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1 INTRODUCAO

A Linfadenite Caseosa (LC) é causada por Corynebacterium
pseudotuberculosis, que é uma bactéria gram positiva ndo esporulada, sendo esse
microorganismo resistente a dessecacdo por um longo periodo e permanecendo
vivo na carne congelada, nas fezes, pele, solo, intestino e também em visceras
contaminadas (ANDERSON, 2005). E uma doenca infecto-contagiosa que acomete
caprinos e ovinos, ocasionado grandes perdas econ6micas devido a sua alta
incidéncia, especialmente em regides tropicais e subtropicais (SOBRINHO et al.,
2001); essa doenca causa a condenacao da carcaca dos animais, a perda da pele
ocasionada pelos iniumeros abscessos e também pode gerar a morte do animal
acometido (DORELLA, MEYER et al., 2002). E endémica no Brasil e possui uma
prevaléncia proxima de 30% (VESCHI, 2005). Trata-se de uma doenca de facil
contagio, basta apenas a presenca de animais infectados em um rebanho sadio,
para que aja a contaminacao (SOBRINHO, 2001). O tratamento com antibiéticos ndo
€ recomendado devido ao seu alto custo, pois o pode durar ate meses; esses
medicamentos também ndo possuem a capacidade de atravessar a capsula desses
abcessos, tornando-se praticamente impossivel erradicar a doenca (ALVES, 1997).

As vacinas mortas ndo apresentam resultados satisfatérios no controle
para esta doenca, uma vez que o agente bacteriano age dentro da célula. Além
disso, as vacinas existentes apresentam imunidade humoral e celular
separadamente, o que diminui sua eficécia.

As vacinas de subunidades recombinantes sdo uma alternativa para uma
imunoprotecao mais eficaz, ja que oferecem tanto imunidade humoral quanto celular,
0 que acarreta em uma maior protecdo sdo de baixo custo de producdo, ndo
oferecem riscos e podem ser produzidas em maior escala. Uma vacina de DNA
contra LC ja foi testadas, porém com resultado pouco satisfatério (COSTA et. al.,
2011). Com o sequenciamento do genoma de C. pseutuberculosis, possibilitou a
identificacdo de novos alvos para uso em vacinas recombinantes (SILVA, et al.,
2011). Assim, o objetivo deste trabalho foi a constru¢cdo de vacinas de subunidade
recombinantes para o controle da LC utlizando os genes Cpl002_ 0369,
Cpl002_1802 e Cpl002_1957 de C. pseutuberculosis.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Para a construcdo do vetor de expressdo em Escherichia coli os genes
Cp1002_0369, Cpl002 1802 e Cpl002_ 1957 de C. pseudotuberculosis foram
amplificados por PCR utilizando os  primers F5° CGGGGATCC
CAGCCAGTGCTTCAGGTC e R5 CCCAAG CTTTTATTTTTGTACCGCTTGCTC,
F5 CGC GGA TCC ATTCCCTATACCGACCCAGA e RS GGC GAATTC
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TCACGTGACGTCCGCG e F5: CGC GGA TCC GGGCCTCGCGACTGG 3 R¥%
CCG GAATTC TTACCAGGCGTTCATAACGT 3’ respectivamente. Os genes foram
digeridos com as enzimas BamHI e Hindlll (1802 e 1957) e BamHI e EcoRI (0369),
posteriormente, ligados ao vetor pAE e digerido com as mesmas enzimas com 0
auxilio da enzima T4 DNA ligase. O produto das ligacdes foram transformados por
eletroporacdo em células de E. coli Topl0. Os clones recombinantes foram
caracterizados enzimaticamente e foi realizado sequenciamento de DNA.

Os clones recombinantes (pAE/Cpl002_0369, pAE/Cpl1002_1802 e
PAE/Cp1002_1957) foram utilizados para a transformacéo da cepa de expressao E.
coli BL21 Star. A deteccdo da expressao das proteinas, bem como sua pureza,
foram observadas através de SDS-PAGE e por Western Blot utilizando o anticorpo
monoclonal anti-6Xhistag (Sigma). A purificacdo foi realizada por cromatografia de
afinidade em coluna de sepharose (HisTrap™), carregada com niquel.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um fragmento de 900 pb, de 1038 pb e 933 pb correspondentes aos genes
Cp1002_0369, Cp1002_1802 e Cpl002_1957 foram amplificados por PCR (Fig. 01)
e ligados ao vetor de expresséo pAE. A caracterizacdo dos clones recombinantes foi
realizada por enzimaticamente e por seqienciamento de DNA.
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Figura 01: Eletroforese em gel de agarose 1%. (1)
Marcador de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen).
(2): Gene Cpl1002_0369. (3) Gene Cpl1002_1802.
(4) Gene Cpl1002_1957.

A Expressdo das proteinas recombinantes (r0369, r1802 e rl1957) foi
verificada, através de SDS-PAGE e de Western blot utilizando anticorpo monoclonal
anti-hiséxtag. Verificou-se por meio do teste de solubilidade que a proteina é
expressa na fracdo insoluvel, portanto, esta foi purificada utilizando agentes
desnaturantes nos tampdes de purificacdo. As trés proteinas foram purificadas por
cromatografia de afinidade ao niquel como pode ser observado na figura 2. Estas
serdo utilizadas para a imunizacdo de camundongos com a finalidade de avaliar o
seu potencial de protecao.

Bactérias atenuadas ou inativadas, ou fragées contendo antigenos da parede
da bactéria ou do sobrenadante de cultura bacteriana e ainda uma mistura de
componentes celulares e sobrenadante podem ser usadas como vacinas para LC
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(Dorella et al., 2009), contudo, estas preparacfes apresentaram niveis de protecéo e
de severidade das lesbes variaveis e pouco eficientes. Vacinas DNA também ja
foram utilizadas (Babiuk et al., 2000, Costa et al. 2011). As proteinas 0369, 1802 e
1957 sado proteinas de secretoma de C. pseutotuberculosis e, portanto, com
potencial antigénico através de analises com soros de animais positivos para LC,
portanto, séo bons alvos para o desenvolvimento de uma vacina para esta doenga.

1 2 3
Figura 02: Eletroforese SDS-PAGE 12% das
proteinas purificadas.(1): proteina 0369. (2):
proteina 1802. (3): proteina 1957.
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4 CONCLUSAO

As proteinas 0369r, 1802r e 1957r foram expressas e purificadas com éxito,
estas, posteriormente serdo utilizadas para imunizagcdo 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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