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1. INTRODUGCAO

A rodococose equina € uma enfermidade respiratoria grave que afeta potros
jovens, sendo o patdgeno intracelular Rhodococcus equi (também conhecido
como Prescotella equi) o agente etiologico (PRESCOTT, 1991). Esta bactéria
Gram-positiva, amplamente distribuida no ambiente, € um habitante natural do
solo e se prolifera em fezes de equinos e outros herbivoros (VAZQUEZ-BOLAND
et al., 2009). A infecgdo ocorre principalmente por inalagdo de aerossois contendo
0 patogeno, que se aloja nos alvéolos pulmonares e desencadeia 0 processo
infeccioso. Embora seja um microrganismo onipresente, R. equi causa doenca em
cavalos, principalmente potros, e de forma oportunista em humanos
imunossuprimidos (MUSCATELLO et al., 2007).

A patogenia da rodococose esta intrinsecamente ligada a capacidade de R.
equi de sobreviver e se replicar dentro dos macréfagos alveolares. A bactéria é
internalizada por fagocitose, mas consegue evitar a destruicédo intracelular e se
multiplicar, levando a necrose celular e a formagdo de grandes abscessos
pulmonares (MUSCATELLO, 2007). A suscetibilidade dos potros a doenca se
deve a imaturidade de seu sistema imunoldgico, que ndo consegue montar uma
resposta eficaz contra o patdgeno intracelular. A doenga afeta potros com idade
entre 3 semanas e 5 meses, periodo em que a imunidade materna passiva esta
em declinio e a imunidade ativa do potro ainda nao esta totalmente desenvolvida.
A alta morbidade e mortalidade associadas a rodococose representam um desafio
significativo para a industria equina (GIGUERE; PRESCOTT, 1997).

O controle da rodococose € um desafio historico tendo as estratégias
tradicionais, como o soro hiperimune que fornecem imunidade passiva, mas sua
eficacia é variavel e nao previne totalmente a infecgédo. A vacina de bacterina de
R. equi inativado, feita de bactérias mortas, também tem sua eficacia questionada
por induzir uma resposta imunoldégica humoral, que ndo é a mais indicada para
combater um patégeno intracelular (HOOPER-MCGREVY; GIGUERE, 2011).
Sendo a rodococose equina uma doenga grave, em resposta as limitagdes das
vacinas atuais, a pesquisa se concentra em vacinas recombinantes que usam
antigenos especificos de Rhodococcus equi. Esses antigenos sao cruciais para a
viruléncia da bactéria, tornando-os alvos ideais. Este trabalho foca na expresséo e
caracterizagdo desses antigenos para criar um protétipo de vacina de
subunidade, buscando uma solu¢do mais segura e eficaz para a saude animal e a
industria equina.
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2. METODOLOGIA

2.1 Transformacgao e expressao das proteinas recombinantes

Escherichia coli BL21 (DE3) Star foi transformada mediante choque térmico
para inser¢ao do vetor plasmidial (pET28a) que foi adquirido comercialmente da
Epoch Life science contendo o gene de interesse, conforme descrito por Green
and Sambrook (2012). Brevemente, as células transformadas de E. coli foram
cultivadas em 10 mL de meio Luria-Bertani (LB) suplementado com 100 mM
canamicina e incubadas em agitador orbital (16h, 37 °C,180 RPM)

Apos, 5 mL do cultivo foi transferido para 100 mL de LB com 100 mM
canamicina e incubado nas mesmas condi¢gdes até atingir a densidade Optica
(DOggonm) de 0,8 — 1,0 para indugdo da expressao da proteina recombinante pela
adicao de 0,5 mM isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) por 3 h (37 °C, 180
RPM).

2.2 Processamento dos cultivos e avaliagao da solubilidade

ApOs a expressdo da proteina recombinante, o cultivo foi centrifugado
(7.000 RPM, 5 min) e o pellet suspenso em 10 mL de tampdo de lavagem
contendo 100 mM lisozima e incubado em agitagao por 1h a 37°C. Apods a lise
enzimatica, os cultivos foram submetidos ao processo de ultrassonicagdo (60
KHz, 6 ciclos de 15 segundos) e centrifugadas (10.000 RPM, 10 min, 4 °C) para
separagao das fragbes celulares soluveis (sobrenadante do lisado celular) e
insoluveis (pellet).

O pellet celular, contendo os corpos de inclusao, foi suspenso em 10 mL de
tampao de lavagem contendo 8M Uréia para desnaturagdo e solubilizagdo da
proteina e incubado sob agitagdo lenta (16h, 4 °C). Ao final dessa etapa, a
amostra foi centrifugada (10.000 RPM, 20 min, 4 °C) e o sobrenadante coletado
para avaliacdo por SDS-PAGE e Western blot.

Amostras de cultivo ndo induzido e induzido 3 h com IPTG, bem como do
sobrenadante do lisado celular (soluvel) e dos corpos de inclusao (insoluvel)
foram avaliadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS—PAGE) 12%. Para
o Western Blot, foram aplicadas as mesmas amostras avaliadas por SDS-PAGE
em outro gel e transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando o
TransBlot Turbo Transfer System (Bio-Rad, EUA) a 25 V por 20 minutos. A
membrana contendo as proteinas foi incubada em tampao de bloqueio (PBS-T +
5% de leite em pd desnatado) durante 1 h. Apds a etapa de bloqueio, a
membrana foi lavada com PBS-T e incubada com anticorpo anti-6xhis conjugado
a HRP (ThermoFisher, EUA) diluido 1:10.000 em PBS-T e mantido sob agitacao
por 1 h, seguido de uma etapa de lavagem com PBS-T e revelacao da reacao por
DAB (Tris HCI 50 mM pH 7,6; solugdo de niquel 0,03%; H,O, e
3,3’-diaminobenzidine).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisamos a expressao dos antigenos recombinantes (Ag1, Ag2 e Ag3) por
Western blot (Figura 1). O método confirmou a produgao das proteinas-alvo, ja
que bandas correspondentes aos antigenos apareceram nos extratos celulares
induzidos. A presenca das bandas na analise demonstrou a expressdo dos
antigenos com seus tamanhos moleculares esperados.
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Figura 1: Avaliagcao da expressao e caracterizagdao por Western blot dos extratos
celulares e das fragoes soluvel e insolivel dos antigenos recombinantes (Ag1, Ag2
e Ag3). A: 1 - Extrato celular ndo induzido do Ag1; 2 - Extrato celular induzido do Ag1; 3 -
Fracao soluvel do Ag1; 4 - Fragao insoluvel do Ag1; 5 - Marcador; 6 - Extrato celular ndo
induzido do Ag2; 7 - Extrato celular induzido do Ag2; 8 - Fragao soluvel do Ag2; 9 -
Fracdo insoltvel do Ag2; 10 - Controle positivo (proteina recombinante purificada). B: 1 -
Marcador; 2 - Extrato celular ndo induzido do Ag3; 3 - Extrato celular induzido do Ag3; 4 -
Fragdo soluvel do Ag3; 5 - Fragdo insoluvel do Ag3; 6 - Controle positivo (proteina
recombinante purificada).

Analisamos a expressao dos antigenos, que foram encontrados principalmente
na fracdo insoluvel, formando corpos de inclusdo. O Ag1 e Ag2 foram
majoritariamente insoluveis, com pouca presenca na fragao soluvel (Figura 1A,
colunas 3, 4, 8, e 9). O Ag3 também se mostrou quase totalmente insoluvel
(Figura 1B, coluna 5). A identidade dos trés antigenos foi confirmada por Western
blot, e seu tamanho correspondeu ao dos controles positivos.

A expressao de antigenos de R. equi como corpos de inclusdo € comum em
sistemas heterélogos (CARDOSO, 2013). O foco em proteinas de viruléncia,
como VapA e VapC, €& promissor. Essas proteinas sao cruciais para a
sobrevivéncia da bactéria em macréfagos, tornando-as ideais para uma resposta
imune direcionada (BYRNE, 2001; LETEK, 2008). A patogenicidade de R. equi
depende do plasmideo que codifica as proteinas Vap (TREVISANI, 2017,
VALERO-RELLO, 2015), e estudos recentes confirmam seu papel central na
infeccao (MIRANDA-CASO LUENGOS, 2024). Vacinas baseadas em bacterinas
inativadas geram uma resposta imune limitada e apresentam risco de inativagéo
incompleta (RAO et al., 2012; PAGANELLI et al., 2019). Por outro lado, o uso de
proteinas recombinantes é significativamente mais seguro, pois o antigeno n&o
pode causar a doenga (PAGANELLI et al., 2019). As préximas etapas incluem a
otimizagcdo da solubilizacdo e refold dos antigenos, seguida pela purificagdo e
caracterizagao imunolodgica.

4. CONCLUSOES

Neste trabalho, expressamos com sucesso trés antigenos recombinantes de
Rhodococcus equi (Ag1, Ag2 e Ag3). A produgdo e caracterizacao desses
componentes sdo um passo significativo, confirmando seu potencial para o
desenvolvimento de um protétipo vacinal contra a rodococose equina. Apesar de
terem se acumulado em forma insoluvel, a pesquisa abre caminho para
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otimizagdes futuras na purificacdo. Isso representa um avanco em relacdo as
vacinas tradicionais, baseadas em bactérias inativadas, pavimentando o caminho
para uma vacina mais segura, pura e eficaz para a saude equina.
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