inconclusivos, devido a algumas limitações da abordagem adotada. Em primeiro 

lugar, o tamanho da amostra utilizado para as análises não foi suficientemente 

robusto para proporcionar resultados estatisticamente significativos. Além disso, não 

houve uma comparação com testes de referência estabelecidos para avaliar a 

sensibilidade e especificidade do ensaio de ELISA. 

Os soros utilizados foram originários de um banco de soros de animais que 

estiveram tanto expostos à infecção quanto à vacinação com a vacina B19. Uma 

abordagem mais eficaz para avaliar o potencial diagnóstico da proteína quimérica 

neste estudo seria a utilização de soros mais cuidadosamente caracterizados, 

incluindo amostras verdadeiramente positivas e negativas, assim como amostras 

provenientes de animais de regiões endêmicas para a brucelose e áreas onde a 

doença é ausente. Isso permitiria uma quantidade adequada de amostras para 

garantir resultados estatisticamente significativos. 

Além disso, seria de interesse comparar a antigenicidade dos epítopos utilizados na 

construção da proteína quimérica. Estudos anteriores demonstraram que a utilização 

de múltiplas proteínas de membrana externa (OMPs) com diferentes pesos 

moleculares pode ser uma abordagem mais eficiente para a detecção de anticorpos 

em animais. Além disso, a utilização de um fragmento recombinante de 10 kDa (r10-

kDA-ELISA) da proteína B26 foi bem-sucedida em um teste de ELISA, 

demonstrando especificidade comparável aos testes AAT e SAL, sem reações 

cruzadas com a vacina B19.  

Portanto, é fundamental considerar cuidadosamente os epítopos 

selecionados e as proteínas de origem na construção da proteína quimérica, dado 

que proteínas de superfície, como as OMPs, têm demonstrado eficácia no 

diagnóstico da brucelose. Consequentemente, é recomendável conduzir um novo 
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experimento de ELISA utilizando uma nova coleção de soros para uma 

caracterização mais precisa da especificidade e sensibilidade da proteína testada 

neste estudo. Além disso, uma possível reformulação da quimérica poderá aumentar 

seu potencial no diagnóstico da brucelose bovina. 

 

 

Figura 11 – Teste de ELISA  

 

 

Figura 12 – Curva de Especificidade e Sensibilidade do Teste de ELISA 
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5. CONCLUSÕES 

 

A proteína investigada neste estudo, embora tenha demonstrado capacidade 

para identificar de maneira positiva anticorpos contra Brucella, não permitiu a 

determinação estatisticamente robusta da sensibilidade e especificidade necessárias 

para sua aplicação como ferramenta de diagnóstico sorológico da brucelose. 

Consequentemente, há uma necessidade premente de realizar uma nova iteração 

do experimento, fazendo uso de um número substancialmente maior de amostras, 

as quais devem ser criteriosamente caracterizadas. Esse enfoque visa a obtenção 

de resultados estatisticamente significativos, que serão então comparados com 

testes já estabelecidos, tais como o teste de aglutinação rápida em tubo (AAT) e o 

ensaio de soroaglutinação lenta (SAL), a fim de proporcionar uma avaliação mais 

precisa da especificidade, sensibilidade e outros parâmetros, como a acurácia da 

proteína quimérica em questão. 
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CAPÍTULO 2 – CONSTRUÇÃO E VALIDAÇÃO DO MODELO METABÓLICO EM 

ESCALA-GENÔMICA DE Brucella abortus E ANÁLISE in silico DE POTENCIAIS 
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