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Swine colibacillosis caused by enterotoxigenic Escherichia coli remains one of the main
sanitary problems in pig farms. The recombinant DNA technology offers the possibility of
developing new immunization strategies. This paper describes the development of a subunit
vaccine through the expression and purification of the E. coli K88 FaeC fimbrial protein. The
gene that codes for this antigen was amplified by PCR and cloned into an E. coli expression
vector fused to a 6X histidine tag. The recombinant protein was purified by affinity
chromatography and used for mice immunization. In parallel, the same gene was cloned into
an eucariotic expression vector with the addition of the Kozak sequence for improving
translation of this gene in muscle cells. The resulting plasmid named pUP310 was purified in
large scale and used to immunize mice. The immune response afforded by both forms of
immunization was monitored by ELISA. There was an immune response in mice inoculated
with pUP310 and purified FaeC. It was possible to detect anti-FaeC antibodies 42 days after the
firstinoculation. The antibody titer increased with time, being still detectable 7 months after
the first inoculation. Itis concluded that recombinant FaeC and pUP310 are potential tools
for immunization of swine against E. coli K88.

INDEX TERMS: Swine colibacillosis, FaeC, Escherichia coli, DNA vaccine, recombinant vaccine.

RESUMO.- Colibacilose suina causada por Escherichia coli
enterotoxigénica continua sendo um dos principais problemas
sanitarios na criagdo de suinos. A tecnologia do DNA
recombinante proporciona a possibilidade de desenvolvimento
de novas estratégias de imunizag&do. Neste trabalho é descrito o
desenvolvimento de uma vacina de subunidade através da pro-
ducdo e purificacdo da proteina FaeC da fimbria de E. coli K88. O
gene que codifica este antigeno foi amplificado por PCR e clonado
em um vetor de expressdo em E. coli, fusionado a uma cauda de
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histidinas. A proteina recombinante expressa por esta bactéria
foi purificada, e depois de quantificada foi utilizada para imuni-
zar camundongos. Paralelamente a isso, 0 mesmo gene foi
clonado no vetor de expressao em célula eucariética, introdu-
zindo a sequéncia de Kozak para favorecer a traducéo deste
gene em células musculares. O plasmidio resultante, denomina-
do pUP310, foi produzido em larga escala e também utilizado na
imunizacao de camundongos. A resposta imune induzida por
ambas formas de imunizagdes foi monitorada por ELISA, onde o
antigeno utilizado foi a proteina FaeC purificada. Houve indugéo
de resposta imune nos camundongos inoculados com pUP310 e
FaeC purificada. Foi possivel detectar anticorpos anti-FaeC 42
dias ap0s a primeira inoculagdo e este titulo foi aumentando,
sendo ainda detectavel 7 meses apés a primeira inoculagéo. Con-
clui-se que pUP310 e FaeC recombinante sao candidatos poten-
ciais para imunizacao de suinos contraE. coli K88.

TERMOS DE INDEXAGAO: Colibacilose suina, FaeC, Escherichia coli,
vacina de DNA, vacina recombinante.
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INTRODUGAO

A suinocultura vem, ao longo dos tempos, desenvolvendo-se e
buscando um mercado cada vez mais especializado (Andnimo
2002). Esta € uma atividade que propicia 6timas oportunidades
para investimentos, e também a possibilidade de transformar
matéria-prima bruta em produtos de maior valor agregado, como
carne e derivados industrializados. A atividade suinicola tem
apresentado, em nivel internacional, uma tendéncia de concen-
tracdo e especializacdo, caracterizando-se pela produc¢éo cada
vez mais eficiente, praticada por um nimero cada vez menor de
produtores (Lucia Jr et al. 2000).

As diarréias constituem um fator limitante da produc&o suina,
e afetam animais em todas as fases de crescimento, provocando
atraso no desenvolvimento ou até a morte dos animais (Mooi &
Graaf 1985). Um dos mais importantes problemas de satde, as-
sociados a producdo suina é a diarréia neonatal causada por
cepas de Escherichia coli enterotoxigénicas (Broeck et al. 2000).
Este agente etioldgico é responsavel por 48% das mortes em
animais ndo desmamados (Leman et al. 1986). Entre os fatores
de patogenicidade de E. coli enterotoxigénica (ETEC) estdo as
fimbrias, que possibilitam a sua aderéncia ao epitélio intestinal, e
aproducdo de toxinas pela bactéria (Oudega & Graaf 1988). As
principais fimbrias de ETEC causadoras de diarréia em suinos
580 K88 (F4), K99 (F5), P987 (F6) e F41 (Sobestiansky et al. 1999).
A maioria das cepas de E. coli causadoras de diarréias em suinos
apresentam a fimbria K88 portadora das variantes antigénicas
“ab, ac e ad” (Choi etal. 1999). Seis genes estruturais estdo envol-
vidos na biogénese da fimbria K88 (Mooi & Graaf 1985). O FaeC
€ um polipeptideo com aproximadamente 16,9 KDa e localiza-se
na extremidade das fimbrias K88, e portanto, possivelmente te-
nha uma participagéo importante na adesdo da fimbria ao epitélio
intestinal (Bakker et al. 1992).

As bacterinas comerciais contra a diarréia em suinos confe-
rem uma protecao satisfatoria aos animais, mas podem apresen-
tar endotoxinas, que por sua vez podem provocar abortos em
fémeas gestantes (Isaacson 1994). A tecnologia do DNA
recombinante pode ser utilizada para o desenvolvimento de
novas e modernas vacinas. As vacinas de segunda geracédo, ou
de subunidade, tém o potencial de conferir prote¢do, sem o
risco de causar a doenga. Mais recentemente, comegaram a ser
desenvolvidas vacinas ditas de terceira geracdo, ou seja, vacinas
de DNA. Estas também néo apresentam risco de causar a doen-
¢ca, e tém avantagem de possibilitar a indugdo de ambos os tipos
de imunidade protetora, humoral e celular, com estimulagéo
tanto de linfacitos T CD4 como de T CD8 citotdxicos, sem 0 risco
associado a vacinas de organismos vivos (Silva 1997). Estas vaci-
nas produzem a proteina dentro da célula, estimulando assim as
duas classes do sistema MHC (Babiuk et al. 2000).

Aexpressao de proteinas de bactérias em células eucarioticas
pode ser problemaética, pois existe diferenga nos sinais de trans-
cricdo e traducdo nestes dois tipos de células. A transcricdo de
um gene bacteriano em células de animais pode ser possibilitada
através do uso de promotores de eucariotos. Enquanto células
bacterianas utilizam um sitio de ligagdo do ribossomo proximo
do cédon de iniciacdo, em células eucarioticas o ribossomo ini-
cia a traducgdo a partir do primeiro ATG encontrado no RNA
mensageiro. Kozak (1981) observou que a maioria dos genes de

eucariotos caracterizados até entdo apresentavam geralmente
“A” na posicao —3 (antes do codon ATG) e “G” na posi¢édo +4
(depois do cddon ATG). Mutagdes afetando o A®e 0 G**enfra-
guecem a iniciagdo da transcri¢do, tanto in vivo como in vitro
(Kozak 1997). Portanto, genes de procariotos podem ter a tradu-
¢do aumentada se apresentarem a chamada seqiiéncia de Kozak
(AXXATGG). Foi demonstrado que alguns genes, como o da
preproinsulina humana, tém sua tradugdo aumentada em até 20
vezes ha presenca desta sequéncia (Kozak 1986). A expressédo
protéica do gene hCG em dictyostelium foi aumentada em até
50% com a introducdo da sequéncia de Kozak neste gene
(Vervoort et al. 2000).

Este trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade
imunogénica da proteina FaeC, localizada na extremidade da
fimbria K88, visando a sua utilizacdo para o desenvolvimento de
vacina contra a colibacilose suina. Para isso, foram utilizadas
duas estratégias: a produc¢do de uma vacina de subunidade cons-
tituida da proteina purificada, e o desenvolvimento de uma vaci-
na de DNA constituida do gene faeC acrescido da seqtiéncia de
Kozak. A avaliagdo das mesmas foi realizada em camundongos,
demonstrando uma resposta imune humoral elevada e dura-
doura.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo do gene faeC. O faeC foi amplificado por PCR a
partir de cultura de Escherichia coli E68 portadora da fimbria K88.
Para esta amplificagdo foram utilizados os primers faeC F: 5" ACC
ATG GCG GTT CAAAAAACCATATTCAG 3’ e faeCR: 5" CCT CTA GAC
TACCTATGATAAGTG ACAACA 3. No primer faeC F foi acrescentado
a sequéncia de Kozak (em negrito) visando melhorar a expressao
génica em células eucariéticas. O PCR foi realizado em um volume
final de 50pl, contendo 50ng de DNA plasmidial extraido de E. coli
E68, 6ng/ul de cada oligonucleotideo, 1 unidade de Taq DNA polimerase
recombinante (Invitrogen), 2mM de MgCl,, 0,2mM dNTP e 10% de
tampéo da enzima Taq DNA polimerase. A reacdo foi submetida a
um passo de desnaturacao inicial (94°C, 5min), sequido por 30 ciclos
de desnaturacdo (94°C, 1min), anelamento (50°C, 1min) e extensdo
(72°C, 1min). Apds os 30 ciclos, a reagdo foi submetida a um ciclo
final de extensdo a 72°C por 7min.

Clonagem do faeC no vetor pTargeT. O fragmento ampli-
ficado no PCR foi clonado no vetor pTargeT, contido no pTARGET™
Mammalian Expression Vector System (Promega) segundo instrucdes
do fabricante. Para tanto, foi utilizados 1pl do produto de PCR, 1pl do
vetor pTargeT, 1 unidade de T4 DNA ligase, 1l de tampao de reagédo
10X e 6l de &gua Milli-Q. A seguir a reagdo foi incubada por 12 horas
a4°C. O produto da ligagéo foi usado para transformar E. coli IM109
por choque térmico. A transformagao foi realizada com 100il de células
competentes as quais foram adicionados 3il da reacéo de ligacéo.
Apos incubagdo em gelo por 30min, seguido de choque térmico por
45 segundos a 42°C, e nova incubagdo em gelo por 2min., foram
adicionados 900pI de meio SOC (Sambrook & Russell 2001), e incubado
a 37°C por 1 hora. Um volume de 100pl foi entdo plagueado em meio
LB contendo 50 pg/ml de ampicilina, e as placas foram incubadas por
16 horas a 37°C. Col6nias que cresceram na placa foram submetidas
a uma triagem rapida pelo método microprep (Jouglard et al. 2002).
Clones que apresentavam inserto foram selecionados e cultivados
em meio LB contendo 50 pg/ml de ampicilina, por 16 horasa 37°C em
incubador com agitacdo orbital. Esta cultura foi submetida a extracdo
de DNA plasmidial utilizando-se o QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,
Alemanha), conforme instrucdes do fabricante. Posteriormente, este
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DNA foi digerido com as enzimas de restricdo BamHI e Xbal. Um
plasmidio recombinante cujo inserto estava na orientacéo horaria foi
selecionado e denominado pUP310. Este clone foi cultivado em um
volume de 500 ml de LB, nas mesmas condi¢Bes que a anterior, e
submetido a extracdo de DNA em larga escala usando o kit Qiagen-tip
2500 (Qiagen, Alemanha).

Construcdo do pAE/faeC. O DNA do pUP310 foi digerido com
BamHlI, Hindlll e Pstl e a banda correspondente ao gene faeC foi
excisada do gel e submetida a uma purificagdo por GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences). Este fragmento
foi entdo ligado ao vetor pAE, que ja havia sido clivado com as enzimas
BamHI e Hindlll e desfosforilado com fosfatase alcalina, seguindo as
recomendacdes de Sambrook & Russell (2001). A reagdo de ligagdo
foi mantida a 16°C por 2 horas, e posteriormente o produto desta
reacdo foi usado para transformar células competentes de E. coli
JM109 nas mesmas condicdes citadas acima. A sele¢do de clones
recombinantes foi realizada conforme ja descrito. Um dos clones
recombinantes foi inoculado em meio de cultura LB contendo
ampicilina 50 ig/ml e cultivado a 37°C por 16 horas. Deste cultivo foi
realizada extracdo de DNA plasmidial utilizando-se o kit QIA prep
Spin Miniprept (Qiagen). O DNA resultante da extracdo foi utilizado
para transformar E. coli BL21(DE3), BL21(DE3)SI, BL21(DE3)codon Plus
e BL21(DE3)pLysS, conforme metodologia ja descrita.

Expressdo e purificagdo da proteina FaeC. Foi selecionada
uma coldnia de cada cepa de BL21(DE3) e cultivada em meio de
cultura 2YT (Sambrook & Russell 2001) em agitador orbital a 250 rpm
a 37°C. A cepa Sl foi crescida na auséncia de sal. Apos atingir densidade
Gticaa 600 nm (ODy) entre 0,5 e 0,7, uma amostra foi coletada para
servir como controle ndo induzido. Em seguida, foi adicionado 1 mM
de IPTG. A cepa Sl foi induzida com 300 mM de NaCl. Trés horas ap6s
a adicdo do IPTG ou NaCl, o cultivo foi finalizado e uma amostra foi
retirada. As amostras destes cultivos foram processadas e submetidas
aeletroforese em gel de poliacrilamida segundo metodologia descrita
por Sambrook & Russel (2001). A cepa de BL21(DE3), que expressou a
proteina FaeC em maior quantidade, foi selecionada, cultivada em
larga escala e submetida a purificagdo através do kit QIA expressionist
(Qiagen, Alemanha). A proteina assim purificada foi quantificada pelo
método de microtitulagdo de Bradford para posteriormente ser
utilizada para imunizacdo de camundongos.

Imunizagdo de camundongos. O DNA do pUP310 e a proteina
FaeC purificada foram utilizados na inoculagdo de camundongos BALB/
c fémeas por via intramuscular. Utilizaram-se 4 grupos de 5 animais
cada, onde o primeiro grupo foi inoculado com o pUP310 (pTargeT/
faeC), o segundo com a proteina FaeC purificada, o terceiro recebeu
somente solugdo salina e o quarto recebeu uma vacina comercial
(bacterina) contra colibacilose suina. Foram aplicadas duas doses
num intervalo de tempo de 21 dias. Os animais do Grupo 1 receberam
50il de sacarose a 25% e 30min apos, receberam 100ul contendo
100ig de pUP310 (pTargeT/faeC). O Grupo 2 recebeu 100ig de FaeC,
onde a primeira inoculacéo foi feita com adjuvante completo de Freund
e a segunda com adjuvante incompleto de Freund. O grupo inoculado
com salina recebeu um volume de 100ul em cada inoculagdo. O
grupo inoculado com vacina comercial recebeu duas doses de 100il,
também via intramuscular. As amostras de sangue foram obtidas por
puncéo do seio venoso retrocular no dia zero, antes da segunda
inoculagdo e depois a cada 21 dias.

Avaliacdo da resposta imune induzida pela vacina de
DNA e pela vacina de subunidade. A resposta imune foi
monitorada por ELISA, onde o antigeno utilizado foi a proteina FaeC
purificada. Placas de poliestireno foram sensibilizadas com 20ig/ml
de proteina FaeC purificada e incubadas a 37°C por 2 horas.
Posteriormente, foram lavadas 3 vezes com PBS-T (tampéo salina
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fosfato pH 7,6, contendo Tween 20 a 0,05%). As placas foram bloqueadas
com leite em pd desnatado 0,25% por 1 hora a 37°C e lavadas
novamente 3 vezes com PBS-T. Ap6s, colocou-se 0s soros testes diluidos
1/50 em PBS-T e incubou-se a 37°C 1 hora. A seguir foram feitas trés
lavagens com PBS-T e adicionou-se o soro anti-imunoglobulina de
camundongo conjugado com peroxidase (DAKO), seguido por uma
incubacao a 37°C por 1 hora. Apés 5 lavagens com PBS-T foi adicionado
o substrato ELISA-OPD Peroxidase (SIGMA) e incubado por 30 min a
temperatura ambiente em local escuro. A leitura da densidade Optica
foi feita a 450 nm em um leitor de ELISA (Dynatech MR 700).

Para eliminar a interferéncia de fatores inespecificos nas leituras
de ELISA, as absorbancias de cada amostra foram divididas pela do
soro pré-imune do mesmo animal. Nesta forma, o valor do soro pré-
imune é sempre 1, sendo os valores dos soros imunes referidos a ele.
Os titulos sao expressos em unidades de ELISA, determinados segundo
0 seguinte quociente: Unidades de ELISA = Absorbancia da amostra
/ absorbancia soro pré-imune.

Uma eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada
utilizando-se a proteina FaeC purificada e amostras do cultivo
bacteriano de E. coli E68. Foi realizada a transferéncia destas proteinas
para uma membrana de nitrocelulose Hybond™ ECL™ (Amersham
Pharmacia Biotech) e o bloqueio foi feito com leite em p6 desnatado
a 5%. A membrana foi incubada durante 1 hora com 0s soros testes
diluidos 1/10 em PBS-T. Foram efetuadas trés lavagens com TBS e
adicionado soro anti-imunoglobulina de camundongo conjugado com
peroxidase (DAKO). Apds incubacdo de 1 hora a temperatura
ambiente, a membrana foi lavada 5 vezes com TBS-T e adicionado o
substrato (DAB Peroxidase, SIGMA). Ap6s 15min a reacdo foi
interrompida com agua destilada.

Andlise estatistica. Os resultados obtidos no teste de ELISA
dos animais vacinados foram submetidos & andlise de variancia de
Kruskal-Wallis, para dados ndo paramétricos, versao Statistix 7.0.

RESULTADOS

A amplificacdo do faeC por PCR foi obtida com a temperatura de
anelamento de 50°C. O fragmento do gene faeC amplificado foi
purificado e ligado com o vetor pTargeT. Apds transformacao
de Escherichia coli IM109, clones recombinantes foram identifica-
dos e cultivados em meio liquido. O DNA plasmidial extraido
destes clones foi digerido com as enzimas de restri¢cdo BamHl e
Xbal para indicar a orientacdo do inserto. Aamostras com inserto
no sentido horario apresentaram um fragmento de 522 pb e
outro de 5.650 pb. Alguns clones digeridos com estas mesmas
enzimas apresentaram um fragmento de 28 pb e outro de 6.144
pb, indicando a presenca do inserto na orientagéo anti-horaria.
Um clone recombinante que apresentou o inserto do faeC no
sentido horario foi selecionado e denominado pUP310. O mapa
da deste plasmidio encontra-se na Fig. 1.

Aextracdo do pUP310 em larga escala, a partir de uma cultu-
ra de 500 ml, resultou em 3,5 ml de DNA na concentragéo de
1,1ig/il. Este DNA foi submetido a uma digestdo com enzimas de
restrigdo BamHlI e Hindlll que confirmou a presenca do inserto
contendo o gene faeC.

O plasmidio pUP310 foi digerido com BamHI e Hindlll e a
banda correspondente ao inserto contendo o gene faeC foi
excisada do gel e purificada. O fragmento de DNA obtido foi
ligado com o vetor pAE, previamente digerido com as mesmas
enzimas e tratado com fosfatase alcalina. A transformagéo de E.
coli JM109, com o produto da liga¢do, resultou em dezenas de
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Fig. 1. Mapa do plasmidio pUP310.
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Fig. 2. Mapa do plasmidio pAE/faeC.

transformantes. Foi selecionado um clone recombinante, culti-
vado e submetido a extracdo de DNA plasmidial. A presenca do
inserto faeC foi confirmada através de clivagem do DNA com as
enzimas BamHI e Hindlll. O plasmidio recombinante foi denomi-
nado pAE/faeC. Na Fig. 2 encontra-se 0 mapa do vetor pAE e do
inserto faeC, bem como o plasmidio resultande da clonagem
destes fragmentos.
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Fig. 3. Resposta imune apresentada em Unidades de ELISA de ca-
mundongos inoculados com a vacina de DNA pUP310 (pTargeT/
faeC) e do grupo controle (salina). Asteriscos representam dife-
renca estatisticamente significativa entre os dois grupos.
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Fig. 4. Resposta imune apresentada em Unidades de ELISA de ca-
mundongos inoculados com a vacina de proteina recombinante
FaeC e do grupo controle (salina). Asteriscos representam dife-
renca estatisticamente significativa entre os dois grupos.

As diferentes cepas de E. coli BL21(DE3) foram transforma-
das com o plasmidio pAE/faeC e col6nias transformadas foram
utilizadas para inocular meio liquido. No momento adequado
procedeu-se a indugdo da expressao da proteina recombinante
através da adicéo de IPTG, ou NaCl no caso da cepa BL21(DE3)SI.
Amostras coletadas apés 4 horas de indugéo revelaram que a
proteina FaeC foi expressa pelas 4 cepas de E. coli BL21, porém,
codon Plus e pLysS apresentaram uma banda mais evidente.
Observou-se que a transcri¢do da proteina FaeC ndo foi induzida
por IPTG ou NaCl (cepa Sl) pois esta ja estava presente em niveis
elevados antes da indugdo. Por apresentar uma banda levemen-
te mais intensa que as demais, optou-se por trabalhar com a
cepa pLyssS.

Visando a purificagao da proteina em maior escala, uma cepa
de E. coli BL21(DE3) pLysS foi cultivada em um volume de 500 ml
de meio. Deste cultivo obteve-se um volume final de 3ml de pro-
teina purificada. A quantificacdo feita pelo método de micro-
titulacdo de Bradford revelou uma concentracao de 1,2mg/ml.
Esta quantidade de proteina foi suficiente para todos as imuni-
zacBes, bem como para os testes de ELISA e western blot.

Aiinoculacdo de camundongos com 2 doses de 100ug cada
de pUP310 por via intramuscular foi capaz de induzir uma res-
posta imune especifica contra a proteina FaeC. O teste de ELISA
realizado com soro de animais imunizados com a vacina de DNA
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apresentou titulo significativo de anticorpos (p>0,05) a partir
do 42° diaapds a primeira inoculagéo, quando comparado com
o grupo controle (salina). A resposta imune apresentada pelos
camundongos foi monitorada até 210 dias apés a primeira
inoculacdo e o titulo foi aumentando progressivamente com o
passar do tempo. Este resultado esta ilustrado na Fig. 3.

Camundongos inoculados com a proteina recombinante
apresentaram uma resposta imune elevada ja a partir do 21° dia
apos ainoculagdo. Arespostaimune apresentada pelos camun-
dongos foi monitorada até 130 dias ap0s a inoculagao e o titulo
de anticorpos foi aumentando progressivamente até 0 902 dia
apos a inoculacdo. Depois houve uma pequena queda, manten-
do-se constante até o 1302 dia. Este resultado pode ser visualizado
naFig. 4.

O grupo de animais que recebeu a vacina comercial consti-
tuida por bacterina de E. coli, portadora do antigeno K88, nédo
apresentou anticorpos detectéaveis contra a proteina FaeC
recombinante.

DISCUSSAO

Neste trabalho, buscou-se estudar métodos de imunizacao vi-
sando a producéo de anticorpos que impecam a adeséo da fim-
bria K88 ao epitélio intestinal, como uma alternativa para evitar
a colonizagdo de Escherichia. coli enterotoxigénica ao intestino
delgado. A primeira estratégia de imunizagao utilizada para atin-
gir este objetivo foi clonar o gene faeC contendo a sequiéncia de
Kozak em um vetor de expressdo em eucarioto, e inocular ca-
mundongos com esta vacina de DNA. Este plasmidio
recombinante construido (pUP310), foi capaz de induzir respos-
ta imune contra FaeC. O titulo de anticorpos foi significativo a
partir do 422 dia ap6s a inoculacéo, quando comparado com o
grupo controle (salina). A resposta inume apresentada pelos ca-
mundongos foi monitorada até 210 dias apés a inoculagdo e 0
titulo foi aumentando progressivamente com o passar do tem-
po.

Este mesmo gene ja havia sido testado em vacina de DNA sem
a incluséo da sequiéncia de Kozak, e ndo houve indugéo de res-
posta imune detectavel em camundongos imunizados com esta
vacina (dados ndo apresentados). Esta nova versdo que utiliza o
gene com uma adenina na posicao -4 e uma guanina na posicao
+1 em relagdo ao codon de iniciacdo (seqiiéncia de Kozak) mos-
trou-se eficaz, sugerindo que a seqiiéncia de Kozak é realmente
importante para a traducéo desta proteina em células eucaridticas,
como ja havia sido demonstrado para outros antigenos (Kozak
1986, Lewin 1997, Vervoort et al. 2000). Porém, ndo podemos
atribuir esta diferenca unicamente a sequiéncia de Kozak, pois
no primeiro experimento foi utilizado o vetor pcDNA3
(Invitrogen), e neste o vetor pTargeT (Promega), embora ambos
utilizem o mesmo promotor para expressdao em células
eucaridticas.

Com o objetivo de testar uma outra forma de imunizacéo, o
gene faeC foi clonado em um vetor de expressdo em E. coli. A
clonagem do faeC no vetor pAE resultou na fusdo da proteina
FaeC a seqiiéncia de 6 residuos de histidina. Estes aminoacidos
possuem afinidade com ions de niquel, presentes na resina per-
mitindo assim sua ligacdo a resina. As proteinas que nao apre-
sentam cauda de histidina s&o removidas nos processos de lava-
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gens. As que tém cauda de histidina sdo eluidas da resina por pH
acido ou por imidazol, visto que ambos competem com as
histidinas pelos ions de niquel. No caso de tamp®&es com pH
&cido, a eluicdo acontece, pois os ions de hidrogénio em maior
guantidade que os ions de niquel, se ligam a histidina desfazen-
do aligacdo entre esta e o niquel.

Camundongos que receberam duas doses com 100 pg de
FaeC recombinante apresentaram uma resposta imune eleva-
da, atingindo 8 unidades de ELISA aos 90 dias ap6s a primeira
inoculacdo, e mantendo-se elevada até o final do experimento
aos 130 dias ap6s a primeira inoculacdo. Comparando os dois
métodos de imunizagdo, a resposta imune foi superior com a
vacina de subunidade do que com a vacina de DNA, porém com
asegunda, o titulo ainda continuava em ascenséo no final do
experimento. A intensidade da resposta imune obtida com a
vacina de DNA contendo o gene faeC foi similar a encontrada
por Turnes et al. (1999), que imunizaram camundongos com
uma vacina de DNA contendo o gene que codifica para a
subunidade principal da fimbria K88 de ETEC, a proteina deno-
minada FaeG.

Experimentos realizados por Sun et al. (2000) demonstra-
ram que a subunidade FaeG € a responsavel pela aderéncia da
bactéria a receptores localizados nos enterdécitos, e que
anticorpos anti-FaeG séo capazes de inibir a adesdo. No entan-
to, estes autores nao descartaram a possibilidade da proteina
FaeC também ter um papel importante pois esta esta localizada
na extremidade da fimbria. Em E. coli enterotoxigénica que
causa diarréia em humanos, Papl, a menor subunidade é res-
ponsavel pela adesdo da bactéria (Jacobs et al. 1987). A organi-
zacao génica deste operon é parecida com a do K88, desta
forma FaeC também poderia participar na adesdo da fimbria
K88 ao epitélio intestinal. Os resultados obtidos neste estudo
com FaeC demonstram que esta proteina é imunogénica. Estu-
dos estdo sendo realizados no momento para demonstrar se
anticorpos anti-FaeC conseguem bloquear a adeséo de E. coli
K88 aos enterdcitos de suinos. Caso esta hipdtese se confirme,
este antigeno passa a ser o candidato ideal para uma vacina de
subunidade, pois existe pouca variabilidade entre cepas, o que
nao ocorre com o FaeG que apresenta as variantes k88 ab, ac e
ad (Mooi et al. 1984).

Diversos trabalhos demonstraram que genes que tiveram
seus codons de iniciacdo antecedidos pela seqliéncia de Kozak
tiveram sua expressdo aumentada de 10 a 50 vezes (Kozak 1986,
Lewin 1997, Vervoort et al. 2000). Nossos resultados levam a
crer que FaeC com a seqiiéncia de Kozak também teve sua tradu-
cdo aumentada dezenas de vezes, concordando com as citagdes
acima.

Tanto a imunizagdo com DNA como a de subunidade testa-
dos neste estudo foi capaz de desencadear resposta imune signi-
ficativa contra o antigeno de interesse, porém a vacina de DNA
apresentou resposta menos intensa que a vacina de subunidade.
Combinacdo de uma dose com vacina de DNA, e um reforgo com
proteina purificada poderia ser uma estratégia para obter uma
resposta imune elevada a um custo mais reduzido, como foi
demonstrado por Barnett et al. (2002).

Para aumentar a resposta imune induzida apenas pela vacina
de DNA, outras estratégias poderiam ser utilizadas. Estudos rea-
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lizados com uma vacina de DNA expressando uma proteina de
superficie de Anaplasma marginale demonstraram que ha um
aumento da populag&o de células efetoras e de memdria, quan-
do esta imunizacéo for antecedida por uma vacina de DNA con-
tendo o gene que codifica para o ligante da tyrosina kinase 3 de
figado (Mwangi et al. 2002). Outros adjuvantes ou co-
estimuladores também poderiam ser testados.

Cox et al. (2002), avaliou imunizagéo oral de suinos com a
fimbria K88 solubilisada. Os animais que possuiam o receptor
intestinal para a fimbria K88 produziram imunoglobulinas pre-
dominantemente do tipo IgA. A inducéo de resposta imune de
mucosa € uma das vantagens da imunizacao oral, quando se
busca prote¢do contra colibacilose suina. No trabalho que de-
senvolvemos, testamos uma vacina de subunidade com FaeC
gue é componente da fimbria K88. Esta vacina seria utilizada nas
fémeas gestantes, visando a producéo de anticorpos que passa-
riam via colostro para os leitbes, protegendo-os contra a infec-
¢ao causada por ETEC. A vacina de subunidade FaeC que testa-
mos em camundongos foi capaz de induzir uma resposta imune
bastante elevada. Este resultado nos encoraja a realizar experi-
mentos em porcas, com desafio dos leitdes amamentados por
estes animais imunizados, visando avaliar a capacidade de pro-
tecdo contra diarréia nestes leitGes.

Yokomizo et al. (2002) desenvolveram um imunoadjuvante
de mucosa a partir de uma enterotoxina (LT) de E. coli. Esta cons-
trucdo foi testada com trés antigenos diferentes e administrada
por via intranasal. Um destes antigenos era uma proteina
recombinante de E. coli e, nesta, o imunoadjuvante foi capaz de
aumentar o titulo de imunoglobulinas IgA na mucosa. Este
imunoadjuvante parece ser uma 6tima alternativa quando se
objetiva producao de anticorpos de mucosa, como € o caso da
vacina de subunidade FaeC que busca proteger suinos contra
colibacilose suina.

Animais inoculados com a vacina comercial contendo a
bacterina de E. coli portadora do antigeno K88 nao apresentaram
titulos de anticorpos detectaveis contra a proteina FaeC
recombinante. Este fato pode ser resultante da pouca quantidade
de FaeC presente na composicao desta vacina, ja que esta é uma
proteina pequena e esta presente apenas na extremidade das fim-
brias integras. Muitas das fimbrias sdo quebradas durante o culti-
VO e processamento da vacina, reduzindo a quantidade de FaeC
navacina comercial. Portanto, este resultado ja era esperado.

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir
que o pUP310, um plasmidio que contém o gene faeC com a
sequéncia de Kozak, o qual codifica a menor subunidade fimbrial
de Escherichia coli K88, é capaz de induziu a producao de
anticorpos em camundongos. A proteina recombinante FaeC
também mostrou-se altamente imunogénica. Ambas as estraté-
gias de imunizac@es apresentam potencial para estimular uma
resposta imune protetora contra colibacilose suina caso seja
demonstrado que anticorpos anti-FaeC sejam eficazes no blo-
queio da adesdo de E. coli Enterotoxigénica aos receptores intes-
tinais de suinos.
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