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1. INTRODUCAO

A Linfadenite Caseosa (LC) € uma doenca infectocontagiosa causada pelo
Corynebacterium pseudotuberculosis, uma bactéria gram-positiva, pleomorfica,
intracelular facultativa, cosmopolita, encontrada principalmente no solo, na pele
ou mucosas dos animais, e que acomete pequenos ruminantes (D'Afonseca et al.,
2010).

Os prejuizos econdbmicos gerados vao desde a depreciacdo da pele e 1a a
reducdo na producdo de carne e leite em pequenos ruminantes promovendo
perdas econdmicas significativas na ovinocaprinocultura em diversos paises do
mundo, incluindo o Brasil (Guimarées et al., 2011).

A melhor medida preventiva para o combate a LC € a imunizacao, pois
além de o tratamento ndo ser completamente eficaz apresenta um custo elevado.
Vérios estudos mostram diferentes estratégias que vém sendo testadas, como o
uso de bactérias atenuadas ou inativadas, frac6es contendo antigenos da parede
da bactéria ou do sobrenadante de cultura bacteriana e ainda uma mistura de
componentes celulares e sobrenadante. Todas as formulagbes ofereceram certo
grau de protecdo contra infeccfes experimentais e até mesmo naturais, contudo
nao sdo completamente eficazes. (Dorella et al., 2009).

Outra abordagem que pode conferir niveis de protecao satisfatorios é a
utilizagdo de vacinas recombinantes vetorizadas. Dentre os diversos tipos destas
vacinas pode-se citar o Mycobacterium bovis BCG, que ja se mostrou eficiente em
termos de protecdo contra varias enfermidades (Bastos et al. 2009). Este vetor
vacinal possui varias vantagens, como apresentar propriedades adjuvantes, uma
Unica dose pode conferir uma longa resposta imune, estabilidade e seguranca,
além de poder ser administrado oralmente e ter um baixo custo de producao
guando comparado a outras vacinas vivas (Bastos et al. 2009). Além disso, M.
bovis BCG pertencem ao grupo dos Actinomicetos, possuindo caracteristicas
semelhantes ao C. pseudotuberculosis quanto a estrutura da parede celular,
incluindo espessura, presenca de acidos micdlicos, acidos graxos saturados e
insaturados (Belchior et al. 2006; Gao et al. 2006).

Assim, considerando a grande e crescente importancia da ovinocultura e,
contrariamente a este fato, a falta de uma vacina brasileira eficiente contra a LC,
este trabalho tem por objetivo expressar a proteina CP0369 de C.
pseudotuberculosis em M. bovis BCG.

2. METODOLOGIA

2.1 Cepas e condigcdes de Cultivo
M. bovis BCG foi cultivado em meio 7H9 (liquido) ou 7H10 (s6lido) com
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suplementacdo de OADC (Oleic Albumin Dextrose Catalase) além de
suplementacdo com o antibidtico canamicina (50mg/mL) quando necessario. O
cultivo foi realizado a 37 °C por 7 dias em meio 7H9 ou por 21 dias em meio
7H10. E. coli foi cultivada em meio LB liquido ou LB-Agar a 37 °C por 16 h, com
suplementacao do antibidtico canamicina (50 mg/mL) quando necessario.

2.2 Expresséo e purificacdo da proteina rCP0369

O gene ¢pl002_0369 foi amplificado por PCR utlizando primers
especificos e ligados no vetor de expressédo em E. coli pAE (Ramos et al., 2004).
Em seguida o produto da ligagéao foi transformado por eletroporagcdo em E.coli
TOP10. Os clones recombinantes foram caracterizados enzimaticamente e por
sequenciamento de DNA. A expressédo da proteina rCP0369 foi realizada na cepa
de E. coli BL21 Star e a inducéo foi realizada com 1mM de IPTG. A confirmacao
da expressdo foi verificada através de Western Blotting utilizando anticorpo
monoclonal anti-6X-His conjugado com peroxidase (Sigma). A purificacdo foi
realizada por cromatografia de afinidade ao niquel em coluna de sepharose
(HisTrap). A pureza das mesmas foi determinada através de SDS-PAGE e a
concentracdo de proteinas pelo Kit BCA (Pierce).

2.3 Producéao de soro policlonal

A proteina purificada foi utilizada para imunizacdo de camundongos para
producgéo de soro policlonal. Para isso, trés doses de 15 dias de intervalo de 50
ug de cada proteina adicionada ao adjuvante hidréxido de aluminio foram
inoculadas em trés camundongos. Ao final o soro foi coletado semanalmente e
armazenado a -20 °C para as posteriores analises de Western Blotting.

2.4 Construcdo de BCG expressando a proteina CP0369 de C.

pseudotuberculosis

O gene cpl002 0369 foi amplificado por PCR utilizando primers
especificos para cada gene e ligados nos vetores de expressdo em M. bovis BCG
(pPUS2000 e puUS977) (Dellagostin et al., 1993). Em seguida o produto da ligacao
foi transformado por eletroporacdo em E.coli TOP10 para obtencdo dos clones
recombinantes. ApoOs a carateriza¢do enzimatica e do sequenciamento de DNA os
clones recombinantes foram utilizados para transformacéo de M. bovis BCG por
eletroporacdo. A avaliagdo de BCG recombinante expressando as proteinas foi
realizada por Western Blotting utilizando soro policlonal produzido pela
imunizacao de camundongos com a proteina rCP0369.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene ¢pl002_0369 foi amplificado por PCR utilizando primers
especificos para cada gene e ligados nos vetores de expressdo em M. bovis BCG
(pUS2000 e pUS977).

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 1%
do produto da PCR. (1): Marcador de peso
molecular 1Kb plus (Invitrogen). (2): Gene
Cpl1002_0369 contendo o peptideo sinal (900
pb); (3): Gene Cpl002_0369 sem o0 peptideo
sinal (900pb).




Apés a caraterizagcdo enzimatica (Figura 2) os clones recombinantes
foram utilizados para transformacdo de células de M. bovis BCG por
eletroporacéo.

Figura 2: Caracterizacdo dos recombinantes por
digestdo enzimatica utilizando as enzimas Xbal e
Hindlll. (1): Marcador de peso molecular 1Kb plus
(Invitrogen). (2): puUS977/0369 contendo o
peptideo sinal; (3): pUS977/0369 sem o peptideo
sinal F; (4): puS2000/0369 contendo o peptideo
sinal; (5): pUS2000/0369 sem o peptideo sinal.

A avaliacdo de BCG recombinante expressando a proteina CP0369 foi
realizada por Western Blotting utilizando soro policlonal produzido pela
imunizacdo de camundongos com a proteina rCP0369 (Figura 3). Pode-se
observar que obtivemos a expressao da proteina CP0369 em BCG Pasteur. Em
um estudo abordado por Moore et al. (2000) uma cepa de C. pseudotuberculosis
mutante, através da delecdo do gene PLD, denominada Toximinus, foi utilizada
como vetor vivo para expressar Varios antigenos candidatos a vacinas para
ovelhas. Nesse trabalho foi demonstrado que houve sucesso na expressao de
trés antigenos que provocaram uma resposta humoral consideravel.

Figura 3: Western Blotting utilizando

anticorpo policlonal anti-rCP0369. (1):
1 2 3 4 5 6 Proteina  recombinante  rCP0369
1 purificada; (2): pUS977/cp0369 sem
peptideo sinal; (3): pUS977/cp0369
com peptideo sinal; 4):
pUS2000/cp0369 sem peptideo sinal;
(5): puUS2000/cp0369 com peptideo
sinal.

4. CONCLUSOES

A clonagem e expressdo do gene cpl002_0369 nos vetores pUS977 e
pUS2000 foi realizada com sucesso e a avaliagado da expressdao da CP0369 em
M. bovis BCG foi confirmada através de Western Blotting, a proOxima etapa sera a
avaliacao das vacinas vetorizadas em camundongos.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BASTOS, R.G., BORSUK, S., SEIXAS, F.K., DELLAGOSTIN, O.A. Recombinant
Mycobacterium bovis BCG. Vaccine, v.27, p.6495-6503, 2009.



BELCHIOR, S.E., GALLARDO, A., ABALOS, A., JODO, N., JENSEN, O.
Actualizacion sobre linfoadenitis caseosa: el agente etioldgico y la enfermedad.
Revista Veterinaria Argentina, v.23, n.224, p.258-278, 2006.

D'AFONSECA, V., PROSDOCIMI, F., DORELLA, F.A., PACHECO, L.G.,
MORAES, P.M., PENA, |, ORTEGA, J.M., TEIXEIRA, S., OLIVEIRA, S.C.,
COSER, E.M., OLIVEIRA, L.M., CORREA DE, 0O.G., MEYER, R., MIYOSHI, A.
AND AZEVEDO, V. Survey of genome organization and gene content of
Corynebacterium pseudotuberculosis. Microbiological Research, v.165, n.4,
p.312-320, 2010.

DELLAGOSTIN, O.A., WALL, S., NORMAN, E., OSHAUGHNESSY, T., DALE,
J.W., MCFADDEN, J. Construction and Use of Integrative Vectors to Express
Foreign Genes in Mycobacteria. Molecular Microbiology, v.10, n.5, p.983-993,
1993.

DORELLA, F.A., PACHECO, L.G., SEYFFERT, N., PORTELA, R.W., MEYER, R.,
MIYOSHI, A., AZEVEDO, V. Antigens of Corynebacterium pseudotuberculosis and
prospects for vaccine development. Expert Review of Vaccines, v.8, n.2, p.205-
213, 20009.

GAO, B., PARAMANATHAN, R., GUPTA, R.S. Signature proteins that are
distinctive characteristics of Actinobacteria and their subgroups. Antonie Van
Leeuwenhoek, v.90, n.1, p.69-91, 2006.

GUIMARAES, A.S., CARMO, F.B., PAULETTI, R.B., SEYFFERT, N., RIBEIRO,
D., LAGE, A.P., HEINEMANN, M.B., MIYOSHI, A., AZEVEDO, V., GOUVEIA,
A.M.G. Caseous lymphadenitis: Epidemiology, diagnosis, and control. The 1l OAB
Journal, v.2, n.2, p.33-43, 2011.

MOORE, R. J., ROTHEL, L., KRYWULT, J.,, RADFORD, A. J., LUND, K., &
HODGSON, A. L. Foreign gene expression in Corynebacterium
pseudotuberculosis: development of a live vaccine vector. Vaccine, v.18, n.5,
p.487-497, 1999.

RAMOS, C.R., ABREU, P.A., NASCIMENTO, A.L., HO, P.L. A high-copy T7
Escherichia coli expression vector for the production of recombinant proteins with
a minimal N-terminal His-tagged fusion peptide. Brazilian Journal of Medical
and Biological Research, v.37, n.8, p.1103-1109, 2004.



