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1 INTRODUCAO

A Linfadenite  Caseosa (LC), causada por Corynebacterium
pseudotuberculosis, € uma enfermidade crdnica que causa patologias severas e
acomete ovinos e caprinos em todo o mundo, especialmente em regides tropicais e
subtropicais, ocasionando grandes perdas econémicas (Pekelder et al., 2000). A LC
€ também conhecida por “Mal do Caroc¢o” ou “Falsa Tuberculose” (Veschi et. al.,
2005) e tem por agente etioldogico a bactéria Gram positiva, ndo esporulada,
aerobica facultativa e parasita intracelular facultativa de macrofagos (Anderson et al.,
2005).

E uma doenca de facil transmissao, ja que a introducdo de animais infectados
compromete um rebanho sadio (Pekelder et. al., 2000; Sobrinho et al., 2001). O
tratamento da LC por meio de vacinas inativas/mortas apresenta elevado custo e
ndo possui resultados satisfatorios, uma vez que o agente bacteriano age dentro da
célula (Barakat et. al., 1974; Bladen et. al., 1969). Todavia, as vacinas
recombinantes sdo uma alternativa para uma imunoprote¢cdo mais eficaz, pois usam
somente os fragmentos antigénicos de um microrganismo o que melhor estimulam
em uma resposta imune, possibilitando assim, em menor risco, producdo em larga
escala e custo menor de producgao (Burrel et al., 1983).

A ovinocaprinocultura no Brasil possui grande importancia nas areas social e
econbmica, ja que é tradicionalmente destinada a producdo de 1&, seguida pela
producéo de carne (Seyffert et. al., 2009). Apesar da importancia deste rebanho para
a regido sul do pais, ainda ndo existe uma vacina nacional que seja eficaz contra
LC. Desta maneira, se torna necessaria a busca pelo desenvolvimento de medidas
profilaticas que visam o controle efetivo desta enfermidade. Mediante a este
problema, um dos nossos objetivos foi a utilizacdo do gene Cp1002_0369, o qual
codifica para uma provavel lipase (CP1002_0369) potencialmente antigénica, com o
propdsito de serem utilizadas no desenvolvimento de vacinas recombinantes.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Para a construcdo do vetor de expressdao em Escherichia coli o gene
Cp1002_0369 de C. pseudotuberculosis serd amplificado por PCR utilizando os
primers F5 CGGGGATCC CAGCCAGTGCTTCAGGTC e R5 CCCAAG
CTTTTATTTTTGTACCGCTTGCTC. O gene foi digerido com as enzimas BamHI e
Hindlll e, posteriormente, ligado ao vetor pAE e digerido com as mesmas enzimas
com o auxilio da enzima T4 DNA ligase. O produto da ligacdo foi transformado por
eletroporacdo em células de E. coli Topl0. Os clones recombinantes foram
caracterizados enzimaticamente e foi realizado sequenciamento de DNA.
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Um clone recombinante - pAE/Cp1002_0369 - foi utilizado para a transformacéo
da cepa de expresséo E. coli BL21 Star. A deteccdo da expressao da proteina, bem
como sua pureza, foi observada através de um SDS-PAGE e por Western Blot
utilizando o anticorpo monoclonal anti-6Xhistag (Sigma). A purificacdo sera
realizada por cromatografia de afinidade em coluna de sepharose (HisTrap™),
carregada com niquel.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um fragmento de 900pb, correspondente ao gene Cpl002_0369 foi
amplificado por PCR (Fig. 01) e ligado ao vetor de expressao pAE - pAE/0369. Foi
realizado o sequenciamento de DNA e este foi caracterizado enzimaticamente.

Figura 01: Eletroforese em gel de agarose 1% do produto
da PCR. (1) Marcador de peso molecular 1Kb plus
(Invitrogen). (2): Gene Cp1002_0369.

A Expressdo da proteina recombinante r0369 foi verificada em diferentes
testes de expresséao de E. coli como pLysS, Star e RIL, através de SDS-PAGE e de
Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-hiséxtag (Fig. 02). Como pode ser
observado na figura abaixo, a proteina foi expressa e a identidade foi confirmada
pela reacdo positiva com o anticorpo monoclonal anti-his6Xtag, jA que a cauda de
histidina e a proteina recombinante foram expressas. Verificou-se ainda por meio do
teste de solubilidade que a proteina é expressa na fracdo insollvel, portanto, esta
deve ser purificada utilizando agentes desnaturantes nos tampdes de purificagdo. A
proteina purificada sera utilizada para a imunizagdo de camundongos com a
finalidade de avaliar o seu potencial de protecéo.

Bactérias atenuadas ou inativadas, ou frac6es contendo antigenos da parede
da bactéria ou do sobrenadante de cultura bacteriana e ainda uma mistura de
componentes celulares e sobrenadante podem ser usados como vacinas para LC
(Dorella et al., 2009), contudo, estas preparacdes apresentaram niveis de protecao e
de severidade das lesdes variaveis e pouco eficientes. Vacinas DNA também ja
foram utilizadas (Babiuk et al., 2000). A proteina 0369 € uma lipase descrita com
potencial antigénico através de analises com soros de animais positivos para LC,
portanto, € um bom alvo para o desenvolvimento de uma vacina para esta doenca.
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Figura 02: Western blotting da expressédo da proteina recombinante 0369r expressa na cepa E. coli
RIL. (1): E. coli RIL transformada com o vetor pAE/0369, (2) Controle Negativo, cepa de E. coli RIL
nao transformada controle, (3): LipL32 recombinante purificada.

4 CONCLUSAO

A proteina 0369r foi expressa com éxito na cepa de E. coli RIL, e esta sera
purificada, e posteriormente, utilizada para imunizacdo de camundongos, com a
finalidade de avaliar o potencial imunogénico desta vacina de subunidade
recombinante para o controle da linfadenite caseosa.
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