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1 INTRODUCAO

A neosporose € considerada uma doenca parasitaria emergente no
mundo, sendo a principal causa de abortos na espécie bovina e responsavel por alto
percentual de mortalidade neonatal nestes animais, causando grandes perdas
econdmicas na pecuaria de corte e de leite de varios paises do mundo (BARR et al.,
1997). Tal enfermidade é causada pelo parasito coccideo intracelular obrigatério
Neospora caninum, cujo ciclo de vida é composto por trés estagios infecciosos:
taquizoitos, cistos e oocistos (Dubey, 2003). Os hospedeiros definitivos de N.
caninum, até o momento identificados, sdo o cdo (Canis familiaris) (MCALLISTER et
al., 1998) e o coiote (Canis latrans). Em bovinos, a transmissdo congénita,
resultando em bezerros normais, mas infectados, € o principal meio de perpetuacao
da infeccdo dentro de um determinado rebanho (Dubey, 2003). O desenvolvimento
de vacinas efetivas para prevenir a transmissdo congénita traria beneficios para o
controle da neosporose em rebanhos bovinos (HALDORSON et al., 2005). NcSRS2
(GenBank: AAX38605.1), uma proteina de membrana do estagio taquizoita, é
imunodominante e tem papel na ligacdo e invasao do parasito a célula hospedeira
(NISHIKAWA et al.,, 2000) e tem potencial para ser utilizada como antigeno na
producéo de vacina contra neosporose (HEMPHILL et al., 1997).

Vacinas recombinantes tém seu potencial aumentado caso sejam
admistradas juntamente com adjuvantes. A subunidade B da enterotoxina termolabil
de Escherichia coli (LTB) é um potente adjuvante de mucosa e estimula uma
ampla e duradoura resposta sisttmica com secrecdo de anticorpos contra
antigenos co-administrados ou fusionados (WILLIAMS, 2000).

O objetivo deste trabalho foi construir uma fusdo génica utilizando LTB e a
sequéncia que codifica para o dominio imunogénico de NcCSRS2, e expressa-la em
E. coli, visando sua futura utilizacdo em testes de imunogenicidade.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

O desenho dos primers para amplificar o gene ncsrs2, bem como analises
in silico pré-expressao, foi feito no programa Vector NTI v.11 (Invitrogen). Uma vez
construidos os primers, amplificou-se o gene a partir do vetor recombinante
pPET201D-TOPO-ncsrs2, por meio de reacado de polimerase em cadeia (PCR). O
produto da reacdo foi purificado por precipitacdo com isopropanol e digerido com
enzimas de restricdo, juntamente com o vetor pAE/LTB (FISHER et al., 2010). Apoés
a digestao, foi feita nova purificagdo com isopropanol, e o inserto foi ligado ao vetor
utilizando T4 DNA ligase (Invitrogen). O produto dessa ligacdo foi usado para
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transformar, por método de choque térmico, células de E. coli Topl0. As células
transformadas foram selecionadas em meio Luria-Bertani (LB) solido, contendo
ampicilina a 100 pg/mL. As colénias que passaram pela selecdo foram triadas por
extracdo de plasmideos para verificar quais portavam de fato o plasmideo
recombinante. O DNA plasmideal de uma das colbnias recombinantes foi utilizado
para transformar quatro cepas de E. coli BL21 DE3: Artic Express, pLyss, Star e Rill.

As quatro cepas transformadas com pAE/LTB+ncsrs2, juntamente com
Artic Express e Star transformadas com pAE/LTB e todas as cepas nao
transformadas (controle negativo), foram induzidas a expressar a proteina
recombinante com IPTG 0,5 mM por trés horas a 37°C, em meio LB liquido. Ao final
da inducdo, 1 mL de cada cultivo foi centrifugado e teve seu pellet recuperado, para
posterior avaliacdo da expressdo da proteina de interesse, realizada por Western
Blotting com anticorpos anti-histidina e anti-mouse conjugado a peroxidase.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises in silico realizadas no programa Vector NTI v.11
demonstraram que o tamanho do amplicon gerado seria de 760 pb (Fig. 1), e a
guimera LTB+NcSRS2 teria 363 aminoacidos, com um peso molecular de cerca de
39 kDa (Fig. 2).
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Figura 1: Analise in silico do tamanho em pares de base do amplicon.
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Figura 2: Andlise in silico do peso molecular da quimera LTB+NcSRS2.

A amplificacdo de ncsrs2 a partir de pET201D-TOPO-ncsrs2 resultou em
fragmentos condizentes com o tamanho esperado (Fig. 3). Das colénias triadas por
extracdo de DNA plasmidial, 60% foram recombinantes (Fig. 4).
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Figura 3: Eletroforese em gel de agarose do Figura 4. Triagem de col6nia recombinante

PCR de ncsrs2, corado em brometo de etideo. por extracao de DNA plasmidial e subsequente
Coluna 1: Marcador 1kb plus (Invitrogen); 2, 3, eletroforese em gel de agarose 1%, corado
4 e 5: PCR utilizando 100 ng de com brometo de etideo. Coluna 1: pAE/LTB
pET201D-TOPO-ncsrs2 como template; 6: (marcador); 2, 3, 6, 8 9 e 10: Colbnias
PCR usando &gua milli-Q como template recombinantes; 4, 5, 7 e 11: Col6nias nado
(controle negativo). recombinantes.

A revelagdo do Western Blotting (Fig. 5) demonstrou que as quatro cepas
transformadas produziram proteinas reconhecidas pelos anticorpos utilizados, e que
possuem seus pesos moleculares de acordo com a analise da figura 2.
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Figura 5: Western Blotting da expressdo da quimera LTB+ncsrs2. Coluna 1. Rainbow full-range
marker (Amershan); 2: Artic Express pAE/LTB; 3: Star pAE/LTB; 4: Artic pAE/LTB + ncsrs2; 5: pLyss
pPAE/LTB + ncsrs2; 6: Star pAE/LTB + ncsrs2; 7: Rill pAE/LTB + ncsrs2; 8: Artic ; 9: pLyss; 10: Star.

4 CONCLUSAO
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A clonagem de ncsrs2 em pAE/LTB, bem como a expressao da quimera
resultante em quatro cepas de Escherichia coli, foram obtidas com sucesso. As
cepas Artic Express, Star e Rill produziram um montante da quimera LTB+NcSRS2
relativamente maior do que a cepa pLyss, por consequéncia, serdo escolhidas para
dar prosseguimento ao estudo. Os proximos passos do trabalho serdo aumentar a
escala de producdo, purificar as proteinas e fazer testes de imunogenicidade,
comparando os resultados com aqueles obtidos pela NcSRS2 néo fusionada a LTB
(também produzida pelo grupo de pesquisa). Agradecimentos: CNPqg, CAPES e
FAPERGS pelo apoio financeiro.
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