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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a tuberculose bovina tem sido um grande problema,
pois tem se disseminado em diversos paises ao redor do mundo (Aagaard, et al.,
2006; Aranday-Cortes, et al., 2012). O Mycobacterium bovis, um membro do
complexo Mycobacterium tuberculosis, possui um amplo espectro de hospedeiros,
inclusive os seres humanos, porém acomete mais frequentemente os bovinos
(Waters, et al. 2004). Para a deteccéo da infeccdo em animais, tem sido utilizado o
PPD (Derivado Protéico Purificado), que apesar de ter boa sensibilidade, apresenta
uma especificidade em torno de 70% ja que compartilha antigenos com a cepa
vacinal e outras micobactérias ambientais (Young, 1992; Huebner et al., 1993; Fine
et al., 1994; Andersen et al., 2000; van Pinxteren et al., 2000).

Estudos tém identificado através de comparacdes genéticas entre M.
bovis e a cepa vacinal M. bovis BCG, Regides de Diferenciacdo (RD), tais como a
RD1(Aagaard, et al., 2006). Essa regido, especificamente, codifica para proteinas as
quais tém sido investigadas quanto a sua utilizagdo no diagnostico desta
enfermidade (Gordon, 1999). Andlises experimentais com as proteinas ESTA6 e
CFP10, consideradas proteinas imunodominates e presentes na regido RD1, tém
sido identificadas com capacidade de distinguir bovinos vacinados com BCG e
bovinos infectados com M. bovis (Mustafa, et al., 2000; Cockle, et al., 2002;
Aagaard, et al., 2003).

Desta forma, visando o controle de tal enfermidade, é necessario métodos
de diagnosticos mais especificos que permitam a identificacdo mais eficiente dos
animais infectados com M. bovis, diferenciando-os daqueles vacinados com BCG
(Van Pinxteren et al., 2000). O objetivo deste estudo foi construir uma quimera
composta pelos principais peptideos de ESAT-6 e CFP-10 para ser usada em um
futuro diagnostico diferencial da tuberculose bovina.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Primeiramente foi realizada uma revisao na literatura a fim de identificar
0S principais epitopos antigénicos das proteinas imunogénicas CFP-10 e ESAT-6.
As regides contendo estes epitopos foram selecionadas e fusionadas, contendo um
linker ligando-os (Fig. 1). A partir dai, essa construgdo foi sintetizada pela
EpohBiolabs®.
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Figura 1. Quimera construida pela unido de todos os epitopos de CFP10 e ESATS6, respectivamente,
contendo um linker para ligagdo (em amarelo).

O plasmideo contendo o gene sintético foi propagado em Escherichia coli
TOP10 e a extragao plasmidial foi realizada com o kit PureLinkTM Quick Plasmid
Miniprep Kit (Invitrogen®). Em seguida, uma digestéo foi realizada com as enzimas
de restricdo Kpnl e Hindlll, cujos sitios flanqueiam o gene que codifica para a
quimera. O fragmento de DNA foi purificado e ligado no vetor pAE, previamente
digerido com as mesmas enzimas de restricdo flanqueando este fragmento (Fig. 2).
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Figura 2. Mapa demonstrando a inser¢do da quimera no vetor pAE, com as enzimas de restricao
Kpnl e Hindll flanqueando o gene.

Esta construcédo foi submetida a uma eletroforese para confirmacao da
insercao no vetor pAE. A expressao da quimera foi testada em duas linhagens de E.
coli: pLysS e Star. Apds a transformacao, coletaram-se trés colénias de cada cepa e
estas foram submetidas a inducdo em pequena escala. Em seguida, as fracGes
induzidas e ndo induzidas de cada colénia foram desnaturadas e submetidas a

técnica de Dot-blot.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A eletroforese confirmou a insercdo do vetor no plasmideo, conforme
demonstrado pela Fig 3.
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1,5% demonstrando o plasmideo pAE sem inserto (p) e a
molécula construida apds a inser¢ao das quimeras no vetor (pB). E possivel visualizar o marcador de
peso molecular (M) seguido de bandas de 2822pb (p) e 3403pb (pB), respectivamente.
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Ao analisar o Dot-blot, ocorreu reacdo positiva em uma das trés colonias na
cepa de expressdo pLysS, a qual foi selecionada para dar continuidade aos
experimentos (Fig. 4).

Figura 4. Dot-blot (de 1 a 7 referente a E.coli Star; de 8 a 14 referente a E.coli pLyss): (1) Colénia 1
induzida — (2) Col6nia 1 n&o induzida — (3) Colbnia 2 induzida — (4) Colbnia 2 néo induzida — (5)
Coldnia 3 induzida — (6) Col6nia 3 ndo induzida — (7) Controle negativo — (8) Colbnia 1 induzida — (9)
Colbnia 1 néo induzida — (10 )Col6nia 2 induzida — (11 )Coldnia 2 ndo induzida — (12) Colbnia 3 ndo
induzida— (13)Col6nia 3 induzida — (14) Controle negativo — (15) Sem amostra.

4 CONCLUSAO

Foi obtido sucesso na constru¢cdo da quimera composta pelas sequéncias de
peptideos originados de ESAT-6 e CFP-10, bem como na clonagem e expressao em
E. coli. Serdo feitas outras analises para melhor caracterizacdo da quimera. A
construcdo sera usada para a producdo em larga escala e posteriormente testada
como reagente em técnicas de imunodiagndstico para a tuberculose bovina.
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