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1. INTRODUCAO

A Linfadenite Caseosa (LC) € causada pela bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis, e € uma doenca cronica debilitante que acomete
principalmente caprinos e ovinos. E caracterizada pela formacédo de abcessos
principalmente em géanglios linfaticos superficiais, podendo afetar também 6rgaos
e linfonodos internos (ALVEZ et al., 2007).

Os prejuizos econémicos gerados pela LC vao desde a depreciacdo da
pele e 1& 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 ( Pepin et al. 1989; Sting et al. 1998 ;Paule et
al. 2003). O Brasil é o 8° maior criador de ovinos e caprinos do mundo com cerca
de 26 milhdes de cabecas sendo 34% de caprinos e 66% de ovinos. A maior parte
do rebanho se localiza na regido Nordeste, onde se concentram
aproximadamente 17 milhdes de animais (IBGE 2012).

Varios estudos tem sido realizados com a finalidade de descobrir alvos em
potencial para o desenvolvimento de uma vacina completamente eficaz ja que as
que existem no mercado ndo conferem uma protecdo adequada(Dorella et al.,
2009).

A clonagem de DNA é um método rapido e eficiente para obtencdo das
sequencias de DNA desejadas, e estas podem ser propagadas utilizando vetores
plasmidiais de maneira a se obter uma maior quantidade destas sequencias para
utilizacao futura no tratamento de doencas (Klug et al., 2010).

A partir de dados de sequenciamento de C. pseudotuberculosis, foram
identificados alguns alvos em potencial como proteinas imunogénicas. Dentre
elas pode-se destacar a proteina CP0126 que é uma provavel proteina hipotética
identificada através de uma andlise de pan-exoproteoma de cinco cepas de C.
pseudotuberculosis (1002, C231, 119, FRC41, e PAT10) (SANTOS, et al 2012) e
também por uma identificacdo de epitopos MHC.

Assim, O objetivo deste trabalho foi realizar a clonagem do gene cp0126
para a futura expressdo e purificacdo da proteina recombinante CP0126 e a
avaliacdo de teste de imunodiagndstico pelo método de ELISA indireto.

2. METODOLOGIA
2.1. Clonagem do gene em vetor pAE

A amplificacdo do gene foi realizada através da PCR utilizando quantidades
de 1 pl de DNA de C. pseudotuberculosis, 25 ul de Master Mix, 22 ul de H20, 1 pl
de primer F com sequencia 5’ ATCGGTACCTCATGCACTTCAAA3’ e primer R
com sequencia 5ATCGGTACCTCATGCATTCAAAZ’, para um volume final de 50
HL. A PCR foi realizada inicialmente com um ciclo de 5 minutos a 95°C, seguido
de 1 min a 95°C, 1 min. a 55°C e 1 min a 72°C, repetidos por 30 vezes, apés uma
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extensdo final de 7 minutos a 72°C. Em seguida, ao produto da PCR foi
submetido a eletroforese de gel de agarose 1%, para confirmar a amplificacdo do
gene, e logo apos a purificacéo foi realizada através do kit ilustra GFX PCR DNA
and Gel Band Purification Kit (GE Health Care).

2.2 Digestéo e Ligacao

O gene cp0126 e o 1 pg do vetor pAE foram digeridos previamente por 2
horas a 37°C com 1U das enzimas de restricdo Kpnl e Hindlll. A ligacdo do gene
ao vetor pAE foi realizada a temperatura ambiente durante 2 h com 200 ng vetor
pAE e 400 ng do gene cp0126 com auxilio da enzima T4 DNA ligase.

2.3 Transformacao e selegcdo dos clones recombinantes

O vetor pAE/cp0126 foi utilizado para transformacdo de células
eletrocompetentes de E. Coli TOP 10, as células foram cultivadas a 37°C por 16
horas meio LB (Luria broth) sélido e 100 pg/mL de ampicilina. As colbnias
recombinantes foram selecionadas através de lise rapida por fenol-cloroférmico
(v/v) e posterior eletroforese em gel de agarose. Ap6s foram cultivadas em 5 ml
de meio LB liquido e 100 pg/mL de ampicilina. A extracdo dos possiveis
plasmideos recombinantes foi realizada utilizando Kit ilustra plasmidPrep Mini
Spin Kit (GE Health Care). Apés, a caracterizacdo dos clones recombinantes foi
realizada por digestdo enzimatica com as enzimas kpnl e Hindlll.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos através dos experimentos realizados demonstraram

que o gene cp0126 de C. pseudotuberculosis foi amplificado com sucesso através
da técnica de PCR, como mostrado na figura 1.

1 2

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 1% demonstrando a amplificacao
do PCR demonstrando a amplificagéo do gene cp0126. 1. Marcador 1Kb
(Invitrogen); 2. Gene cp0126.

ApoOs prévia digestdo enzimatica, o gene cp0126 e o vetor pAE foram
ligados, a cepa E. coli TOP10 foi transformada com o produto desta ligagdo. Os
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possiveis clones recombinantes foram selecionados e posteriormente
caracterizados enzimaticamente como mostra na figura 2.
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Figura 2: Caracterizacao dos possiveis recombinantes.
Eletroforese em gel de agarose demonstrando os clones recombinantes: 1. pAE
nao digerido, 2 a 5 possiveis clones recombinantes.

4. CONCLUSOES

De acordo com os experimentos realizados o gene CP0126 foi clonado com
sucesso. Posteriormente sera realizada a expressao da proteina recombinante e
a caracterizagdo imunogénica por ELISA.
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