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Corynebacterium pseudotuberculosis é o agente causador da linfadenite caseosa (LC), uma doenga infecciosa,
granulomatosa, cronica e debilitante que acomete diversos animais, entre eles, caprinos, ovinos, bovinos, equinos,
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camelideos e, mais raramente, seres humanos. O grupo denominado CMNR, composto por bactérias dos géneros
Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus, esta envolvido em diversas patologias importantes, tanto
na medicina humana quanto na veterinaria. O foco dos estudos com o agente etiologico da LC tem sido em relagdo ao
diagndstico, epidemiologia, profilaxia, terapéutica e gendmica. Embora a doenca seja estudada desde o inicio do
século XX, de forma similar aquelas causadas por outras entidades bacterianas, o levantamento acerca dos
mecanismos patofisiolégicos e de evasdo deste agente sdo praticamente desconhecidos. Os fatores de viruléncia do
agente etiolégico da linfadenite caseosa sd0 pouco numerosos, mas 0 sequenciamento pioneiro do genoma de uma
cepa isolada de um paciente humano, C. pseudotuberculosis FRC41, permitiu a identificacdo e anotacdo de diversos
genes codificadores de proteinas cujas caracteristicas fisiol6gicas se ajustam a definicdo de fator de viruléncia. Em
Mycobacterium tuberculosis, a cinase PknG controla o metabolismo da glutamina, mas pode ser secretada dentro de
fagossomos de macrofagos, interferindo na maturagdo destas organelas. A mesma enzima existe em outros
representantes da subordem Corynebacterineae, incluindo Corynebacterium pseudotuberculosis outros antigenos ja
foram descritos e suas estdo aser elucidadas. Neste contexto, 0 objetivo desse trabalho foi realizar uma revisdo a cerca
dos fatores de viruléncia do C. pseudotuberculosis.

Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis; Fatores de viruléncia; Imunidade.

Abstract

Corynebacterium pseudotuberculosis is the causative agent of caseous lymphadenitis (CL), an infectious,
granulomatous, chronic and debilitating disease that affects several animals, including goats, sheep, cattle, horses,
camelids and, more rarely, humans. The group called CMNR, composed of bacteria of the genera Corynebacterium,
Mycobacterium, Nocardia and Rhodococcus, is involved in several important pathologies, both in human and
veterinary medicine. The focus of studies with the etiologic agent of CL has been in relation to diagnosis,
epidemiology, prophylaxis, therapy and genomics. Although the disease has been studied since the beginning of the
20th century, similarly to those caused by other bacterial entities, the survey about the pathophysiological and evasion
mechanisms of this agent are practically unknown. The virulence factors of the etiologic agent of caseous
lymphadenitis are few, but the pioneering sequencing of the genome of a strain isolated from a human patient,
Corynebacterium pseudotuberculosis FRC41, allowed the identification and annotation of several protein-coding
genes whose physiological characteristics fit definition of virulence factor. In Mycobacterium tuberculosis, PknG
kinase controls glutamine metabolism, but it can be secreted into macrophage phagosomes, interfering with the
maturation of these organelles. The same enzyme exists in other representatives of the suborder Corynebacterineae,
including C. pseudotuberculosis, other antigens have already been described and their are being elucidated. In this
context, the objective of this work was to carry out a review about the virulence factors of Corynebacterium
pseudotuberculosis.

Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis; Virulence factors; Immunity.

Resumen

Corynebacterium pseudotuberculosis es el agente causal de la linfadenitis caseosa (LC), una enfermedad infecciosa,
granulomatosa, crdnica y debilitante que afecta a varios animales, incluidos caprinos, ovinos, bovinos, equinos,
camélidos y, mas raramente, humanos. El grupo denominado CMNR, compuesto por bacterias de los géneros
Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia y Rhodococcus, esta involucrado en varias patologias importantes, tanto
en medicina humana como veterinaria. El enfoque de los estudios con el agente etioldgico de CL ha estado
relacionado con el diagnostico, la epidemiologia, la profilaxis, la terapia y la genémica. Aunque la enfermedad ha sido
estudiada desde principios del siglo XX, al igual que las causadas por otras entidades bacterianas, el estudio sobre la
fisiopatologia y los mecanismos de evasion de este agente son practicamente desconocidos. Los factores de virulencia
del agente etiol6gico de la linfadenitis caseosa son pocos, pero la secuenciacion pionera del genoma de una cepa
aislada de un paciente humano, C. pseudotuberculosis FRC41, permitié identificar y anotar varios genes codificadores
de proteinas cuyas caracteristicas fisiol6gicas coinciden con la definicién del factor de virulencia. En Mycobacterium
tuberculosis, la cinasa PknG controla el metabolismo de la glutamina, pero puede secretarse en fagosomas de
macrdfagos, lo que interfiere con la maduracion de estos organulos. La misma enzima existe en otros representantes
del suborden Corynebacterineae, incluido Corynebacterium pseudotuberculosis, ya se han descrito otros antigenos y
se estan dilucidando. En este contexto, el objetivo de este trabajo fue realizar una revision sobre los factores de
virulencia de C. pseudotuberculosis.

Palabras clave: Corynebacterium pseudotuberculosis; Factores de viruléncia; Inmunidad.

1. Introducéo
Corynebacterium pseudotuberculosis € o agente etiolégico da linfadenite caseosa, uma zoonose de ocorréncia

mundial (Dorella et al., 2006, Bastos et al., 2012) que acomete diversos animais domésticos. Exibe alta prevaléncia no Brasil,

especialmente nos rebanhos caprinos e ovinos do semiarido nordestino (Unanian et al., 1985).
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A linfadenite caseosa € uma doenga caracterizada pelo aparecimento de granulomas que evoluem para necrose
caseosa nos linfonodos superficiais e internos, bem como em algumas visceras, como pulmdes e figado (Arsenault et al., 2003;
Sa et al., 2021). O seu controle se baseia fundamentalmente na vacinagdo dos animais, procedimento infelizmente ainda néo
consolidado, e adocdo de medidas complementares concernentes a incorporagdo de novas unidades nos rebanhos, deteccéo
precoce de animais infectados, segregacdo, tratamento ou eliminacdo de animais doentes, além de cuidados especiais no
manuseio de rotina, (Guimardes et al., 2011; Windsor, 2011; Kumar et al., 2013).

Os componentes imunogénicos das vacinas comerciais mais eficazes sdo células vivas atenuadas de C.
pseudotuberculosis, que podem estar eventualmente misturadas com formas indcuas (toxoides) da fosfolipase D, principal
fator de viruléncia do C. pseudotuberculosis (Raynal, et al., 2018).

O sequenciamento pioneiro do genoma de C. pseudotuberculosis FRC41 (Trost et al., 2010 permitiu a identificacdo de
diversos genes muito envolvidos na viruléncia como, cpp (CP40), nanH (neuraminidase H), rpfA e rpfB (resuscitation-
promoting factors A e B), nor (6xido nitrico redutase) e dtsR2 (acetil-CoA carboxilase, subunidade beta, envolvida na
biossintese de acidos micdlicos) e spaC (proteina SpaC, componente de adesina). Além destes, destaca-se 0 gene sodC, que
ndo figura no elenco dos potenciais determinantes de viruléncia da cepa sequenciada FRC41, mas cuja proteina superdxido-

dismutase (SodC) é considerada fator de viruléncia por diversos pesquisadores (Tonello & Zornetta, 2012; Suo et al., 2012).

2. Desenvolvimento

O presente estudo foi delineado com o objetivo realizar uma revisdo da literatura acerca dos genes e fatores de
viruléncia de C. pseudotuberculosis em estudos empiricos publicados em periédicos. Trata-se de uma revisdo narrativa da
literatura, cuja busca foi efetuada nas bases de dados PubMed, Scielo. A pesquisa na literatura foi realizada em
2022, com uma estratégia livre, utilizando os termos “Corynebacterium pseudotuberculosis”, “fatores de
viruléncia”, “patogénse”, “Linfadenite caseosa”. Os critérios de inclusdo aplicados foram: artigos cientificos
publicados nos ultimos 40 anos, nos idiomas inglés, portugués e espanhol. Os seguintes critérios de exclusdo
foram usados: artigos que ndo estavam relacionados ao tema proposto e artigos repetidos. A pesquisa revelou
um total de 1115 artigos, sendo 716 no Pubmed e 691. Por fim, um total de 272 artigos foram selecionados de

acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo, com base no titulo e no resumo.

3. Fatores de Viruléncia de C. Pseudotuberculosis
3.1 Fosfolipase D

Corynebacterium pseudotuberculosis secreta uma toxina denominada fosfolipase D, com funcédo de esfingomielinase.
A esfingomielina esta presente em membranas celulares e, sob acdo da fosfolipase D é clivada em colina livre e ceramida-
fosfato, que permanece lidada @ membrana (Carne & Onon, 1978). Esta exotoxina apresenta atividade hemolitica sinérgica
com as enzimas colesterol-oxidase e fosfolipase C de Rhodococcus equi (Songer, 1997) e inibe o efeito hemolitico da B-
hemolisina elaborada por Staphylococcus aureus (Songer et al., 1988).

A letalidade da toxina foi demonstrada em ruminantes por injecdo parenteral (HSU & RENSHAW, 1985). A atividade
da fosfolipase D esta relacionada com a toxicidade observada em camundongos, atribuindo-se a toxina a necrose apos injecao
intradérmica (Goel & Singh, 1972), a formagdo de vesiculas (Brogden et al., 1990), a inibicdo da migracdo e morte de
neutréfilos (Yozwiak & Songer, 1993), assim como a aderéncia e inducdo de alteracbes na membrana de eritrécitos (Brogden

et al., 1990). Devido a seu papel critico na viruléncia e sua capacidade de funcionar como imundégeno protetor em diversas
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espécies de animais, a fosfolipase D foi alvo de muitos estudos objetivando sua modificacdo para uso em vacinas e
imunodiagndstico (calderon et al., 2022). Em 1990, Hodgson e colaboradores e Songer e colaboradores clonaram e
expressaram o gene da fosfolipase D (pld) em Escherichia coli. Em ambos os casos, a proteina foi expressa e a analise da
mesma confirmou o valor do peso molecular, avaliado em trabalhos anteriores em cerca de 31-32 kDa.

Hodgson e colaboradores (1990) obtiveram um mutante de C. pseudotuberculosis com delecdo do gene pld, a que
denominaram Toxminus. Esta cepa foi usada para vacinar ovelhas por via subcutanea e os animais exibiram intensa resposta
imune, tanto humoral como celular. A baixa capacidade dos animais de resistir a desafios posteriores com bactérias virulentas,
mostrou que outros antigenos, diferentes da fosfolipase D, sdo importantes na resposta imune (Walker et al., 1994). Além
disso, a observacdo de que as bactérias Toxminus ndo foram detectadas em ganglios internos estudados a necropsia apos 8
semanas, indica que a presenca da fosfolipase D é essencial para a persisténcia do patégeno nos tecidos do hospedeiro. Na
tentativa de obter uma vacina que pudesse ser usada oralmente em dose Unica, transformaram a cepa Toxminus com um
plasmidio (pTB253) contendo o gene mutante descrito anteriormente por Haynes e colaboradores (1992). Os pesquisadores
observaram que a cepa transformada apresentou intensa diminuicdo da capacidade de secretar a proteina mutante, conforme
dados obtidos com a técnica western blotting. Além disso, verificaram que animais vacinados oralmente com a cepa Toxminus
ndo transformada apresentaram niveis muito baixos de prote¢do, em contraposicdo aqueles vacinados com esta mesma cepa
por via subcutinea, e que o grupo de animais vacinados com Toxminus contendo o plasmidio pTB253 ndo exibiu resposta
imune humoral satisfatoria.

Tachedjian e colaboradores (1995), estudando muta¢des no suposto centro catalitico e no dominio de ligacéo a ion
metalico da enzima, constataram que as substituicGes de aminoécidos nestes locais levaram a intensa reducdo na secre¢do da
toxina (apenas 40% em relacéo a versao selvagem). Em 1999 Hodgson e colaboradores voltaram a estratégia de vacinagao de
ovelhas com fosfolipase D inativada, desta vez com uma substitui¢do de histidina na posi¢éo 20 por serina. Sob desafio com C.
pseudotuberculosis, o indice de protecdo foi de apenas 44%, comparado aos 95% obtidos com o toxoide cléssico inativado
com formalina (Hodgson et al., 1990).

A aplicacdo de vacina de DNA em ovinos foi descrita pela primeira vez por De Rose e colaboradores (2002). Os
pesquisadores inocularam por via intramuscular (IM) um plasmidio contendo uma forma atenuada do gene pld em fusdo com o
dominio Ig de CTLA-4. Sob desafio com o patégeno, apenas 45% dos animais exibiram protecdo e a inoculagdo do mesmo
produto por via subcutanea foi associada a indices despreziveis de imunidade. Adicionalmente, foi observado que os animais
imunes e vacinados por via IM apresentaram concentragdes séricas mais elevadas de 1gG2 do que os ndo imunes, sugerindo
uma resposta Th1 simile nos primeiros (DE ROSE et al., 2002).

Fontaine et al. (2006) produziram, a partir de uma cepa virulenta de C. pseudotuberculosis isolada no Reino Unido,
trés produtos vacinais: uma molécula recombinante da fosfolipase D, uma bacterina obtida por tratamento da cepa com
formalina e a bacterina suplementada com o toxoide recombinante. O estudo sobre a imunizacao de ovinos com os trés tipos de
antigenos relata protecdo absoluta com a vacina mista (mediante desafio experimental com a cepa homéloga), além de salientar

a erradicacdo das bactérias patogénicas em todos os animais vacinados com a mesma.

3.2 Serina-protease de 40 kDa ou CP40

Serina-proteases fazem parte de um subgrupo da familia das proteases e estdo associadas a varios processos
fisioldgicos, tais como a coagulacdo do sangue, ativagdo do sistema complemento, degradacdo molecular, morte e cicatrizagao
de tecido (Neurath, 1989), e sdo também envolvidas em ac¢Bes prd-inflamatérias, principalmente por participarem da regulacéo

de enzimas inflamatérias especificas (Safavi & Rostami, 2012).
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Em 1994, Walker e colaboradores identificaram uma proteina de 40 kDa que apresentou poder protetor importante em
ovelhas inoculadas com duas doses de 100 pg adsorvida em hidroxido de aluminio. A analise dos resultados de western
blotting mostrou que o soro dos animais vacinados continha anticorpos que reconheceram apenas o antigeno de 40 kDa. Em
1995, Wilson, Brandon e Walker clonaram e sequenciaram o gene da referida proteina, caracterizando um produto de 379
aminoacidos que apresentou atividade proteolitica e inativacdo por inibidores especificos de serina proteases. Os pesquisadores
propuseram o nome CP40 para designar esta serina-protease de C. pseudotuberculosis. A proteina CP40 é naturalmente
secretada em culturas liquidas (Walker et al., 1994; Wilson et al., 1995). No primeiro sequenciamento do genoma de C.
pseudotuberculosis, Trost e colaboradores (2010) designaram o gene codificador da CP40 com a sigla cpp.

Droppa e colaboradores (2016) também observou a expressao desta molécula e relatou uma significativa capacidade
de induzir a producéo de anticorpos dependentes tanto de um estimulo Th1 como de Th2 em camundongos Balb/c e C57BL/6,
relatou. E possivel que esta enzima extracelular contribua para a viruléncia por causa de sua acdo proteolitica (Trost et al.,
2010), mas a atividade enzimatica da CP40 ndo foi detectada em sobrenadantes de culturas e sua fungdo in vivo ndo é
conhecida (Wilson et al., 1995). Calderon e colaboradores (2022) e Barral e colaboradores (2019) evidenciaram um bom

potencial na utilizacdo da CP40 em teste imunodiagnostico.

3.3 Neuraminidases bacterianas

Neuraminidases ou sialidases (EC 3.2.1.18) sdo glicosidio-hidrolases que removem residuos de acido N-
acetilneuraminico (NANA) de substratos diversos, tais como mucinas, glicoproteinas, gangliosidios e alguns homopolimeros
de NANA bacterianos (Arden et al., 1972). Tém sido apontadas como fatores de viruléncia de diversas espécies de bactérias
destacando-se no género Corynebacterium: C. diphtheriae (Kim et al., 2010), C. ulcerans (Trost et al., 2011) e C.
pseudotuberculosis (Trost et al., 2010). Algumas bactérias secretam a enzima, como micoplasmas (Bercic et al., 2008; May &
Brown, 2009) e vibrios (Gennari et al., 2012), enquanto outras a apresentam ligada a sua superficie, como Corynebacterium
diphtheriae (Kim et al., 2010).

Com base no tamanho, as neuraminidases bacterianas sdo divididas em dois grupos: as de pequeno tamanho, como as
enzimas de Salmonella spp e Clostridium perfringens, com pesos moleculares em torno de 40 kDa, e as de grande tamanho,
como as enzimas de Clostridium tertium e Vibrio cholerae, com pesos moleculares acima de 80 kDa. As neuraminidases de
peso molecular mais elevado possuem dominios adicionais ligados ao dominio catalitico (Mizan et al., 2000).

A contribuicdo das neuraminidases para a patogénese bacteriana € varidvel. As sialidases podem ser usadas para transferir
residuos de &cidos sialicos de sialoglicanos para moléculas aceptoras, por transglicosilagdo. Desta forma, alguns patégenos
apresentam na sua superficie acidos sialicos (Kim et al., 2010), geralmente com o propdsito de escapar dos mecanismos
imunes do hospedeiro. Uma espiroqueta da cavidade oral envolvida na patogenia da doenca periodontal, Treponema denticola,
apresenta uma neuraminidase ligada & sua membrana celular capaz de remover &cidos sidlicos de sialoproteinas séricas
humanas, usando-os tanto para sua nutricdo como para evitar a deposicdo de complexos de ataque a membrana (MAC)
derivados da ativacéo do sistema complemento (Kurniyati et al., 2013).

Paton e colaboradores (1993) sugeriram que as sialidases NanA e NanB de Streptococcus pneumoniae poderiam remover
residuos de &cidos sidlicos de mucinas e glicanos da superficie do epitélio mucoso do hospedeiro expondo, desta forma,
receptores celulares para adesdo da bactéria. Em concordancia com essa hipotese, Tong e colaboradores (2005) observaram,
utilizando um modelo experimental de otite média em chinchilas, que cepas de pneumococos deficientes em NanA foram
significativamente menos capazes de promover a colonizagdo e persistirem na nasofaringe e ouvido médio dos animais.

As neuraminidases bacterianas também sdo usadas para remover residuos de &cidos sialicos de moléculas sialiladas do

hospedeiro, com a subsequente utilizacdo dos mesmos na sua nutricdo (Stafford et al., 2012; Kurniyati et al., 2013). Funcbes
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adicionais destas enzimas sdo a participacdo na formacdo de biofilmes (Li et al., 2012) e modulacdo do sistema imune do
hospedeiro vertebrado (Lewis & Lewis, 2012; Kurniyati et al., 2013).

3.4 Superoxido-dismutase C (SODC ou Cu/Zn-SOD)

Superoxido dismutases (EC 1.15.1.1) sdo 6xido-redutases que catalisam a reacdo do ion superéxido Oz~ com ions H*,
gerando oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio conforme a reacdo: 2 O, ~ + 2 H* — Oz + H,0,. Estas enzimas sao
amplamente distribuidas em eucariotas e procariotas, funcionando para proteger as células de ions superdxido. Este ion faz
parte do grupo das espécies quimicas altamente reativas derivadas do oxigénio, designadas ROS (reactive oxigen species),
resultantes do modo de vida aer6bio ou do surto respiratdrio que se segue a fagocitose de patdgenos bacterianos (dahr, gupta &
virdi, 2013).

As superoxido dismutases usam diferentes cofatores metalicos para executar a reacdo de Oxido-reducdo e, em funcéo
deles, sdo classificadas da seguinte maneira: (i) SodA, as que usam manganés como cofator metéalico (Mn-SOD); (ii) SodB, as
que usam ferro como cofator (Fe-SOD); (iii) SodC, as que requerem cobre ou zinco como cofator (Cu/Zn-SOD) e (iv) SodN,
as que usam niquel como cofator (Ni-SOD) (dahr, gupta & virdi, 2013). As SodA e SodB sdo geralmente encontradas no
citoplasma das bactérias, ao passo que as Sod) sdo encontradas no espago periplasméatico ou estdo ancoradas por meio de
lipidios na membrana celular (Dun et al., 2003).

Beaman e colaboradores (1983) estudaram uma superéxido dismutase tetramérica com 100 kDa secretada pela bactéria
gram-positiva Nocardia asteroides. Em 1990 foi demonstrado que a enzima esta ligada a superficie do microrganismo, atuando
como antagonista dos efeitos antimicrobianos dos ions superéxido gerados pelo surto respiratério de leucécitos. (Beaman &
Beaman, 1990). Cepas de Salmonella choleraesuis com dele¢des de sodC1 e sodC2 apresentaram dramética sensibilidade a
presenca simultanea de ions superéxido e 6xido nitrico in vitro (Sansone et al., 2002). No entanto, Beaman e colaboradores
(1985) consideraram que a resisténcia de Nocardia asteroides aos neutrdfilos humanos foi devida, a0 menos em parte, a uma
superoxido dismutase ndo classificada. SodC também é encontrada em Mycobacterium tuberculosis (Wu et al., 1998; D’orazio
et al., 2001; Rowland & Niederweis, 2012) e em bacilos gram-positivos como, por exemplo, Corynebacterium
pseudotuberculosis e Corynebacterium ulcerans (Trost et al., 2010, 2012).

C. pseudotuberculosis contém uma SodA citoplasmatica e uma SodC, cujas caracteristicas estruturais indicam sua ligacdo
a membrana celular. Embora se conhega 0 mecanismo de acdo das Cu/Zn superdxido dismutases, ndo esta esclarecido o papel
que SodC pode desempenhar na patogenia desta bactéria.

3.5 Adesina SpaC

Os pelos adesivos de C. pseudotuberculosis FRC41 consistem de subunidades de: pilinas principais (SpaA, SpaD), pilinas
secundarias (SpaB, SpaE) e proteinas nas extremidades (SpaC e SpaF), caracterizadas por motivos proteicos conservados
(Trost et al., 2010). Dorella et al. (2006), usando a ferramenta TnFuZ desenvolvida por Gibson & Caparon (2002), detectaram
34 mutantes de inser¢do em genes codificadores de pelos e subunidades transportadoras, sugerindo que no minimo um pelo do
tipo SpaABC é expressado em C. pseudotuberculosis (trost et al., 2010). Os pelos aderentes de C. diphtheriae sdo
covalentemente ligados & parede celular e podem mediar a adesdo da bactéria a tecidos humanos. E possivel que os pelos de C.
pseudotuberculosis tenham um papel semelhante em seu hospedeiro animal. No momento, ndo ha trabalhos relatando a

expressdo do gene in vivo, nem comparando sua expressao in vitro com aquela observada no abscesso do animal.
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3.6 Proteinas cinases bacterianas — PKNG

E grande o nimero de proteinas cinases em cada espécie de organismo (Bullen et al., 2014; Moore & Gozani, 2014).
O genoma humano, por exemplo, contém mais de 500 genes codificadores destas enzimas e eles representam cerca de 2% de
todos os genes da espécie (Manning & Whyte, 2002). Os procariotas utilizam a fosforilagdo proteica reversivel como
mecanismo primario de transducdo de sinais, para mediar tanto a expressdo génica, como o funcionamento das proteinas
envolvidas no crescimento e divisdo celulares, metabolismo, diferenciacdo e adaptacdo a diversas condi¢fes ambientais
(Burnside & Rajagopal, 2011; Ruggiero & De Simone, 2012). Além disso, muitas proteinas procaridticas fosforilaveis tém
sido associadas a viruléncia, devido a sua acdo em diversos substratos da célula hospedeira (Whitmore & Lamont, 2012;
Canova & Molle, 2014; Fujita et al., 2014).

Embora se tenha pensado que a fosforilacdo proteica em bactérias estivesse associada apenas aos SDCs e aos sistemas
de fosfotransferase, os avancos da Biologia Molecular dos dltimos anos revelaram a existéncia de um grande ndmero de serina-
treonina cinases (e respectivas fosfatases) em procariotas (Burnside & Rajagopal, 2011). Essas enzimas sdo muito semelhantes
as encontradas em eucariotas e designadas com as siglas STK ou STPK (Serine-Threonine Kinase ou Serine-Threonine Protein
Kinase) e STP (Serine-Threonine Phosphatase), além das notagdes eSTK e eSTP, nas quais a letra e significa eucariota-simile
(eukaryote-like) (Pereira, Goss E Dworkin, 2011). A disponibilidade de muitos genomas procariéticos sequenciados levou a
rapida identificagcdo de padrdes estruturais caracteristicos dessas cinases (Krupa & Srinivasan 2005; Pérez & Castafieda-Garcia,
2008). O nuimero de STPK continua crescendo e estas enzimas sdo agora consideradas ubiquas. Também ficou claro que os
procariotas exibem notavel diversidade de vias de transducéo de sinais (Kennelly, 2002; Galperin et al., 2010).

A descoberta de sistemas de sinalizacdo semelhantes aos de eucariotas em microrganismos patogénicos despertou
grande interesse na compreensdo de seu funcionamento. Isto se deve parcialmente ao fato de que as proteinas cinases
eucarioticas sdo no momento o maior grupo de alvos para o desenvolvimento de drogas inibidoras, perdendo apenas para 0s
receptores acoplados as proteinas G (Bogoyevitch, Barr & Kettermann, 2005; Cheng & Force, 2010). Estudos sobre a estrutura
e fisiologia das STPKs e STPs de patégenos humanos ganharam relevancia devido a perspectiva de que essas enzimas possam

ser usadas como alvos para acdo de novas estratégias antibacterianas (Burnside & Rajagopal, 2011).

3.6.1 Estrutura das serina-treonina cinases bacterianas

A fosforilagdo proteica em residuos de serina, treonina ou tirosina foi inicialmente descrita em eucariotas. Apds 0s
estudos iniciais, a relevancia funcional destas modificacdes tornou-se evidente ao se perceber que a fosforilagdo € um
mecanismo-chave de regulacdo da atividade proteica e, por extensdo, do controle das fungdes celulares (Pereira, Goss &
Dworkin, 2011).

As enzimas procaridticas STPK (cinases) e STP (fosfatases) lembram as moléculas eucaridticas ja que exibem identidade
de sequéncia em torno de 35%. Em geral, as bactérias apresentam apenas uma cépia de cada um dos genes que codificam
determinada cinase e sua fosfatase cognata. Esses genes fazem parte do mesmo operon e sdo transcritos conjuntamente. A
maioria das STPK procari6ticas consiste em proteinas associadas a membrana celular, enquanto as fosfatases cognatas séo
encontradas no citoplasma. O centro catalitico das STPK de membrana esta na por¢do aminoterminal da enzima, o que prediz
uma localizacéo intracelular (Burnside & Rajagopal, 2011).

As serina-treonina e tirosina cinases fazem parte de uma superfamilia de proteinas, com base na homologia das
sequéncias dos dominios proteicos (Hunter & Hanks, 1995). As cinases sdo interruptores moleculares que s6 podem existir no
estado inativo ou ativo (Huse & Kuriyan, 2002). A transicdo para o estado ativado depende de diversos sinais, incluindo a
ligacéo de efetores alostéricos, localizagdo celular e interagdo com outras proteinas. Tanto a hélice aC aminoterminal, quanto a

alca que faz parte do segmento de ativagdo passam por extensas alteracfes conformacionais, indispensaveis para esta transicéo.
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O segmento de ativacdo é a regido situada entre os motivos DEG e APE (Nolen, Taylor & Ghosh, 2005) e inclui o trecho que
se liga a magnésio, a al¢a de ativacao e a alga P+1 (critica para o contato como substrato). A alga de ativacao esta envolvida na
discriminacdo de substratos, sendo a parte mais variavel do segmento de ativacdo. Muitas cinases séo ativadas por fosforilacao
de pelo menos um residuo de serina (ou treonina) na alca de ativagdo, tanto por autofosforilagdo como por transfosforilagdo
dependente de outra cinase. Esta reacdo produz diversas modificacdes estruturais que conduzem a efetiva ligacdo do substrato
e a catalise (Huse & Kuriyan, 2002; Nolen, Taylor & Ghosh, 2005). Outro componente importante da cinase é a al¢a P, que
interage com os fosfatos beta e gama do ATP e tem um papel decisivo na transferéncia de fosforila e troca de ADP por novo
ATP.

Considerando que o segmento extracelular das cinases bacterianas apresenta bastante variabilidade na sequéncia de
aminoéacidos e os patégenos exibem grande diversidade de nichos ecoldgicos, é provavel que diferentes ligantes interajam com
essas enzimas. A efetiva ativacdo das cinases de membrana celular parece depender da formacao de dimeros moleculares ap6s

a ligacdo dos dominios extracelulares com seus substratos naturais (Greenstein, 2007; Barthe et al., 2010).

3.6.2 Papel de serina-treonina bacterianas na viruléncia bacteriana

Diversas serina-treonina cinases (STPK) tém papel importante na viruléncia bacteriana. Streptococcus agalactiae pode
causar doencas invasivas em recém-nascidos, diabéticos, individuos imunodeficientes e em adultos idosos. No entanto, a
bactéria vive como comensal na mucosa genital e no trato digestivo de mulheres saudaveis (Doran & Nizet, 2004). Por causa
da transicdo da forma comensal para a forma invasiva, a regulacdo da expressdo génica em resposta a drasticas variacoes
ambientais € critica para a adaptacdo do microrganismo e os sistemas de sinaliza¢do sdo decisivos no processo adaptativo. S.
agalactiae disp8e de 20 SDC e uma Unica STPK (Stk1) com a respectiva fosfatase (Stpl) (Lin, et al., 2009). Embora 17 dos 20
SDC sejam bem conservados na bactéria, o papel de apenas quatro destes sistemas tem sido descrito na regulacdo génica
(DItR/DItS, CovR/Covs, RfgA/RfgC e CiaR/CiaH).

As enzimas PknB e PppL (fosfatase) contribuem para a viruléncia e o estado de competéncia de Streptococcus mutans, a
mais importante bactéria cariogénica. Sua viruléncia tem sido atribuida a versatilidade de adaptacdo a condi¢fes ambientais
hostis e subsisténcia em biofilmes contendo diferentes espécies microbianas na superficie dos dentes (Hussain, 2006; Banu,
2010; Zhu & Kreth, 2010). Cepas deficientes na expressdo de PknB tém menor capacidade de formar biofilme, aumento da
suscetibilidade ao estresse oxidativo ou osmético, menor taxa de crescimento em pH 5,0 e menor capacidade de sofrer
transformacéo (Hussain, Branny & Allan, 2006; Banu et al., 2010; Zhu & Kreth, 2010). Mutantes deficientes na producdo da
fosfatase PppL exibiram diminuicdo de 20% na capacidade de colonizagdo em modelos de carie murina, indicando que a
cinase e sua fosfatase cognata regulam positivamente tanto o crescimento como a viruléncia de Streptococcus mutans.

As funcdes fisioldgicas das STP sdo bem menos compreendidas do que aquelas das STPK. A dele¢do de SP-STP e PhpP
em S. pyogenes e S. pneumoniae, respectivamente, produz mutantes inviaveis, salientando o papel destas enzimas na fisiologia
bacteriana (Osaki et al., 2009). Considerando que as STPK regulam a divisdo celular e a sintese do peptidioglicano em
micobactérias, corinebactérias e estreptomicetos, é natural que as dele¢des de fosfatases conduzam a aberragdes morfoldgicas.
A delecdo dos genes que codificam fosfatases em Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans gera mutantes com defeitos
diversos do peptidioglicano (Banu et al., 2010; Beltramini, Mukhopadhyay & Pancholi, 2009). Em Myxococcus xanthus, a
delecdo de Pphl provoca alteragdes no crescimento, espalhamento e formagéo dos esporos (Sickmann & Meyer, 2001) e, em
Bacillus subtilis, a dele¢do de PrpC gera mutantes com defeitos na producdo de esporos e formacao de biofilme (Madec et al.,
2002).

Embora Corynebacterium pseudotuberculosis apresente um gene codificador de uma PknG, ainda ndo se sabe qual é o

seu papel na fisiologia deste patdgeno. Além disso, o eventual achado de uma substancia bloqueadora de PknG teria um papel
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limitado no controle da linfadenite caseosa em nosso meio. Isto se deve ao fato de que nos animais claramente doentes
(portadores de abscessos visiveis) € bem provavel que um inibidor enzimatico tenha pouco sucesso na cura e também a
dificuldade inerente ao diagndstico de animais infectados, mas sem lesdes aparentes. Tanto a enzima fosfolipase D como a
cinase PknG expressam-se constitutivamente em Corynebacterium pseudotuberculosis e, por esta razdo, o uso da segunda
poderia ser vantajoso como antigeno auxiliar em vacinacao.

4. Consideracdes Finais

Os genes pknG, cpp, nanH, pld, sodC e spaC de Corynebacterium pseudotuberculosis sdo transcritos nas culturas
laboratoriais rotineiras da bactéria, em macréfagos cultivados in vitro e os 5 dltimos em abscessos superficiais de caprinos. Em
Corynebacterium glutamicum, o gene pknG estd envolvido no controle da atividade da proteina Odhl (influenciando o
metabolismo da glutamina) e seu homélogo em Mycobacterium tuberculosis também executa uma funcdo provavelmente
semelhante.

Investigagdes preliminares geram muitas perguntas referente a cinase PknG de Corynebacterium pseudotuberculosis,
no que se refere a fisiologia e eventual papel na viruléncia do microrganismo.

Por fim, as cinases bacterianas sdo objeto de intensa investigacdo visando encontrar inibidores de sua acéo.
Acreditamos que drogas com esta propriedade seriam mais Uteis se aplicadas bem antes da consolidacéo de abscessos, ou seja,
na fase em que a doenca € inaparente. Esta necessidade introduz um complicador, que é o diagnéstico de animais
aparentemente sadios mas infectados e, assim, escolhidos para aplicacdo da droga. Estes fatos ressaltam a importancia da busca
de novas vacinas e a escolha dos antigenos mais eficientes, a nosso ver, passa pela pesquisa dos reais fatores de viruléncia do
C. pseudotuberculosis.
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