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1. INTRODUCAO

A Linfadenite Caseosa (LC) é uma doenca cronica, infectocontagiosa,
gue acomete pequenos ruminantes, acarretando sérias perdas econdmicas
para as atividades de ovinocaprinocultura. E reconhecida como doenca de
importancia mundial, em decorréncia da alta prevaléncia e pelos prejuizos
econdmicos nos rebanhos (D’AFONSECA et al, 2008). E causada pelo
Corynebacterium pseudotuberculosis, uma bactéria gram-positiva, intracelular
facultativa (MORAES et al, 2010)A medida de melhor custo-beneficio contra a
disseminacdo da LC € a imunizacdo. Entretanto, ndo existe uma vacina
suficientemente protetora contra a C. pseudotuberculosis. Varios estudos
mostram diferentes estratégias que vém sendo testadas, como o0 uso de
bactérias atenuadas ou inativadas, fracbes contendo antigenos da parede da
bactéria ou do sobrenadante de cultura bacteriana e ainda uma mistura de
componentes celulares e sobrenadante (DORELLA et al., 2009). Todas as
preparacoes ofereceram certo grau de protecao contra infeccbes experimentais
e até mesmo naturais. Contudo, os niveis de protecdo e a severidade das
lesGes séo variaveis.

A identificacdo de determinantes moleculares presentes no genoma da
bactéria C. pseudotuberculosis (D"AFONSECA, et al., 2008) permite o uso da
vacinologia reversa na formulacdo de novas estratégias vacinais, as quais
podem possibilitar um controle mais efetivo da LC nos rebanhos. Alguns
antigenos ja foram avaliados nesta abordagem (BURREL, 1983; HODGSON et
al., 1990; HODGSON et al., 1999; DE ROSE, 2002, FONTAINE, 2006), no
entanto apresentaram protecdo pouco satisfatéria. Uma vacina de DNA contra
LC ja foi testada, porém com resultado pouco satisfatério (COSTA et al., 2011).

Com a finalidade de obter uma vacina protetora e mais segura,
diferentes estratégias vém sendo testadas, como vacinas recombinantes e
vacinas de DNA em caprinos e ovinos. Ambas apresentam potencial protetor
sem riscos de causar a doenca. Além disso, as vacinas de DNA tém a
vantagem de induzir ambos os tipos de imunidade, celular e humoral (BABIUK,
et al., 2000).Varias linhagens de C. pseudotuberculosis foram sequenciadas o
gue possibilitou a identificacdo de novos alvos para o uso de vacinas
recombinantes (SILVA et al., 2011). Com o resultado do sequenciamento e da
analise protebmica complementar, foram identificados varios alvos, dentre eles
pode-se citar o gene Cpl1002_0369, que codifica para uma provavel proteina
secretada sendo esta provavelmente uma fosfoesterase, potencialmente
antigénicas, as quais podem vir a ser utilizadas no desenvolvimento de vacinas
recombinantes.
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Em vista disso, 0 nosso objetivo foi construir uma vacina de DNA
utilizando o gene Cp1002-0369 do C. pseudotuberculosis para ser utilizada no
controle da LC.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 PCR

A amplificacdo do gene cpl002_0369 foi realizada utilizando primers
F5'CGG GGA TCC CAG CCA GTG CTT CAG GTC 3 e R5CCC AAG CTT
TTATTT TTG TAC CGC TTG CTC 3'. Para a PCR foram utilizados 50 ng de
DNA cromossomal, além de 10uM de cada primer e Mastermix (Promega) num
volume final de 50 pL. O Produto da PCR foi visualizado em gel de agarose
corado com Corante Syber Green/Blue Green.

2.2. Ligacao ao vetor pTARGET

O fragmento de 900 pb referente ao gene Cpl002_0369 foi ligado ao
vetor de expressdo em eucarioto pTARGET(Promega).A ligacado foi feita
utilizando produto de PCR a 1 pL do vetor pTARGET, a reacao foi mantida a
4°C por 16 h. Posteriormente 1 uL do produto da ligacéo foi utilizado para a
transformacdo por eletroporacdo em Escherichia coli TOP10. Os clones
recombinantes foram selecionados com X-gal e IPTG. As coldnias brancas
foram selecionadas para cultivo em LB liquido e a extracao do DNA plasmidial
foi feita com auxilio do kit Miniprep (Promega) e posteriormente caracterizadas
enzimaticamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um fragmento de 900 pb referente ao gene Cp1002_ 0369 foi obtido por
PCR (Figura 1). A caracterizacdo dos clones recombinantes foi feita por
digestdo com a enzima EcoRI, como pode ser observado na Figura 2, um
fragmento referente ao tamanho do gene foi liberado.
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Figura 01: Eletroforese em gel de agarose 1%.
(1) Marcador de peso molecular 1Kb plus
(Invitrogen). (2) Gene Cp1002_0369.

Na figura 2 é possivel identificar cinco clones de
PpTARGET/Cp1002_0369 selecionados, e a liberacdo do gene apos a digestédo
com EcoRI. Demonstrando que os clones recombinantes em questdo sao
viaveis para a producdo da vacina de DNA, visto que essa viabilidade se
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efetivara apds transfeccdo em ceélulas VERO que serd realizada
posteriormente.

Figura 02: Eletroforese em gel de agarose 1% das
cinco amostras do produto da ligacdo do gene
PTARGET/ Cp1002_0369 demonstrando a liberagdo
dos fragmentos (seta). De 1 a 5- diferentes clones de
pTARGET/ Cp1002_0369.

Bactérias atenuadas ou inativadas, ou fracdes 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 lesfes variaveis e pouco
eficientes. Vacinas DNA também ja foram utilizadas (BABIUK et al., 2000,
COSTA et al. 2011), porém mesmo induzindo uma resposta imune nao
conferiram protecdo contra a infeccdo do C. pseudotuberculosis (COSTA et al,

| 2011). O gene Cpl1002_0369 é encontrado em alta densidabde no secretoma
de C. pseudotuberculosis, espera-se que uma vacina de DNA contendo esse
gene possa ser mais efetiva para o controle da LC em relacdo as vacinas ja
testadas.
4. CONCLUSOES

A vacina de DNA (pTAGET/0369) foi desenvolvida com éxito.

Posteriormente sera realizada a transfeccdo em células VERO para verificar a
expressao da proteina em células eucariotas para posteriormente ser utilizada
para imunizacdo de camundongos, com a finalidade de avaliar o potencial
imunogénico desta vacina para o controle da Linfadenite Caseosa.
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