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1. INTRODUCAO

O Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria Gram-positiva,
pleomorfica, intracelular e anaerébica facultativa (D'’AFONSECA et al., 2010),
agente etiolégico da linfadenite caseosa (LC), uma doenca que acomete ovinos
e caprinos e eventualmente pode afetar animais de grande porte (como
equinos e bovinos) e mais raramente os humanos. Devido as perdas
econdmicas acarretadas pela LC faz-se necessério o controle dessa doenca
através do desenvolvimento de vacinas eficazes, bem como de kits para
diagnostico (PINTO et al., 2014).

Varios estudos tém sido realizados em busca de alvos imunogénicos
gue possam ser utilizados para o desenvolvimento destes tipos de inssumos.
Varias proteinas foram identificadas a partir de uma analise in silico de
secretoma e exoproteoma, em diferentes cepas, com o objetivo de avaliar as
melhores candidatas para o desenvolvimento de vacinas contra a LC (SANTOS
et al., 2012) como também, para testes de ELISA diagnéstico. A partir deste
estudo, foram selecionadas as exoproteinas que apresentaram maior potencial
de imunogenicidade.

Assim, este trabalho visa expressar e purificar proteinas secretadas de
C. pseudotuberculosis em Escherichia coli, para que posteriormente, as
mesmas sejam utilizadas no desenvolvimento de testes diagndsticos e como
vacinas de subunidade recombinantes.

2. METODOLOGIA

Para a expressdo das proteinas se utilizou vetores previamente
construidos (cedidos pelo professor Dr. Vasco Azevedo, da Universidade
Federal de Minas Ferais) e transformados em cepa de expressao E. coli BL21
Star. O resultado da transformacgédo foi crescido em 500 mL de meio
LB/ampicilina em Herlenmeyer de 2 Litros por 6/8 horas, induzido com 500 pL
de IPTG 1M ao final de 3 horas.

A purificagdo das proteinas foi realizada a partir da centrifugacdo do
cultivo e ressuspensdo em 50mL de PBS. As amostras foram lisadas quando
agitadas com 50 pL lisozima por 30 min. e sonicadas 4 vezes por 15 s com
intervalo de 5 s, repetidos por 3 vezes. Apoés centrifugagdo houve a
ressuspencéao do pellet em tampéo contendo 8 M de uréia e solubilizadas sob
agitacdo a 4 °C overnight. As amostras foram centrifugadas por 2 h a 11.000
rpm. em seguida o sobrenadante contendo as proteinas foi filtrado em filtro de
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0,22 uM. Posteriormente, os filtrados foram submetidos a cromatografia de
afinidade em coluna de sepharose (HisTrap™), carregada com niquel. A
cromatografia se deu conforme os passos a seguir: 5 mL de agua, 5 mL de
tampdo wash com uréia e a amostra. A partir de entdo foram realizadas
eluicbes e coletados 3 mL de cada eluicdo, compostas de wash com ureia,
eluente 10%, 20%, 30%, 40%, 50% e100%, a fim de liberar a proteina pela
competicdo com Imidazol contida nos tampdes. As amostras contendo
quantidades significativas de proteinas foram dialisadas em tampéao tris-NacCl
por 48 horas.

A deteccdo da expressao e pureza, das proteinas, foram observadas
através de SDS-PAGE e por Western Blot utilizando o anticorpo monoclonal
anti-6Xhistag (Sigma). Os produtos da dialise foram misturados ao tampéao de
amostra (100-mM Tris-HCI at pH= 6.8, 100 mM B-mercaptoetanol, 4 % SDS,
0,2 % azul de bromofenol, 20 % glicerol) sob condi¢cdes redutoras e aquecidas
a 100 °C durante 10 min e em seguida submetidas a eletroforese em gel SDS-
PAGE 12 %. Entdo, as proteinas do gel foram transferidas eletricamente para
uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare). A membrana foi bloqueada
com leite em pd 5% diluido em PBS-1X, por 16 h a 4°C, depois lavada com
PBS-T 1x por 3x. Foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-6Xhistag (Sigma) na
diluicdo 1:4000 em PBS-T 1x, por 1h, lavada igualmente ao passo anterior, e
envolvida por anti-mouse em PBS-T 1X, também na concentracdo 1:4000. Para
a revelacdo do Western blot, utilizou-se uma solucdo contendo sulfato de
niquel, Tris-HCL pH 7,6, 0,0012 mg de 3,3 '-tetrahidrocloreto (DAB) e 50 uL de
H20..

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas secretadas de C. pseudotuberculosis foram expressas em
E. coli BL21 Star apresentando tamanho esperado de aproximadamente, CP40
40 KDa, HIPO 37 Kda, SEC 24Kda e SPLA 38Kda, como pode ser observado
na figura 1. As proteinas apresentaram insolubilidade em &agua devido as
formacdes de pontes dissulfetos o que mudam a conformacédo das moléculas e
conferem essa caracteristica de hidrofobicidade, mediante a isso, elas foram
solubilizadas em uréia.

Alguns estudos foram realizados para a identificacdo de proteinas
recombinantes de C. pseudotuberculosis para que possam ser utilizadas no
desenvolvimento de vacinas e testes diagndsticos. Dentre esses estdo: testes
com chaperoninas (HSP60-HSP10) para avaliacdo da resposta imune por
vacina de DNA com hsp60 em camundongos (PINHO et al., 2009); Anélises de
diferentes exoproteomas para cepas de cabras e ovelhas (Silva et al., 2013);
Desenvolvimento de ELISA para deteccdo de anticorpos especificos para C.
pseudotuberculosis em ovelhas (REBOUCAS et al., 2013).
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Figura 1: Teste de expressdo das proteinas

secretadas de C. pseudotuberculosis em

eletroforese em gel de SDS-PAGE 12%. (1):

- rCP40 40 KDa, (2): Proteina recombinante

T rCP_SPLA 38KDa purificada, (3): Proteina
recombinante rCP_SEC 24 KDa purificada, (4):

Proteina recombinante rCP_SPLA 38KDa

— purificada.

As proteinas foram caracterizadas mediante Western blot com anticorpo
monoclonal anti-6xHis. (Figura 2)

Figura 2: Western Blotting utilizando
anticorpo monoclonal anti- 6Xhis Tag
(Sigma). (1): Controle com rCP40 (2):
rCP_HIPO, (3): rCP_SEC, (4):
rCP_SPLA.

4, CONCLUSOES

O estudo demonstra que as proteinas secretadas de C.
pseudotuberculosis foram expressas em E. coli BL21 Star. Como perspectivas
futuras essas proteinas poderao ser utilizadas tanto para desenvolvimento de
testes de ELISA diagnostico como para vacinas de subunidades
recombinantes.
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