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1. INTRODUCAO

A Linfadenite Caseosa (LC) é uma doenca que acomete pequenos
ruminantes e € causada pelo Corynebacterium pseudotuberculosis, uma bactéria
gram-positiva, intracelular facultativa pleomérfica e anaerdbica facultativa
(D'AFONSECA et al., 2010). E considerada uma doenca cronica,
infectocontagiosa, popularmente conhecida como “mal do carog¢o” ou “falsa
tuberculose”, que causa sérias perdas econdmicas na ovinocaprinocultura
mundial em decorréncia da alta prevaléncia e dos prejuizos econémicos nos
rebanhos (D'AFONSECA et al., 2008). E caracterizada principalmente pelo
desenvolvimento de abscessos encapsulados em linfonodos superficiais e
viscerais (WILLIAMSON, 2001; PATON et al., 2003). A melhor medida
preventiva para o combate € a imunizagéo, porém ainda néo existe uma vacina
eficiente e protetora contra essa doenca.

Com a finalidade de obter uma vacina protetora e mais segura, diferentes
estratégias vém sendo testadas, como vacinas recombinantes de subunidade e
vacinas de DNA. 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).

Outra abordagem que pode conferir niveis de protecao satisfatérios € a
utilizag&o 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; RIZZI
et al., 2012; DENG et al., 2014). Vérios alvos vacinais tém sido analisados para
o controle da LC, dentre pode-se citar a fosfolipase D (PLD), um dos principais
determinantes de viruléncia de C. pseudotuberculosis, acredita-se desempenhar
um papel critico na disseminacao de bactérias a partir do local de infeccao para
0s nédulos linfaticos (MCKEAN et al., 2007).

Assim, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a expresséo da fosfolipase D
de C. pseudotuberculosis em M. bovis BCG Pasteur.

2. METODOLOGIA

O M. bovis BCG foi cultivado em meio 7H9 (liquido) ou 7H10 (sdlido) com
suplementacdo de OADC (Oleic Albumin Dextrose Catalase) além de
suplementacdo com o antibiético 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. Escherichia coli foi cultivada em meio LB liquido ou LB-Agar a 37 °C por
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16 h, com suplementacdo do antibiotico canamicina (50 mg/mL) quando
necessario.

O gene pld foi amplificado por PCR utilizando primers especificos e
ligados no vetor de expressao em E. coli pAE (RAMOS et al., 2004). Em seguida
o produto da ligacao foi transformado por eletroporacédo em E.coli TOP10. Os
clones recombinantes foram caracterizados enzimaticamente. A expressao da
proteina rPLD foi realizada na cepa de E. coli BL21 Star e a indugéo realizada
com 1mM de IPTG. A confirmacédo da expressao foi feita através de Western
blot 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 concentragdo de proteinas pelo Kit BCA (Pierce).

A proteina purificada foi utilizada para imunizagcdo dos camundongos,
para producdo de um soro policlonal. Para isso, 50 ug da proteina rPLD,
adicionada ao adjuvante hidréxido de aluminio (15%), foram inoculados em trés
camundongos, sendo trés doses com 15 dias de intervalo. O soro foi coletado
semanalmente e armazenado a -20 °C para as posteriores analises em Western
blot.

Para constru¢do dos vetores de expressao em M. bovis BCG, o gene pld
foi amplificado por PCR utilizando primers especificos e ligado nos sitios Xbal e
Hindlll dos vetores de expresséo (pUS2000 e pUS977) (DELLAGOSTIN et al.,
1993). Em seguida o produto da ligacéo foi transformado por eletroporagédo em
E.coli TOP10 para obteng&o dos clones recombinantes. Apés a caraterizagdo
enzimatica os clones recombinantes foram utilizados para transformacéo de M.
bovis BCG Pasteur por eletroporacdo. A avaliacdo de BCG recombinante
expressando a proteina foi realizada por Western blot utilizando soro policlonal
produzido pela imunizacdo dos camundongos com a proteina rPLD.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um fragmento de 924 pb referente ao gene pld foi amplificado e pode ser
observado na Figura 1. Em seguida o gene pld foi ligado aos vetores puUS2000
e pUS977, apOs uma triagem rapida por lise com fenol cloroférmio (v/v) e uma
andlise através de eletroforese em gel de agarose 1%, os possiveis clones
recombinantes foram submetidos a extracdo do DNA plasmidial com o auxilio do
kit PlasmidMiniprep Spin (GE) para posterior digestdo com as enzimas de
restricdo Xbal e Hindlll para caracterizagdo dos clones recombinantes (Figura
2).

1 2

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 1% do produto da PCR. (1): Marcador
de peso molecular 1 Kb plus (Invitrogen). (2): Gene pld.
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Figura 2: Caracterizacdo dos clones recombinantes por digestdo enzimatica
utilizando as enzimas Xbal e Hindlll. (1): Marcador de peso molecular 1 Kb plus
(Invitrogen). (2): puUS977/PLD. (3): puS2000/PLD.

Apbés a caracterizacdo enzimatica, os clones recombinantes foram
utilizados para transformacéo de células de M. bovis BCG por eletroporacéo. A
avaliagcdo do BCG recombinante expressando a proteina PLD foi realizada por
Western blot utilizando o soro policlonal produzido pela imunizacdo de
camundongos com a proteina rPLD (Figura 3). Pode-se observar que obtivemos
a expresséao da proteina rPLD em M. bovis BCG Pasteur.

A fosfolipase D jé& foi utilizada como vacina recombinante de subunidade
e em associacdo com vacinas atenuadas conferindo protecédo (D’AFONSECA et
al., 2008). Acreditamos que as vacinas vetorizadas, principalmente as que
utilizam M. bovis BCG podem promover um nivel de prote¢do maior.

1 2 3

Figura 3: Western blotting utilizando anticorpo policlonal anti-rPLD. (1): Proteina
recombinante rPLD. (2): M. bovis BCG transformado com pUS977/PLD. (3): M.
bovis BCG transformado com pUS2000/PLD.

4. CONCLUSOES

O estudo demonstra que a proteina PLD foi expressa em M. bovis BCG.
Assim, esse estudo se torna importante devido a complexidade regulatéria da
PLD de C. pseudotuberculosis, onde pode desempenhar um papel importante
permitindo que o patdgeno se adapte com sucesso a mudancgas no ambiente do
hospedeiro durante a infec¢do, migracéo, o estabelecimento e a progresséo da
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doenca. Uma vacina contendo essa proteina pode se tornar efetiva no controle
da LC.
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