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1. INTRODUCAO

A Linfadenite caseosa (LC), é uma doenca infecciosa cronica causada pela
bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis. Esta doenca é caracterizada por
formar abscessos cronicos, aumento dos linfonodos superficiais e viscerais. A
incapacidade de diagnosticar a infeccdo resulta em uma alta transmissdo da
doenca entre os animais (HOELZLE et al. 2013). A disseminacdo da doenca se
da também pela ineficacia dos antibioticos por ndo conseguirem acessar a
espessa capsula de tecido conectivo que reveste 0s abscessos tipicos e 0 denso
conteludo caseoso presente no interior dos piogranulomas (DORELLA et al. 2009;)

A LC acomete principalmente pequenos ruminantes como cabras e
ovelhas, causando grandes perdas econdmicas, como menor producdo de 1a,
animais apresentando baixo peso, precos reduzidos no matadouro, condenacao
da carcaca, desvalorizacdo da pele devido a cicatrizes advindas dos abscessos e
ocasionalmente morte dos animais acometidos (DORELLA et al. 2009; HOELZLE
et al. 2013). Em alguns estados brasileiros a incidéncia da doenca pode chegar a
70% em rebanhos de ovinos e 80% em caprinos (GUIMARAES et al., 2011).

Uma abordagem que pode conferir niveis de protecdo satisfatérios é a
utilizacédo de vacinas recombinantes vetorizadas, dentre os diferentes tipos pode-
se citar o Mycobacterium bovis BCG, que ja se mostrou eficiente em termos de
protecdo contra varias enfermidades (COSTA et al. 2014; DENG et al. 2013;
RIZZI et al. 2012). O BCG € um atrativo vetor vivo para o desenvolvimento de
vacinas recombinantes e multivalentes, pois apresenta propriedades adjuvantes,
nao é afetado pelos anticorpos maternos, uma Unica dose confere uma longa
resposta imune, € estavel e seguro, pode ser administrado oralmente e tem um
baixo custo de producdo quando comparado a outras vacinas vivas (COSTA et al.
2014); Além disso, o M. bovis BCG € mundialmente administrado como vacina
para a tuberculose (KAUFMANN et a 2012).

Um alvo de grande potencial € a serina-protease de 40 kDa (CP40)
(WILSON et al. 1995) produzida pelo C. pseudotuberculosis, a qual conferiu
protecédo significativa em ovinos vacinados com a proteina CP40 nativa purificada
(WALKER et al. 1994)

Assim, este trabalho propde o desenvolvimento e avaliacdo de M. bovis BCG
Pasteur expressando a proteina CP40 de C. pseudotuberculosis com a finalidade
de avaliar o potencial imunolégico e imunoprotetor.

2. METODOLOGIA

Cepa e cultivo. O M. bovis BCG Pasteur (cedido por Dr. Johnjoe
McFadden — University of Surrey) foi cultivada em meio 7H9 Middlebrook (Difco)
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suplementado com 10% de OADC (Oleic Acid Albumin Dextrose Complex), 0,2%
de Glicerol e 0,05% de Tween 80 ou em meio sélido 7H10 (Difco), contendo 10%
de OADC e 0,2% de Glicerol, e quando necessario foi utilizado o antibiotico
canamicina (50mg/mL).

Construcdao de M. bovis BCG recombinante expressando CP40. A
sequéncia do gene cp40 foi amplificada através da técnica de PCR utilizando
DNA gendmico de C. pseudotuberculosis cepa 1002, para a clonagem nos
vetores de expressdo em BCG Pasteur (pUS2000 e pUS977) para a obtencéo da
cepa recombinante. Os primers foram desenhados a partir da sequéncia
depositada no GenBank, com o auxilio do programa Vector NTI 10.0 (Invitrogen)

Avaliacdo da expressdo da proteina CP40 em M. bovis BCG. A
expressdo da proteina recombinante foi demonstrada utilizando a técnica de
Western blot. Dez mililitros da cultura recombinante foram centrifugados, as
proteinas destas fracdes foram separadas em gel de SDS-PAGE 12% e
eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose e a expressao da proteina
CP40 avaliada pela técnica de Western blot e utilizando o soro policlonal anti-
CP40 produzido em camundongos na diluicdo 1:80 em PBS-T 1X por 1h. Apos foi
adicionado o anti-mouse conjugado com peroxidase (Sigma) na diluicdo 1:4000
em PBS-T 1X por 1h. A reacéo foi revelada por quimioluminescéncia pela adicao
do substrato para a peroxidase.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Clonagem do gene cp40 em vetores de expressdo em M. bovis BCG
Pasteur

Um fragmento de 1.131 pb referente ao gene cp40 foi amplificado no
tamanho esperado (Figura 1). Este foi ligado aos vetores de expressdao em M.
bovis BCG, pUS2000 e pUS977, na figura 2 pode-se observar os clones
recombinantes ap0s a caracterizacao por digestdo enzimatica com as enzimas de
restricdo Xbal e Hindlll.
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Figura 1: Eletroforese em Gel Figura 2: Eletroforese em gel de agarose 1%, demonstrando
de agarose 1%. 1- Marcador a caracterizacdo dos clones recombinantes. 1- Marcador 1kb
1kb (invitrogen); 2 e 3- gene (Invitrogen); 2- pUS977/cp40; 3- pUS977/cp40; 4- puS2000/

cp40; cp40; 5- puS2000/ cp40;



Expresséo da proteina CP40 em M. bovis BCG Pasteur

Muitos sistemas de expressdo de antigenos heterdlogos em BCG ja foram
desenvolvidos a fim de permitir a construgdo de BCG recombinantes (rBCG)
(TRICCAS 2010). Além da superexpressdao de antigenos heterdlogos, outras
modificacbes genéticas podem aprimorar as propriedades imunogénicas e
adjuvantes do BCG, permitindo a constru¢cdo de um vetor mais eficiente que o
parental (SUN et al. 2009).

Na figura 3, podemos observar a expressao da proteina recombinante
CP40 na cepa M. bovis BCG Pasteur, no tamanho esperado de 40 KDa, quando
comparado ao controle negativo BCG Pasteur nao transformado, podemos
observar a auséncia de expressdo protéica. Em um estudo prévio a proteina
CP40, foi descrita como um alvo promissor tanto para o diagnostico e vacinas
para a Linfadenite Caseosa (D’AFONSECA et al. 2008).
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Figura 3: Avaliacédo da expressao da proteina CP40 em M. bovis BCG Pasteur. 1-
Proteina recombinante CP40 purificada; 2- rBCG Pasteur pUS977/cp40; 3- rBCG
Pasteur pUS2000/cp40. 4- BCG Pasteur ndo transformado (controle negativo).

4. CONCLUSOES

Esse trabalho demonstra que a proteina CP40 de C. pseudotuberculosis,
foi expressa com sucesso em M. bovis BCG. Novos estudos serao realizados em
modelo animal, onde possamos obter uma resposta promissora contra a doenca
Linfadenite Caseosa.
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