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Resumo

MOREIRA, Gustavo Marcal Schmidt Garcia. Caracterizacdo de proteinas
recombinantes e anticorpos monoclonais para o desenvolvimento de vacinas e
testes diagnosticos. 2013. 88f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso de
Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

O primeiro projeto abordou o desenvolvimento de uma vacina contra a gangrena
gasosa causada pela bactéria Clostridium septicum. Essa bactéria é a uma das
principais causadoras da doenca em rebanhos brasileiros. Dentre as toxinas
produzidas por esse patdgeno, a toxina alfa de C. septicum (TACS) é fundamental
para sua viruléncia. Assim como para outras clostridioses, a conduta mais eficaz e
viavel para o controle dessa doenca € a vacinacdo. Contudo, as vacinas disponiveis
no mercado envolvem um perigoso processo de producdo, com rendimento
imprevisivel. Além disso, ndo existe controle sobre essas vacinas, 0 que explica 0s
baixos niveis de protecdo nos animais vacinados. No presente trabalho, a TACS foi
produzida em Escherichia coli. A proteina foi obtida em forma de corpos de inclusdo
(Cl), os quais foram purificados, resultando no rendimento de aproximadamente
30mg/L de cultivo. Ainda, foram preparadas suspensdes de Cl e de bacterinas
expressando rTACS. Esses trés componentes vacinais serdo posteriormente
testados em modelos animais quanto sua efetividade de protecdo. O segundo
projeto envolveu o desenvolvimento de testes diagndsticos para Listeria spp. e L.
monocytogenes (Lm). Lm é uma bactéria patogénica de origem alimentar, sendo a
principal espécie causadora da listeriose em humanos e animais. Devido a
ubiquidade e a alta resisténcia em condicbes adversas, Lm é encontrada em
diversos alimentos. O método tradicional de deteccdo desse patdgeno, feito através
de enriquecimentos e cultivos bacterianos, possui custo elevado e exige longo
periodo até o resultado final. Assim, métodos imunolégicos servem de alternativa
para diminuir o tempo e o custo. Nesse trabalho, os anticorpos monoclonais (MAbS)
3F8 (anti-Listeria spp.), 3B7 e 2D12 (ambos anti-Lm), previamente produzidos no
Laboratério de Imunologia Aplicada (CDTec, UFPel), foram avaliados em ELISA
direto e sanduiche. No ELISA direto, os three MAbs conjugados com peroxidase
mantiveram sua capacidade de distingcdo. No ELISA sanduiche, a melhor quantidade
para captura foi determinada em 0,5ug por poco, para 3F8, e 1ug por pogo, para
3B7 e 2D12. A proteina frutose 1,6-bisfosfato aldolase (FBA) foi determinada como o
alvo de 3F8. Esse alvo foi produzido em E. coli, sendo obtido solavel ou solubilizado
com N-lauroilsarcosine, e utilizado como imundgeno para a producao hibridomas. A
andlise de fracdes proteicas de Lm — também utilizadas como imundgenos — indicou
que FBA é presente na parede celular, membrana e citoplasma, bem como é
expressa em diferentes niveis durante o crescimento da bactéria. O Ultimo projeto
tratou de uma parceria com o Laboratério de Bacteriologia (LABAC) da Medicina
Veterinaria (UFSM). Neste, uma nova proteina, denominada rSapAn78, foi
desenhada para servir como componente vacinal ou diagndstico do patégeno
Campylobacter fetus subsp. venerealis. Além da expressdo dessa proteina, outros
dois genes, relativos as subunidades individuais de rSapAn78, foram subclonados
em vetor pAE para expressdo em E. coli. Essas trés proteinas serdo futuramente
testadas quanto sua aplicabilidade, mantendo a parceria entre os laboratdrios
envolvidos na pesquisa.



Palavras-chave: Clostridium septicum. Vacina recombinante. Listeriose.
Imunodiagndstico. Campilobacteriose venérea bovina.



Abstract

MOREIRA, Gustavo Marcal Schmidt Garcia. Characterization of recombinant
proteins and monoclonal antibodies for the development of vaccines and
diagnostic tests. 2013. 88f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso de
Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

The first project addressed the development of a vaccine against gas gangrene
caused by Clostridium septicum. This bacterium is a major cause of the disease in
Brazilian livestock. Among the toxins produced by this pathogen, the alpha-toxin of
C. septicum (ATCS) is essential for virulence. As with other clostridial diseases, the
most effective and viable conduct for the control of this disease is vaccination.
However, the vaccines available on the market involve a high risk production with an
unpredictable yield. Furthermore, there is no control of these vaccines, which may
explain the low levels of protection in vaccinated animals. In the present work, ATCS
was produced in Escherichia coli. The protein was obtained in the form of inclusion
bodies (IB), which were purified, resulting in a yield of approximately 30mg/L of
culture. Moreover, suspensions of IB and bacterins expressing rATCS were
prepared. These three vaccine components will be tested in animal models to
evaluate the effectiveness of protection. The second project involved the
development of diagnostic tests for Listeria spp. and L. monocytogenes (Lm). Lm is a
food-borne pathogenic bacterium, and is the main species causing listeriosis in
humans and animals, especially in immunocompromised individuals. Due to the
ubiquity and high resistance to adverse conditions, Lm is found in many foods,
including in ready-to-eat ones. The traditional method of detection of this pathogen
done by bacterial enrichment and culture, has a high cost and requires a long time
until the final result is available. Thus, immunological methods serve as alternative to
solve these problems. In this study, the monoclonal antibodies (MAbs) 3F8 (anti-
Listeria spp.), 3B7 and 2D12 (both anti-Lm), previously produced by the Applied
Immunology Laboratory (CDTec, UFPel) were evaluated in direct and sandwich
ELISA. In the direct ELISA, the three MAbs peroxidase conjugates retained their
ability to discriminate. In the sandwich ELISA, the optimal concentration for the
capture steps was determined at 0,5ug per well for 3F8, and 1ug per well for 3B7 and
2D12. The protein fructose 1,6-bisphosphate aldolase (FBA) was determined as the
target of 3F8. rFBA was produced in E. coli either as a soluble protein or solubilized
with N-lauroylsarcosine, and used as an immunogen for producing hybridomas. The
analysis of protein fractions of Lm - also used as immunogens - indicated that FBA
was present in the cell wall, membrane and cytoplasm and was expressed at
different levels during the bacterium growth. The final project was a partnership with
the Bacteriology Laboratory (LABAC), from UFSM. In this, a new protein, named
rSapAn78, was designed as a vaccine or diagnostic component for the pathogen
Campylobacter fetus subsp. venerealis. Besides the expression of this protein, two
other genes related to rSapAn78 individual subunits were subcloned into pAE vector
for expression in E. coli. These three proteins will be further tested for their
applicability, maintaining the cooperation between the laboratories involved in the
research.

Keywords: Clostridium septicum. Recombinant  vaccine. Listeriosis.
Immunodiagnostic. Bovine venereal campylobacteriosis.
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1. Introducéao Geral

No segundo semestre de 2009, iniciei como estagiario do Laboratorio de
Imunologia Aplicada, situado no Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico (CDTec),
Nucleo de Biotecnologia, da Universidade Federal de Pelotas. Desde entéo,
acompanhei diversos projetos de grande relevancia no meu aprendizado como aluno
de Iniciacdo Cientifica. O laboratdrio, coordenado pelo Professor Doutor Fabricio
Rochedo Conceicdo, tem suas principais linhas de pesquisa voltadas para o
desenvolvimento de proteinas recombinantes a serem aplicadas em vacinas e
diagnoésticos. Recentemente, seu grupo desenvolveu vacinas contra diversos micro-
organismos patogénicos de importancia veterinaria (CONCEICAO et al., 2006;
MICHELON et al., 2006; FISCHER et al., 2007; SEIXAS et al., 2007; ROCHA et al.,
2008). Devido aos animadores resultados obtidos no teste de uma vacina contra o
patégeno Clostridium perfringens (MILACH et al, 2012), o interesse no
desenvolvimento de outras vacinas contra clostridioses aumentou. Assim, unindo
minha experiéncia prévia sobre biologia molecular e expressdo de proteinas, parte
de meu Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) foi voltado para o desenvolvimento
de uma vacina contra o patdogeno C. septicum. Ainda, considerando que o
laboratério também possui trabalhos no desenvolvimento e aplicacdo de anticorpos
monoclonais (MAbs) (MENDONCA et al.,, 2012; VASCONCELLOS et al., 2012),
outra parte de meu TCC foi voltada para a aplicacdo e desenvolvimento dessas
moléculas para deteccdo de Listeria spp. e L. monocytogenes. Para isso, as
atividades foram desenvolvidas sob supervisdo e acompanhamento do Dr. Marcelo
Mendonga, do Laboratorio de Imunologia Aplicada, CDTec, UFPel. Além desses dois
projetos principais, outro trabalho é apresentado como atividade adicional: a
producdo de uma nova proteina para aplicacdo em testes diagnostico ou vacina

contra o patdgeno bovino Campylobacter fetus, causador da campilobacteriose
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venérea bovina (CVB). Devido a diversidade dos projetos acompanhados, 0s
resultados serdo devidamente divididos e formatados em uma mescla de relatorio e
artigo cientifico de modo que sejam facilmente modificados para posterior publicacao
em periodicos da &rea. Além de terem sido imprescindiveis para meu aprendizado e
minha formacdo em pesquisa, os trabalhos desenvolvidos nesse TCC permitirdo o
posterior seguimento dessas linhas, uma vez que pretendo prosseguir na area

académica.
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2. Projeto 1 - Clonagem e expressdo da toxina alfa recombinante de

Clostridium septicum (rTACS) em Escherichia coli

2.1. Reviséo Bibliografica

O micro-organismo C. septicum € um bacilo Gram positivo, anaerébio estrito e
com capacidade de formar esporos. Essa bactéria é encontrada nos mais diversos
locais da natureza, desde o ambiente até o trato gastrointestinal de mamiferos
(HATHEWAY, 1990). Ela é definida como um patégeno oportunista, podendo causar
infeccbes em imunodeprimidos. Em humanos, esta doenca é relacionada com
problemas no intestino, principalmente, com o cancer colorretal e doencas
hematologicas (CHEW; LUBOWSKI, 2001). J& em animais, a infeccdo é decorrente
de feridas ou de préticas que envolvam a manipula¢do do animal, como a castracao,

vacinacdo inadequada, parto, entre outras (MORRIS et al., 2002).

A gangrena gasosa, ou mionecrose, ou edema maligno é a doenca
desenvolvida apos a infeccdo por C. septicum. Esse patégeno € o segundo que mais
causa essa enfermidade em bovinos, ficando atras apenas de C. chauvoei (ASSIS et
al., 2010). Outras bactérias do género, como C. perfringens, C. novyi, C. sordellii,
entre outras (SASAKI et al., 2002), também podem causar a doenca tanto sozinhas
guanto em associacdo, inclusive com C. septicum, causando morte tecidual por
necrose (STEVENS et al., 1997). Por infectar, principalmente, regides profundas do
tecido muscular, essa doenca € de dificil tratamento e diagndstico quando
comparada com infecgdes superficiais. Na saude humana, uma das alternativas para
salvar a vida de pessoas infectadas € através da amputacdo de membros ou
remocé&o do local infectado (GNERLICH et al., 2011). Além da cirurgia, o tratamento
é feito através da administracdo de antibioticos e de sessbes de terapia com

oxigénio hiperbéarico, as quais ndo séo efetivas quando utilizadas sozinhas
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(ECONOMEDES et al., 2012; GNERLICH et al., 2011; LARSON et al., 1995). Para
animais, ndo € descrito tratamento efetivo, uma vez que a maioria dos animais
infectados é diagnosticada ap6s a morte ou em estégio terminal. Além disso, o alto
custo de antibidticos ou da terapia de oxigénio, por exemplo, inviabiliza a
remediacdo desses animais. Assim, do mesmo modo como ocorre para outras
clostridioses, a melhor alternativa para o controle dessa doenca é através da
vacinacao, principalmente com a producao de anticorpos neutralizantes (JOHNSON,

1997; SMITH, 2009).

Devido a falta de estudos epidemiologicos no Brasil, é dificil estabelecer os
prejuizos financeiros decorrentes da morte de animais por infec¢des de C. septicum
(SALVARANI et al.,, 2010). Entretanto, alguns surtos sdo descritos envolvendo
diversas espécies de animais de producdo. Em 2006, foi descrito a morte de 30
caprinos e 40 ovinos infectados com C. septicum e C. novyi associados (LIMA et al.,
2006). Em outro surto, 58 bovinos morreram pela infeccdo de apenas C. septicum
(ASSIS et al., 2002). Em ambos os estudos a infeccdo ocorreu apds vacinacao
contra clostridioses, sugerindo falha na preparacédo ou formulacdo das vacinas. De
fato, as vacinas comerciais brasileiras ndo atingem os pré-requisitos determinados
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que preconiza que
as vacinas gerem 2,5Ul/mL de anticorpos neutralizantes em soros de coelhos
imunizados apds o ensaio de soroneutralizacdo de camundongos. Isso indica

possiveis problemas quanto sua vigilancia (LOBATO et al., 2008).

Ao infectar o hospedeiro, essa bactéria produz 4 toxinas principais: alfa (letal
ou necrotica), beta (DNAse), gama (hialuronidase) e delta (septicolisina ou
hemolisina) (HATHEWAY, 1990). Dessas, a toxina alfa & a mais estudada, uma vez

gue ela sozinha possui atividades biolégicas relacionadas com o desenvolvimento
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da doenca. Além disso, a mutacao deletéria do gene csa que a codifica é capaz de
eliminar a toxicidade de cepas de C. septicum (KENNEDY et al., 2005). Ela € uma
proteina de carater basico, com massa aparente inicial de 48kDa (BALLARD et al.,
1992). Assim como outras toxinas do género Clostridium, a toxina alpha de C.
septicum (TACS) é inicialmente produzida como uma pré-pro-toxina de 443
aminoacidos, a qual possui um peptideo sinal em sua regido N-terminal e outro na
C-terminal. Quando a toxina é secretada, seu peptideo N-terminal de 31
aminoéacidos € clivado por enzimas do sistema de secrecdo tipo I, dando origem a
pro-toxina. Finalmente, outro peptideo sinal, de 45 aminoacidos, € removido de sua
regido C-terminal pela acdo de proteases do hospedeiro, como a tripsina e furina, de
modo a originar a toxina ativa, que possui 367 aminoacidos (41kDa) (BALLARD et

al., 1995; GORDON et al., 1997).

A TACS possui atividade hemolitica, sendo considerada a mais importante
para o desenvolvimento da doenga (BALLARD et al., 1992, 1993). Sua atividade
depende da ligacdo em proteinas associadas ao glicosil-fosfatidil-inositol (GPI),
como a Contactina (GORDON et al.,, 1999) e os antigenos de superficie de
Toxoplasma gondii SAG1 e SAG3 (WICHROSKI et al., 2002). As proteinas
associadas ao GPI correspondem a um grupo presente na maioria dos mamiferos,
explicando a ampla variedade de hospedeiros susceptiveis a intoxicacao por TACS
(HANG'OMBE et al.,, 2005). A ligacdo de mondmeros ativos da TACS nesses
componentes da superficie celular aumenta a taxa de oligomerizacdo da toxina.
Desse modo, ela é capaz de formar heptameros em forma de poros, com
aproximadamente 1,6 nm de diametro, na membrana das células do hospedeiro

(SELLMAN et al., 1997). Sendo assim, o peptideo C-terminal de TACS atua como
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um inibidor de agregacao, impedindo que a toxina inativa se agregue antes da

interacdo com suas células-alvo (SELLMAN; TWETEN, 1997).

Embora apresente mecanismos de acdo parecidos, as toxinas alfa de C.
histolyticum, C. chauvoei e C. difficile sdo pouco similares com a TACS. Além disso,
anticorpos produzidos contra uma n&o resultam em reagbes cruzadas com outras
(BALLARD et al., 1992). Isso sugere que a preparacao de vacinas contra essa toxina
deve contar com anticorpos especificos, induzidos exclusivamente por sua molécula.
Estudos mostram que a administracdo apenas da TACS nativa, inativada com
formaldeido, foi capaz de proteger cobaios desafiados com esporos da bactéria
(AMIMOTO et al., 2002) e que a toxina recombinante produzida em E. coli é capaz
de proteger camundongos do desafio com a toxina nativa (ZHANG et al., 2007). A
toxina beta possui 45kDa e nunca foi relatada como antigeno vacinal. As toxinas

gama e delta também n&o sdo relatadas como antigenos vacinais.

As vacinas atuais comercialmente disponiveis contra C. septicum consistem
em toxoides ou bacterinas, podendo, inclusive, conter a mistura desses
componentes. Ainda, a maioria se trata de vacinas polivalentes que ndo sao efetivas
na protecdo contra esse patégeno, uma vez que apenas 5/12 funcionaram em um
teste feito em coelhos e bovinos (LOBATO et al., 2008). Isso explica os diversos
relatos da literatura quanto a ineficiéncia desse tipo de vacinas na protecdo contra
intoxicacdes por C. septicum ou, inclusive, sua falta de seguranca (ASSIS et al.,
2002; LIMA et al., 2006). Além desses problemas, 0 processo para a producdo de
vacinas contra o género Clostridium se mostra complicado. Isso porque as bactérias
devem ser cultivadas em condigBes anaerobias com diversos suplementos no meio
de cultura, além de render baixas quantidades de toxina quando passadas a escala

industrial. Outro fator negativo é que grande parte desses patdégenos e toxinas



24

podem promover o desenvolvimento de doencas em humanos, representando
grande risco para os operadores e para a populagcédo, caso ndo haja manipulacdo ou

descarte adequado de material biolégico (LEE et al., 2007; MANSOUR et al., 2010).

Levando em consideragdo 0 panorama atual sobre vacinas contra C.
septicum, o presente trabalho demonstra o desenvolvimento de uma vacina
composta pela TACS recombinante (rTACS), produzida em E. coli. Assim, o0s
problemas quanto aos processos atuais de producdo poderiam ser resolvidos, uma
vez que haveria controle sobre a quantidade de vacina produzida bem como maior
seguranca por envolver uma expressao controlada de toxina em uma cepa de E. coli
nao patogénica. Ainda, a vacina seria formulada para superar os problemas de baixa

eficiéncia e seguranca das vacinas atuais.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo Geral

Desenvolver uma vacina recombinante para controle da gangrena gasosa

causada por Clostridium septicum em animais de produg&o.

2.2.2. Objetivos Especificos

- Clonar e expressar o gene da toxina alpha de Clostridium septicum (TACS)
em vetor de expressao para E. coli;

- Avaliar a solubilidade da proteina rTACS em diferentes tampdes;

- Caracterizar bacterinas recombinantes e corpos de inclusdo de rTACS para

uso vacinal.
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2.3. Materiais e Métodos

2.3.1. Desenho e clonagem de tacs

A sequéncia de aminoacidos referente a TACS foi obtida no banco de dados
GenBank (codigo 169639787). Essa sequéncia foi modificada para a retirada de
seus peptideos situados nas regides N-terminal (31 amino&cidos) e C-terminal (45
aminoacidos), caracterizando a sequéncia da toxina ativa. A sequéncia codificadora
foi encomendada da empresa Epoch Life Science (Missouri City, Texas, EUA)
contendo codons preferenciais para expressao em E. coli, bem como os sitios de
restricio Xhol e Ncol nas extremidades 5 e 3’, respectivamente. O gene
encomendado vem clonado no plasmideo pBSK, sendo chamado de pBSK-tacs.
Esse plasmideo foi utilizado para transformar E. coli TOP10 por choque térmico,
assim como o vetor pAE de expressao em E. coli, seguindo o protocolo descrito por
Sambrook e Russel (2001). As transformacdes foram cultivadas em caldo LB
contendo 100ug/mL de ampicilina por 16h em agitador 150rpm a 37°C e, em
seguida, foi procedida a extracdo de plasmideos com o kit lllustra plasmidPrep mini
spin (GE Healthcare), conforme instru¢cbes do fabricante. Esse plasmideos foram
digeridos com as enzimas Xhol (New England Biolabs) e Ncol (Thermo Scientific)
simultaneamente utilizando o tampéao Tango (Thermo Scientific) concentrado duas
vezes. As digestdes foram incubadas por 2h a 37°C e, em seguida, ambos pBSK-
tacs e pAE foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v). ApGs a
confirmacgéo da digestéo, o kit lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Healthcare) foi utilizado para purificar o fragmento correspondente ao gene do gel e
0 pAE digerido diretamente da reacdo. Apos a purificacdo, tanto o inserto quanto o
pAE, ambos digeridos, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8%

para quantificacdo com A DNA/Hindlll (Invitrogen). Em seguida, o gene tacs e o vetor
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foram submetidos a reacdo de ligacdo com T4 DNA ligase (Thermo Scientific)
utilizando proporcdo molar de vetor-inserto 1:3, conforme instru¢des do fabricante. A
reacdo foi incubada por 1h a 37°C e, apds, 5uL de seu produto foi utilizado para
transformar E. coli TOP10 por choque térmico conforme j& descrito. Apos a
transformacao, as células foram espalhadas em meio LB-agar contendo 100ug/mL
de ampicilina e incubadas por 16h em estufa a 37°C. As colonias transformantes
tiveram seu DNA extraido com fenol-cloroformio e aplicado em gel de agarose 0,8%,
o qual foi analisado quanto a presenca de colénias recombinantes. Cinco clones
recombinantes foram escolhidos, cultivados em 10mL de caldo LB com 100ug/mL de
ampicilina a 37°C em agitador 150rpm e submetidos a extracao plasmideal por lise
alcalina. Em seguida, a confirmacdo da extracéo foi feita por gel de agarose 0,8%.
Ainda, a presenca do inserto correspondente ao plasmideo pAE-tacs foi confirmada
em trés dos cinco clones através da digestdo de trés dos cinco clones com as

enzimas Xhol e Ncol do mesmo modo como descrito anteriormente.

2.3.2. Expressao, caracterizacao e purificacdo da proteina rTACS

Um dos trés plasmideos pAE-tacs caracterizados por digestdo foi utilizado
para transformar as cepas de expressdo E. coli BL21 (DE3) Star e pLysS por
choque-térmico. O produto da transformacéo foi cultivado em 10 mL de caldo LB
contendo 100ug/mL de ampicilina em agitador 150rpm a 37°C por 16h. Para a cepa
pLysS, todos os cultivos receberam, também, 25ug/mL de cloranfenicol. Em
seguida, 1mL de ambos cultivos foi passado para mais 10mL de caldo LB contendo
a mesma quantidade de antibitticos e cultivado nas mesmas condigdes. Quando
atingiu densidade optica relativa a metade da fase log (DOg00=0,5-0,8), a expresséo

foi induzida com isopropil B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) para uma concentracao
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final de 0,5mM. Esse cultivos foram deixados mais 4h em agitador 150rpm a 37°C e,
em seguida, tiveram 1mL recolhido, centrifugado 16.000g por 30s, suspenso em H,O
Milli-Q com tampé&o de corrida para avaliagao por eletroforese em gel desnaturante

de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%.

Apbs a confirmacdo da expressdo, a cepa pLysS foi escolhida para realizar a
expressdo em maior escala. Dessa vez, um clone de pAE-tacs foi utilizado para
transformar a cepa pLysS por coque-térmico, sendo o produto utilizado para inocular
30mL de caldo LB contendo 100ug/mL de ampicilina e 25ug/mL de cloranfenicol, o
qual foi cultivado em agitador 150rpm a 37°C por 16h. Logo, esse volume foi
transferido para um erlenmeyer contendo 470mL de caldo LB com a mesma
concentracdo de antibidticos. Ao atingir a DOg0=0,5-0,8, a expressédo foi induzida
com IPTG por 4h, da mesma forma como ja descrito. Em seguida, o cultivo foi
centrifugado (16.000g; 4°C; 10min), o pellet foi suspendido em 20mL de tamp&o de
lise (NaH,PO4 0,2M; NaCl 0,5M; Imidazole 10mM) com 100ug/mL de lisozima e
incubado por 2h a 4°C. As células foram rompidas por sonicacédo em trés ciclos de
20s e centrifugadas do mesmo modo. O sobrenadante foi recuperado, o pellet foi
suspendido em tampéao de solubilizacdo | (tampé&o de lise + N-lauroilsarcosine 0,2%)
e deixado em agitacdo por 24h a 4°C. Essas etapas de agitacdo e posterior
centrifugacdo com a recuperacdo do sobrenadante e suspensdo do pellet foram
repetidas com outros trés tampdes, o de solubilizacdo Il (tampao de lise + N-
lauroilsarcosine 0,8%) e Il (solubilizacdo | + Ureia 8M). Todos os sobrenadantes
obtidos foram avaliados em SDS-PAGE 12% e a confirmacdo da presenca da
proteina rTACS foi confirmada por Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-
His (Sigma Aldrich) e anticorpo anti-camundongo produzido em cabra conjugado

com peroxidase (Sigma Aldrich).
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As fragdes contendo a proteina rTACS foram purificadas por cromatografia de
afinidade com Niquel (Ni*%), em sistema manual, utilizando colunas HisTrap FF
crude de 1mL (GE Healthcare) e tamp&o de eluicdo contendo Imidazole 0,5M. As
fragOes purificadas foram verificadas por SDS-PAGE 12% quanto a presenca de
ITACS. Essas fracbes foram misturadas, dialisadas em PBS por 24h a 4°C e,
posteriormente, em PBS + Triton X-100 0,05% (v/v) por mais 24h nas mesmas
condicbes. O produto da dialise foi quantificado com o kit BCA Protein Assay

(Thermo Scientific) e liofilizado para uso posterior.

2.3.3. Preparo de bacterinas recombinantes e corpos de incluséo (Cl) de rTACS

As bacterinas recombinantes foram preparadas através do cultivo e
expressdo da proteina rTACS em E. coli BL21 (DE3) pLysS conforme ja descrito
para o volume de 500mL. Apds o periodo de expressado, o cultivo foi centrifugado
(16.000g; 4°C; 15min) e suspendido em 25mL de PBS + formaldeido 0,3% (v/v).
Essa suspensao ficou em agitador 150rpm por 24h a 37°C, sendo, em seguida,
centrifugada (16.000g; 4°C; 15min) e lavada 3 vezes com PBS. O pellet final foi
suspendido em 10 mL de PBS para a realizagcédo de contagem em camara de Petroff-
Hausser. A concentracdo de células foi ajustada para 10° células por mL utilizando
PBS como diluente e logo congeladas para uso posterior. A confirmacdo da
inativacdo das bactérias foi feita através do espalhamento de 100uL dessa

suspenséao, antes do congelamento, em LB-agar por 24h a 37°C.

Para a preparacao dos Cl, as mesmas etapas para a expressao de rTACS em
500mL foram seguidas até a utilizacdo do tampdo de solubilizagdo Il. Apés o

tratamento com esse tampéo, o pellet, correspondente aos CI foi lavado com 35mL
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de PBS e centrifugado novamente. O pellet resultante foi suspenso em 20mL de
PBS e sonicado em trés ciclos de 20s para fragmentacdo dos CIl. Feito isso, a
suspensao foi avaliada por SDS-PAGE 12%, quantificada com o kit BCA Protein

Assay (Thermo Scientific) e congelada a -20°C para uso posterior.

2.4. Resultados
2.4.1. Subclonagem do gene tacs no vetor de expressao pAE

O plasmideo pBSK-tacs encomendado foi extraido (Fig. 1A e 1B) e, em
seguida, digerido com as enzimas Xhol e Ncol, apresentando uma banda

correspondente ao do gene desenhado (1.100 pb) (Fig. 1C).
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Figura 1 — Imagem do plasmideo e gel de agarose 0,8% das extra¢cdes de pBSK-tacs. (A) Imagem do
plasmideo pBSK-tacs encomendado da Epoch Life Science, mostrando sua orientagdo e sitios de
restricdo para Xhol e Ncol. (B) Gel de agarose 0,8% com 3 eluicbes de pBSK-tacs purificado. 1-
eluicdo 1; 2- eluicdo 2; 3- elui¢do 3. (C) Plasmideo pBSK-tacs digerido com Xhol e Ncol. M- marcador

1Kb (Thermo Scientific) 1- pBSK-tacs.
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Apos purificar o gene tacs do gel e o vetor pAE da reacdo, ambos foram

guantificados antes da ligacéo por T4 DNA ligase para a formacao do vetor pAE-tacs

(Fig. 2).
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Figura 2 — Gel de agarose 0,8% para quantificacdo do vetor pAE e do gene tacs com A DNA/Hindlll
(Invitrogen). (A) Gel de agarose 0,8% da purificagdo de pAE e tacs digeridos. M- marcador 1kb
(Thermo Scientific); 1- pAE/Xhol e Ncol eluicéo 1; 2- pAE/Xhol e Ncol eluicdo 2; 3- A DNA/HindlIl 250
ng; 4- tacs/Xhol e Ncol elui¢do 1; 5- tacs/Xhol e Ncol elui¢cdo 2. (B) Imagem do plasmideo pAE-tacs

construido apos a ligacdo com T4 DNA ligase.

Apbs transformar E. coli TOP10 com o produto da ligacdo e cultivar essas
células em LB-agar, 6 colonias passaram por triagem (Fig. 3A). Trés delas, das 4
identificadas como recombinantes, foram cultivadas para extracdo plasmideal e
analisadas novamente quanto ao seu padrdo de eletroforese (Fig. 3B). Todos os
clones avaliados possuiam altura coerente ao plasmideo pAE-tacs (3.894 pb), uma
vez que se apresentaram maiores que o pAE (2.822 pb). Esses plasmideos foram
digeridos com Xhol e Ncol para a confirmacdo da presenca do inserto no vetor de
expressado. Assim, a banda correspondente a do gene tacs (1.100 pb) foi novamente

identificada (Fig. 3C).
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Figura 3 — Gel de agarose 0,8% para a triagem de clones recombinantes de pAE-tacs. (A) Extracdo
plasmideal por lise alcalina de 6 coldnias (col.) transformantes. 1- pAE circular; 2- col. 1; 3- col. 2; 4-
col. 3; 5- col. 4; 6- col. 5; 7- col. 6. (B) Extragdo plasmideal por lise alcalina de 3 clones
transformantes, possivelmente, de pAE-tacs. 1- pAE circular; 2- clone 1; 3- clone 2; 4- clone 3. (C)

Digestédo dos 3 clones com Xhol e Ncol. 1- pAE circular; 2- clone 1; 3- clone 2; 4- clone 3.

2.4.2. Expressao, purificacdo e renaturacao de rTACS

Os trés clones avaliados foram utilizados para transformar as cepas de
expresséao E. coli BL21 (DE3) Star e pLysS. Apos o periodo de indugéo, a expressao
nas duas cepas foi avaliada por SDS-PAGE 12% (Fig. 4). Uma vez que os 3 clones
apresentaram padrfes de eletroforese semelhantes na cepa pLysS, ela foi escolhida

para expressao em maior escala.
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Figura 4 — SDS-PAGE 12% das expressfes de rTACS em E. coli BL21 (DE3) Star e pLysS. (A)
Eletroforese da expresséo de 3 clones de pAE-tacs em E. coli Star. 1- extrato de E. coli Star (C-); 2-
clone 1 ndo induzido; 3- clone 1 induzido; 4- Clone 2 ndo induzido; 5- clone 2 induzido; 6- clone 3 ndo
induzido; 7- clone 3 induzido. (B) Eletroforese da expressdo de 3 clones de pAE-tacs em E. coli
pLysS. 1- Extrato de E. coli pLysS (C-); 2- clone 1 ndo induzido; 3- clone 1 induzido; 4- clone 2 néo

induzido; 5- clone 2 induzido; 6- clone 3 nao induzido; 7- clone 3 induzido.

A proteina rTACS obtida apds a expressdo em 500mL de LB foi avaliada
guanto sua solubilidade em diferentes tampdes (Fig. 5A). Foi constatado que a maior
parte da proteina era expressa na forma de ClI, sendo presente na fracdo insolavel
obtida utilizando tampé&o de solubilizac&o Ill, que contém ureia 8M. A confirmacao de
que a banda insoluvel se tratava da proteina rTACS foi confirmada por Western blot,

onde apresentou massa aparente de 42kDa (Fig. 5B).
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Figura 5 — Andlise da solubilidade de rTACS em diferentes tampdes. (A) SDS-PAGE 12% das
suspensdes resultantes da solubilizacdo. 1- E. coli pLysS/pAE-tacs ndo induzida; 2- E. coli
pLysS/pAE-tacs induzida; 3- sobrenadante tamp&o de lise; 4- sobrenadante tampé&o de solubiliza¢&o
I; 5- sobrenadante tampéo de solubilizagéo II; 6- sobrenadante tampéo de solubilizacdo Ill; 7- BSA
1,5ug (67kDa); 8- Extrato E. coli pLysS (C-). (B) Western blotting das fracdes contendo rTACS. 1-
Extrato E. coli pLysS (C-); 2- sobrenadante tampéo de lise; 3- sobrenadante tampéao de solubilizacdo

I; 4- sobrenadante tamp&o de solubilizagdo Ill; M- marcador pré-corado (Thermo Scientific).

A fracao insolavel foi purificada duas vezes por cromatografia de afinidade em
coluna de Ni*?, sendo as fracdes coletadas avaliadas por SDS-PAGE 12% (Fig. 6A).
As fracdes contendo a proteina foram misturadas, dialisadas e analisadas quanto
sua integridade (Fig. 6B). As amostras dialisadas ndo apresentaram evidéncias de
degradacdo durante o processo. Ainda, ndo mostraram niveis elevados de
precipitacdo em tampao PBS + Triton X-100 em temperatura ambiente. A amostra
dialisada foi quantificada, permitindo calcular o rendimento da expressao, que foi de

aproximadamente 30 mg de proteina purificada por litro de cultivo.
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Figura 6 — SDS-PAGE 12% da purificacdo e didlise de rTACS. (A) Eletroforese da purificagdo de
rTACS por afinidade ao Ni*2 1- BSA 1,5ug; 2- sobrenadante tampéo de solubilizag&o lll; 3- lavagem
purificagdo; 4-12- eluicdes de rTACS; 13- sobrenadante tampéo de solubilizacdo 11l apés passagem
na coluna. (B) Verificacdo da integridade de rTACS apds as didlises. 1- rTACS antes das dialises; 2-

rTACS ap6s didlise em PBS; 3- rITACS ap6s didlise em PBS + Triton X-100.

2.4.3. Caracterizacao das bacterinas recombinantes e Cl de rTACS

A expressao de rTACS em 500 mL de LB foi efetuada novamente, sendo as
amostras avaliadas quanto a expressdao por SDS-PAGE 12% (Fig. 7A). Foi
constatado que as células utilizadas para a elaboracdo das bacterinas possuia uma
banda correspondente a altura de rTACS purificada. A contagem de células em
camara de Petroff-Hausser resultou em = 8 x 10*°células/mL. Desse modo as células
foram diluidas 10 vezes com PBS, obtendo uma suspensdo com aproximadamente =
8 x 10%élulas/mL, a qual foi congelada para uso posterior. O cultivo dessa
suspensdao antes do congelamento nao resultou em crescimento bacteriano,

indicando que o procedimento de inativagéo foi efetivo.

Apbs a expressdo de rTACS, as células foram processadas até a obtencao

dos CI, antes da utilizagdo do tampéo de solubilizacdo Ill. O pellet obtido foi
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suspenso em PBS, sonicado e avaliado em SDS-PAGE 12% quanto sua integridade
e homogeneidade (Fig. 7B). As amostras coletadas em diferentes momentos
mostraram quantidades similares de proteina, indicando que a formulacdo a
suspensao de Cl em PBS é homogénea.
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Figura 7 — Verificacdo da expresséo de rTACS para a preparacdo das bacterinas recombinantes e ClI
em SDS-PAGE 12%. (A) 1- Extrato pLysS (C-); 2- E. coli pLysS/pAE-tacs ndo induzida; 3- E. coli
pLysS/pAE-tacs induzida. (B) Avaliagdo da homogeneidade dos Cl de rTACS. 1- Cl amostra 1; 2- CI

amostra 2; 3- Cl amostra 3; 4- Cl amostra 4; 5- Cl amostra 5; 6- Cl amostra 6; 7- rTACS purificada.

2.5. Conclus®es e perspectivas

A expressao de rTACS utilizando um gene com cédons preferenciais de E.
coli se mostrou eficiente, uma vez que grandes quantidades de proteina puderam
ser obtidas. Apesar de ser expressa na forma insoluvel, os Cl de rTACS foram
facilmente obtidos ap0s o rompimento das células de E. coli, tornando-se uma o6tima
alternativa para a indastria, uma vez que rTACS poderia ser obtida com alto grau de
pureza sem envolver processos complicados. Outra opgédo de producdo industrial
dessa vacina € o uso de bacterinas de E. coli recombinantes expressando rTACS. A

obtencado de bacterinas ja € um processo adaptado para a industria, o que permitiria
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a producdo de vacinas em escala industrial sem a necessidade de mudanga de
maquinario. Desse modo, nosso grupo ainda testara essas 3 formas diferentes de
vacina com esse antigeno recombinante: (1) rTACS purificada; (2) Cl de rTACS; e
(3) bacterinas recombinantes de rTACS. Inicialmente, essas 3 preparacdes serdo
testadas em camundongos quanto sua eficiéncia na producdo de anticorpos
neutralizantes. Posteriormente, as melhores formulacdes seriam submetidas a testes
regulamentados em coelhos e, em seguida, nas espécies-alvo — principalmente
bovinos. No caso de ndo ser efetiva nos testes em camundongos, essa proteina
pode passar por melhoras em seu processo de producéo, principalmente quanto sua
solubilidade. Isso pode ser feito com o ajuste das condicGes de cultivo para que a
proteina possa ser expressa de modo soluvel. Ainda, a utilizacdo de outros vetores

de expressdo, que possuem caudas proteicas de solubilidade, € de interesse do

grupo.
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3. Projeto 2 — Aplicacdo e desenvolvimento de anticorpos monoclonais para

testes diagnosticos de Listeria spp. e Listeria monocytogenes

3.1. Reviséo Bibliografica

O género Listeria compreende oito espécies diferentes: L. seeligeri, L.
welshimeri, L. innocua, L. grayi, L. marthii, L. rocourtiae, L. monocytogenes e L.
ivanovii (ORSI et al., 2011). Listeria spp. sdo bactérias Gram positivas, anaerobias
facultativas, ndo possuem cépsula e nao formam esporos (LECLERCQ et al., 2010).
Dessas espécies, apenas as duas Ultimas sdo relatadas como patogénicas tanto
para humanos quanto para animais (LECUIT, 2007; GUILLET et al.,, 2010). A
infecgdo por L. ivanovii ocorre, principalmente, em animais, sendo pouco relatada
em humanos. Ja a infec¢do por L. monocytogenes é amplamente relatada tanto em
humanos quanto em animais, causando infec¢cdes oportunistas relacionadas com a

ingestao de alimentos contaminados (HAAS et al., 2007).

Por ser um micro-organismo ubiquo, a L. monocytogenes pode ser
encontrada naturalmente na agua, no solo, no trato gastrointestinal de mamiferos e,
inclusive, em alimentos (NIGHTINGALE et al., 2005; LAER et al., 2009). Essa
caracteristica, associada a grande resisténcia da bactéria a variacbes de
temperatura e pH, ao estresse osmotico e a falta de oxigénio, tém preocupado a
industria de alimentos embalados (SIMPSON et al., 2010). Por isso, inUmeros
paises, incluindo grande parte da Europa e os EUA, adotaram a politica de
“tolerancia zero” para L. monocytogenes (CDC, 2011). Desse modo, todos os
alimentos embalados devem passar por analises para presenca ou auséncia desse
patdogeno, sendo obrigatoria a retirada de circulagdo em caso de presenca

(WHO/FAO, 2004). Apesar da adocéo dessa medida, surtos de listeriose envolvendo

alimentos contaminados continuaram a ser relatados, principalmente, nos EUA
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(OLSEN et al., 2005; CDC, 2011). Apesar dessa repercussao internacional, ainda
ndo houveram relatos de surtos no Brasil. No entanto, alguns estudos ja
comprovaram a presenga de L. monocytogenes em diversos alimentos (BARROS et

al., 2007; BUENO et al., 2010).

A listeriose € o termo utilizado para designar as doencas desenvolvidas a
partir da infecgdo por, principalmente, L. monocytogenes. Basicamente, esse
patdgeno atua de duas formas, causando (1) listeriose ndo invasiva gastrointestinal
e (2) listeriose invasiva. Em individuos saudaveis, é tipicamente desenvolvida a
listeriose ndo invasiva, caracterizada por uma simples gastroenterite febril
passageira (ALLERBERGER; WAGNER, 2010). Ja em pacientes de risco, como
criangas, idosos, imunossuprimidos, portadores de HIV (virus da imunodeficiéncia
humana) e gravidas, € comum o desenvolvimento de listeriose invasiva. Desse
modo, o patdégeno pode penetrar na corrente circulatoria, o sistema nervoso central
e, inclusive, o Utero causando septicemia, meningite, meningoencefalite e aborto
(VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001). Apesar de possuir baixa incidéncia, em torno de
2-15 casos anuais a cada 1.000.000 de individuos, a listeriose possui fatalidade
elevada, podendo chegar até 30% nos grupos suscetiveis (HAIN et al., 2007) e até
16% do total das pessoas infectadas. Assim, essa doenca € a terceira causa de

morte proveniente de infec¢des alimentares nos EUA (SCALLAN et al., 2011).

pY

Essa abrangéncia de locais de infeccdo ocorre devido a capacidade da
bactéria em infectar diferentes tipos de célula. Assim, L. monocytogenes € capaz de
cruzar a barreira hematoencefélica e placentaria e o epitélio intestinal, sendo este
altimo considerado um pré-requisito para a ocorréncia de infeccées (WERBROUCK
et al., 2006). Desse modo, a bactéria inicia seu processo de infeccéo colonizando o

intestino e, posteriormente, invadindo seu epitélio para alcancar a via linfatica ou
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sistémica, que levam a infeccdo de diversos locais e 6rgdos do corpo, como baco,
figado e linfonodos (PRON et al.,, 2001). Caso a infeccdo ndo seja controlada, o

patégeno atinge, entédo, o encéfalo e a placenta (PLITAS et al., 2007).

Tal mecanismo de invasédo é controlado por diversas proteinas secretadas ou
de superficie do patdgeno, produzidas quando ele atinge o ambiente intestinal
(RAENGPRADUB et al., 2008; TROST et al., 2005). Dentre essas, as internalinas A
e B (InlA e InIB) se destacam por promover a adesao e posterior invasao da bactéria
nos enterércitos (WERBROUCK et al.,, 2006; PENTECOST et al.,, 2010). InlA
apresenta caracteristicas moleculares mais complexas quando comparada a IniB.
No caso, além de regides que interagem covalentemente com a parede celular
bacteriana, InlA apresenta outras por¢cdes que permitem a interagdo com
componentes celulares do hospedeiro (MENGAUD et al., 1996; PIZARRO-CERDA et
al., 2007). Por sua vez, InIB ndo é covalentemente associada a parede celular e,
ainda, nao se trata de uma adesina, como a InlA, sendo caracterizada como a

segunda mais importante invasina de L. monocytogenes (PENTECOST et al., 2010).

Atualmente, o método padrdo para a deteccdo de L. monocytogenes é
baseado no enriquecimento, cultivo, isolamento e testes bioquimicos. No entanto,
esse protocolo é considerado laborioso, possuindo custo elevado e, principalmente,
demora até o resultado (JANZTEN et al., 2006). O fato de o resultado demorar até 7
dias para determinar a presenca desse patégeno é um problema para a industria
alimenticia, uma vez que ndo é viavel estocar o produto durante esse periodo antes
de sua venda. Desse modo, testes mais rapidos sdo de interesse. Alguns deles,
baseados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR), hibridizacdo de DNA e ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay), mostram valores de especificidade e

sensibilidade semelhantes aos do método tradicional (GASANQV et al., 2005). No
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entanto, o0 método tradicional ainda é considerado o “padrdo ouro” devido sua alta
especificidade e aos resultados abaixo do esperado das tecnologias rapidas
(JANZTEN et al., 2006). Portanto, ainda é de interesse o desenvolvimento de novos

métodos de deteccdo para L. monocytogenes.

Em um alimento contaminado sdo encontradas tanto espécies patogénicas
guanto nao patogénicas do género Listeria (O'CONNOR et al., 2010). Utilizando a
metodologia tradicional de deteccdo, que emprega meios de enriquecimento,
normalmente essas Ultimas se sobressaem, podendo gerar resultados falso-
negativos (ORAVCOVA et al., 2008; BESSE et al., 2010; KOO et al., 2011). Das
espécies do género, L. innocua € a mais frequente em alimentos contaminados,
dificultando a deteccdo especifica das espécies patogénicas (MELDRUM et al.,
2010; ZITZ et al., 2011). Desse modo, € interessante distinguir essas espécies. Em
imunodiagndsticos, no entanto, anticorpos contra Listeria spp. apresentam baixa
afinidade e auséncia de reacdo com L. monocytogenes, impedindo a deteccdo

rapida (HEO et al., 2007; LIN et al., 2009).

Levando esses aspectos em consideracdo, recentemente, o grupo de
pesquisa do Laboratério de Imunologia Aplicada do CDTec da UFPel desenvolveu
anticorpos monoclonais (MAbs) especificos contra InlA. Tal proteina € exclusiva da
espécie L. monocytogenes e expressa em todas as fases de crescimento, se
mostrando um 6timo alvo para imunodiagnésticos (DRAMSI et al., 1993; GLASER et
al., 2001; POYART et al., 1996). Esses anticorpos foram caracterizados por diversas
técnicas, desde as mais simples, como Western blot e imunofluorescéncia, até as
mais complexas, como separacdo imuno-magnética e biossensores de fibra otica.
Com isso, a especificidade desses MAbs anti-InlA de classe IgG (denominados 3B7

e 2D12) para a identificacdo de L. monocytogenes foi determinada, abrindo
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possibilidades para sua aplicagdo em métodos rapidos de deteccdo. Além disso,
outro MAb, de classe IgM (denominado 3F8), também foi caracterizado. Ele é capaz
de reconhecer qualquer espécie do género Listeria, permitindo avaliar a presenca de
espécies nao patogénicas além das patogénicas (MENDONCA et al., 2012). Nesse
trabalho, a caracterizacdo desses MADbs foi continuada visando, principalmente, suas

aplicac6es em ELISA direto e sanduiche.

3.2. Objetivos

3.2.1. Objetivo Geral

Desenvolver testes diagnosticos para Listeria spp. e L. monocytogenes

utilizando anticorpos monoclonais.

3.2.2. Objetivos Especificos

- Expressar dois possiveis alvos do MAb 3F8;

- Definir o alvo do MADb 3F8 por Western blot;

- Utilizar o alvo de 3F8 para produzir anticorpos monoclonais;

- Avaliar o potencial diagnostico dos MAbs anti-L. monocytogenes (3B7 e

2D12) e anti-Listeria spp. (3F8) por ELISA direto e sanduiche.
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3.3. Materiais e Métodos

3.3.1. Definic&o do alvo do MAb 3F8

As proteinas CodY e FBA foram inicialmente identificadas por espectrometria
de massas como possiveis alvos do MAb 3F8 (MENDONCA et al., 2012). Essas
proteinas foram amplificadas do genoma de L. monocytogenes ATCC 19114 com
oligonucleotideos desenhados pelo programa Vector NTI Advance 11 (Invitrogen) e
clonadas no vetor pAE de expressdo em E. coli. Os plasmideos previamente
construidos pAE-cody e pAE-fba utilizados para transformar, por choque-térmico, as
cepas de E. coli BL21 (DE3) Star e pLysS, respectivamente, sendo cultivados por
18h a 37°C em 20mL de caldo LB contendo 100ug/mL de ampicilina em ambos os
cultivos e 25ug/mL de cloranfenicol para o de pLysS. Em seguida, os 20mL foram
transferidos para 500mL de LB contendo os mesmos antibiéticos, os quais foram
cultivados até DOgp0=0,5-0,8, sendo imediatamente induzidas com IPTG para uma
concentracédo final de 0,5mM. O periodo de expresséo foi de 4h, sendo os cultivos
centrifugados (16.000g; 4°C; 15min) e suspensos em 20mL de tampéao de lise com
100pg/mL de lisozima e incubado por 2h a 4°C. As células foram rompidas e
avaliadas quanto a solubilidade do mesmo modo como descrito na secéo 2.3.2, com
excecdo do tampdo de solubilizacdo I, que foi utilizado com NLS 0,4%. Os
sobrenadantes obtidos foram avaliados em SDS-PAGE 12% e as fracbes que
continham as proteinas rCodY e rFBA foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Hybond ECL, GE Healthcare), bloqueada com leite em pd desnatado
5% e reveladas por quimiluminescéncia (kit Western blotting substrate, Thermo
Scientific) com anti-His (Sigma Aldrich). A mesma membrana foi incubada a
temperatura ambiente por trés vezes de 20min com tampé&o mild stripping (glicina

0,2M; SDS 0,1%; Tween-20 10%; pH 2,2) para a retirada dos anticorpos utilizados.
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Outra revelacdo foi feita utilizando o anticorpo monoclonal 3F8 diluido 1:3.000 em
PBS-T, o qual foi incubado 1h a temperatura ambiente. Logo, a membrana foi
incubada com anti-camundongo conjugado com peroxidase nas mesmas condi¢gdes

e revelado novamente por quimiluminescéncia.

3.3.2. Expressao e purificacdo da proteina rFBA

Uma das fracGes utilizadas na definicdo do alvo de 3F8 (sec¢do 3.3.1) foi
utilizada para purificar a proteina rFBA. A purificacdo foi feita por cromatografia de
afinidade com Ni*?, em sistema manual, utilizando coluna HisTrap FF crude de 1mL
(GE Healthcare) e tampédo de eluicdo contendo Imidazole 0,5M. As fracbes
purificadas foram verificadas por SDS-PAGE 12% quanto a presenca de rFBA,
misturadas, concentradas por difusdo em meio com alta concentracdo de glicose e
dialisadas sob agitacdo em 2L de PBS por 24h a 4°C. O produto da dialise foi
guantificado com o kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific) e congelado a -20°C

para uso posterior.

3.3.3. Fracionamento de proteinas de L. monocytogenes ATCC 19117

A cepa de L. monocytogenes ATCC 19117 (Lm19117), presente na
bacterioteca do Laboratério de Imunologia Aplicada, foi esgotada em meio TSA e
cultivada a 37°C por 18h. Cerca de 2 colonias eram utilizadas para fazer cada um de
dois pré-inoculos de 20mL de meio TSB em tubos de 50mL. Esses pré-inoculos
foram incubados em agitador a 37°C por 18h e, logo, inoculados em 200mL de meio
TSB em Erlenmeyer estéril. O cultivo foi incubado em agitador a 37°C até atingir

DOsoo de 0,8. Em seguida, foi centrifugado (7.000g; 4°C; 10min), o sobrenadante foi
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descartado e o pellet cuidadosamente suspenso em 500uL de tampao RS (Tris
10mM; SDS 0,5%; pH 6,9). O volume foi transferido para um tubo de 1,5mL,
incubado por 30min em banho-maria a 37°C e centrifugado (14.000g; 4°C; 5min). O
sobrenadante (fracdo de parede celular) foi guardado e o pellet suspenso em 100uL
de tampao Lise-B (Tris 100mM; NaCl 100mM; MgCl, 10mM), passando por trés
ciclos de congelamento (10min a -80°C) e descongelamento (5min a 37°C). O tubo
foi centrifugado (14.000g; 4°C; 15min) e o sobrenadante (fracdo citoplasma)
guardado. O pellet foi suspenso em 200uL tampdo de amostra 2x (SDS 5%; [-
mercaptoetanol 10%; Tris 125mM; glicerol 20%; pH 6.9), sonicado em quatro ciclos
de 15 s e centrifugado (14.000g; 4°C; 20min). O sobrenadante (fracio membrana)
foi misturado a fracdo citoplasma. Esse mesmo procedimento foi feito utilizando
duas colbnias da mesma cepa como in6culo em 200mL de TSB-YE, o qual foi
cultivado por 18h e processado sem aferir a DOggo. As fracdes de parede celular
(par. cel.) e da mistura de citoplasma e membrana (cit.-mem.) foram avaliadas
quanto a presenca de FBA por Western blot utilizando o anticorpo monoclonal 3F8, o
qual foi incubado por 1h a temperatura ambiente, e, posteriormente, 0 anticorpo anti-

camundongo conjugado com peroxidase, incubado nas mesmas condic¢des.

3.3.4. Producéao de anticorpos monoclonais

Inoculacdo de camundongos. Trés camundongos Balb/c (6-8 semanas de
idade) foram inoculados com combinacdes proteicas direcionadas para producao de
anticorpos monoclonais contra FBA e alvos alternativos de L. monocytogenes. A
primeira imunizacéo foi formulada com Adjuvante de Freund Completo (AFC) e as
demais com Incompleto (AFIl), ambos diluidos 1:2 com solu¢cdes contendo

guantidade apropriada de antigeno. O intervalo entre as doses foi de 7 dias, com
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excecdo do intervalo entre a primeira e a segunda, que foi de 14 dias. As trés
primeiras doses foram iguais para os trés camundongos, consistindo em 100ug da
proteina rFBA. A partir da quarta dose, um camundongo foi sempre inoculado com
50ug de rFBA, enquanto os outros dois receberam combinagdes de rFBA com 50pug
de componentes celulares — fracdo de citoplasma e membrana (cit.-mem.) ou fracdo
de parede celular (par. cel) — de L. monocytogenes ATCC 19117. Apo6s 8
inoculagdes via intraperitoneal, os soros dos 3 camundongos foram titulados e um
deles foi escolhido para a realizacdo da fusdo. Por isso, apenas um animal recebeu
uma nona inoculagéo, consistindo de 100ug de rFBA via intraperitoneal e 50ug via
intravenosa. A tab. 1 resume as formula¢des das proteinas inoculadas em cada um

dos 3 camundongos.

Tabela 1. Resumo das formulacbes de rFBA inoculadas nos camundongos para a produgcdo de

MADs.

Injecéo Antigeno Adjuvante Via Camundongo

(dia)

12 (zero) 100pg rFBA AFC i.p. Cl,C2eC3

22 (14) 100pg rFBA AFI i.p. Cl,C2eC3

32(21) 100ug rFBA AFI i.p. C1,C2eC3

43 (28) 50ug rFBA + 50ug Lm19117 cit.-mem.  AFI i.p. ClecC2
50ug rFBA AFI i.p. C3

52 (35) 50ug rFBA + 50ug Lm19117 par. cel. AFI i.p. ClecC2
50ug rFBA AFI i.p. C3

62 (42) 50ug rFBA + 50ug Lm19117 par. cel. AFI i.p. ClecC2
50ug rFBA AFI i.p. C3

72 (49) 50ug rFBA + 50ug Lm19117 par. cel. AFI i.p. ClecC2
50ug rFBA AFI i.p. C3

82 (56) 50ug rFBA + 50ug Lm19117 cit.-mem.  AFI i.p. ClecC2
50ug rFBA AFI i.p C3

92 (65) 100ug rFBA/50ug rEBA AFl/sem i.p./iv. C1

Lm19117, L. monocytogenes cepa ATCC 19117; cit.-mem., fracdo proteica de citoplasma e
membrana; par. cel., fragcdo proteica de parede celular; AFC, adjuvante de Freund completo; AFlI,
adjuvante de Freund incompleto; i.p., intraperitoneal; i.v., intravenosa; C1, camundongo 1; C2,

camundongo 2; C3, camundongo 3.
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Avaliacdo de resposta imune por ELISA. Para avaliar a resposta
imunologica humoral dos camundongos inoculados, ELISAs foram feitos apés
algumas aplicacbes dos antigenos. Para isso, o sangue de cada um dos
camundongos foi extraido pelo plexo retro-ocular utilizando pipetas Pasteur e
condicionado em tubos de microcentrifuga. O sangue foi incubado 15min a 37°C e
centrifugado por 7min; 5.000rpm. O sobrenadante, correspondente ao soro do
animal, foi coletado e utilizado em ELISA. Foram feitos ELISAs dos soros dos 3
camundongos 6 dias ap0s a terceira e quinta inoculacdes. Esses testes foram feitos
em placas de 96 cavidades (Cralplast) sensibilizadas com 100ng de rFBA ou 200ng
das fracOes cit.-mem. e parede celular. Apds a oitava inoculacéo, os soros foram
titulados através de diluicbes seriadas com base 2, de 1:100 até 1:819.200. Um soro
pré-imune de camundongo (SPI, 1:100 ou 1:500) e o MAb 3F8 purificado (1:3.000)
foram utilizados como controles negativo e positivo, respectivamente. O anticorpo
anti-camundongo conjugado com peroxidase (Sigma Aldrich) foi utilizado como
secundario e a revelacdo feita com solucdo contendo o substrato (H.O,) e o
cromégeno OPD (o-fenilenodiamina diidrocloreto). Antes da leitura em
espectrofotometro (Thermo Plate) com absorbéancia de 450nm (Ays0), @ placa ficou
15min a temperatura ambiente sob protecdo da luz. Os antigenos utilizados foram
adsorvidos com tampdo carbonato-bicarbonato 0,2M (pH 9,7), as diluicbes de
anticorpos primarios e secundarios foram feitas em PBS + Tween 0,05% (v/v) (PBS-
T) e a solucao reveladora preparada em tampéo fosfato-citrato 0,1M (pH 4,0). Entre

cada etapa de incubacéo, a placa foi lavada 3 vezes com 200uL de PBS-T.

Fusao de esplendcitos com células SP,. Apds a escolha do camundongo a
ser abatido, procedeu-se o protocolo de fusdo de acordo com os procedimentos

padrdes utilizados no Laboratério de Imunologia Aplicada do CDTec da UFPel, os
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quais sao adaptados de Harlow e Lane (1998). Basicamente, o camundongo foi
eutanasiado por deslocamento cervical e teve seu baco removido. O baco foi
macerado e lavado com meio DMEM incompleto e ciclos de centrifugagao por 8min
a 1.000rpm. Em seguida, 5 garrafas de 75cm? de células SP, em confluéncia de 80-
90% foram preparadas. Para isso, 0 meio de cultura foi removido por centrifugacéo e
as células contadas em camara de Neubauer com a mistura de Azul de Tripan. Apés
a contagem, as células de baco foram misturadas com as SP,. Para a fusdo
propriamente dita, a mistura das duas células passou por incubacao a 37°C, sendo
posteriormente misturada com Polietilenoglicol (PEG) 50% (p/v) Hybri Max (Sigma
Aldrich) e agitada com movimentos circulares. Finalmente, as células foram
centrifugadas (8min; 1.000rpm), suspensa em 10mL de meio HAT-20 e colocadas
em 5 placas de cultivo de 96 cavidades com 100uL em cada. As placas tiveram
metade de seu meio trocado (100uL) com HAT-20 por duas vezes nos dias 5 e 8
apos a fusédo. Infelizmente, o procedimento ndo pode ser continuado devido a uma

contaminacg&o severa no ultimo meio de cultura trocado.

O soro ap0s a oitava dose do animal foi utilizado para determinar a
qguantidade ideal de rFBA para a triagem de anticorpos monoclonais por ELISA.
Além disso, o soro coletado no dia da fusdo também foi testado na diluicdo de
1:1.000. Nesse ensaio, uma placa de ELISA (Cralplast) foi sensibilizada com 100ng
de rFBA diluida em tampédo carbonato-bicarbonato 0,2M (pH 9,7) por poco. Nao
houve etapa de bloqueio, sendo a placa incubada 1h a 37°C com dilui¢cdes seriadas
de base 2 do soro poés-oitava dose, de 1:400 a 1:51.200 em PBS-T. Em seguida, a
placa foi incubada com anticorpo anti-camundongo conjugado com peroxidase
(Sigma Aldrich) por 1h a 37°C. A revelacéo foi feita em tampao fosfato-citrato 0,1M

(pH 4,0) contendo H,O, e OPD como ja descrito. Um soro pré-imune de
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camundongo (SPI) e o MAb 3F8 diluido 1:3.000 em PBS-T serviram como controles
negativo e positivo, respectivamente. Entre cada etapa de incubacéo, a placa foi

lavada 3 vezes com 200uL de PBS-T.

3.3.5. Purificagéo dos anticorpos monoclonais 3F8, 3B7 e 2D12

Os anticorpos a serem testados — 3F8 (anti-FBA), 3B7 e 2D12 (anti-InlA) —
foram purificados por cromatografia de afinidade utilizando coluna de proteina A (GE
Healthcare). Para isso, 1mL de ascite liofilizada foi suspenso em 5mL de tampéao de
lavagem (fosfato dissédico 20mM; pH 7,0). A coluna foi adaptada em uma bomba
peristaltica, a qual foi lavada com tampao de lavagem. Em seguida, a amostra de
ascite foi passada lentamente, sendo seu ultimo 1mL aferido em espectrofotbmetro
280nm. Novamente, a coluna foi lavada com tampdo de lavagem até que a
absorbéancia da coleta fosse proxima de zero (0-0,03). O tampéo de elui¢do (glicina
0,1M; pH 2,6) foi utilizado para troca de pH. As fracBes foram coletadas em aliquotas
de 1mL, sendo utilizado 200uL de tampé&o Tris-HCI 1M (pH 9,0) para estabilizar o pH
das eluicbes. A concentracdo de anticorpos foi aferida pela determinacdo de
absorbancia em 280nm (A.sp) utilizando os coeficientes de distingdo molar para IgM
(1,18 para 3F8) e IgG (1,35 para 3B7 e 2D12). Para conferir a integridade da

molécula de IgM, o MAb 3F8 foi verificado em SDS-PAGE 12%.

3.3.6. Cultivo das bactérias

As bactérias utilizadas foram L. monocytogenes ATCC 7644, L.
monocytogenes 19117, L. monocytogenes SC (isolado local), L. innocua, L. seeligeri

e Salmonella Enteritidis. Essas bactérias foram inoculadas em 10mL de meio TSB-
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YE, 16h a 37°C. Os cultivos foram centrifugados (2.600g; 7min; 4°C) e,
posteriormente, o pellet foi lavado duas vezes com 10mL de salina tamponada com
fosfato (PBS 1X), nas mesmas condi¢gdes anteriores. Ao final, o pellet foi suspenso
com tampao carbonato-bicarbonato (pH 9,7), para o ELISAs indireto e direto, ou com

PBS-T, para o ELISA sanduiche, sendo ajustado para DOgpp=1,0.

3.3.7. ELISA indireto

Placas de 96 cavidades (Cralplast) foram sensibilizadas com 100 pL das
bactérias L. monocytogenes ATCC 7644, L. monocytogenes 19117, L.
monocytogenes SC (isolado local), L. innocua, L. seeligeri e S. Enteritidis ajustadas
para ODgpp=1,0 com tampao carbonato-bicarbonato 0,2M (pH 9,7). As proteinas
rFBA e rinlA também foram sensibilizadas com 100ng por cavidade, servindo como
controles positivos da reacao dos anticorpos. Essa etapa foi feita por 16h a 4°C e o
bloqueio com leite em p6 desnatado 5% diluido em PBS-T por 1h a 4°C. Em
seguida, os MAbs purificados foram diluidos 1:500 em PBS-T e incubados 1h a
37°C. A revelacdo foi feita com anticorpo anti-camundongo conjugado com
peroxidase (Sigma Aldrich), o qual foi incubado por 1h a 37°C, e com solucao
contendo H,O, e OPD como j& descrito. Um soro pré-imune de camundongo (SPI) e
um soro policlonal anti-Listeria, ambos diluidos 1:500, foram utilizados como
controles negativo e positivo, respectivamente, para a presenca de bactéria na
placa. Entre cada etapa de incubacéo, a placa foi lavada trés vezes com 200uL de

PBS-T.
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3.3.8. Marcacéo e titulagdo dos anticorpos monoclonais com peroxidase

Os anticorpos monoclonais 3B7, 2D12 e 3F8 foram marcados com a enzima
peroxidase (Sigma-Aldrich) de acordo com protocolo descrito por BURNS (2004).
Brevemente, 2mg da enzima foram dissolvidos em 500uL de agua ultra pura esteéril.
Em seguida, adicionou-se 100uL de periodato de sédio 0,1M na solugdo com a
peroxidase, a qual foi agitada por 20min a temperatura ambiente sob protecdo da
luz. Em seguida, a enzima foi dialisada contra o tamp&o acetato de sédio 1mM, pH
4,4 por 16h a 4°C sob agitacdo. Em seguida, 10uL de tampé&o carbonato de sodio
0,2M (pH 9,7) foi adicionado ao produto da dialise. Essa solucdo com peroxidase foi
misturada com 1mL do tampé&o carbonato de s6dio 10mM (pH 9,5) com 4mg do MAb
(3F8 ou 3B7 ou 2D12), a qual foi agitada por 2h a temperatura ambiente sob
protecdo da luz. Por fim, adicionou-se 50uL de tetraborato de sddio 0,4% (p/v) na
solucéo, a qual ficou sob agitacdo por mais 2h a 4°C. Os MAbs marcados foram

congelados a -20 °C até o uso.

A titulacdo dos MAbs foi feita sensibilizando uma placa de 96 pocos
(Cralplast) com 100ng de rFBA e rInlA por cavidade. A sensibilizacéo foi feita em
tampéo carbonato-bicarbonato 0,2M (pH 9,7) por 16h a 4°C. N&do houve etapa de
bloqueio, sendo os anticorpos marcados diluidos 1:100 até 1:25.600 em PBS-T e
incubados 1h a 37°C. Logo, 0 anticorpo anti-camundongo conjugado com
peroxidase (Sigma Aldrich) foi incubado por 1h a 37°C e o ELISA revelado com
solucdo contendo H,O, e OPD como ja descrito. Um soro pré-imune de camundongo
(SPI, diluido 1:100) foi utilizado como controle negativo. Entre cada etapa de

incubacéo, a placa foi lavada 3 vezes com 200uL de PBS-T.
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3.3.9. ELISA direto

A realizacdo do ELISA direto foi feito em 4 etapas. Cada uma delas € uma
tentativa de melhorar a qualidade dos resultados de detecgao de Listeria spp. e L.
monocytogenes. O primeiro ELISA foi sensibilizado com as bactérias L.
monocytogenes ATCC 7644, L. innocua, L. seeligeri, S. Enteritidis e L.
monocytogenes SC ajustadas para DOgpp=1,0 com tampao carbonato-bicarbonato
0,2M (pH 9,7) por 1h a 37°C. As proteinas rFBA e rIinlA (100ng por poco) também
foram sensibilizadas, servindo como controles positivos da reacdo dos MAbs. As
placas foram bloqueadas com 100uL de leite em p6 5% (p/v) diluido em PBS-T por
1h a 4°C. Um soro policlonal anti-Listeria e outro pré-imune de camundongo (SPI),
ambos diluidos 1:500 em PBS-T, foram usados como controles negativo e positivo,
respectivamente. Esses foram adicionados e incubados 1h a 37°C enquanto as
outras cavidades ficaram com 100uL de PBS-T. Em seguida, os MAbs marcados
com peroxidase, diluidos 1:200 em PBS-T foram incubados 1h a 37°C. Nos
controles, foi adicionado anticorpo anti-camundongo conjugado com peroxidase
(Sigma Aldrich). A revelagéo foi procedida com solu¢do contendo H,O, e OPD como
ja descrito. Entre cada etapa de incubacéo, a placa foi lavada 3 vezes com 200puL de

PBS-T.

O segundo ELISA envolveu o uso das bactérias L. monocytogenes ATCC
7644, L. seeligeri, S. Enteritidis e L. monocytogenes SC, bem como dos controles
com rFBA e rinlA. A sensibilizacao foi feita por 1h a 37°C, seguida de bloqueio com
albumina sérica bovina (BSA) 3% (p/v) diluida em PBS-T por 1h a 37°C. Com

excecao do bloqueio, as demais etapas foram iguais ao do primeiro ELISA.

No terceiro ELISA, foram sensibilizadas as bactérias L. monocytogenes ATCC

7644, L. innocua e S. Enteritidis. Diferente do segundo, o bloqueio foi feito com BSA
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2%. No quarto ELISA, essas mesmas bactérias foram utilizadas, sendo o bloqueio

realizado com BSA 2% diluida em PBS ao invés de PBS-T.

3.3.10. ELISA sanduiche

Para o ELISA sanduiche, foi utilizada uma placa de 96 pocos (Cralplast), a
qual foi sensibilizada com 0,5 e 1ug de cada um dos MAbs 3F8, 3B7 e 2D12 diluidos
em 100uL de tampdo carbonato-bicarbonato 0,2M (pH 9,7) por 16h a 4°C. O
bloqueio foi feito com BSA 2% diluido em PBS-T por 1h a 37°C. Em seguida, 100uL
das bactérias diluidas para DOgyo=1 em PBS-T foram adicionados e incubados 1h a
37°C. Finalmente, os MAbs conjugados com peroxidase, diluidos 1:200 em PBS-T,
foram incubados por 1h a 37°C. A revelacéo foi procedida com solu¢cdo contendo
H,O, e OPD como ja descrito. Entre cada etapa de incubacao, a placa foi lavada 3

vezes com 200uL de PBS-T.

3.4. Resultados

3.4.1. Determinacéo do alvo do MAb 3F8

ApGs a utilizacdo dos tampdes de lise e de solubilizagéo I, Il e lll, verificou-se
gue a maior parte de ambas as proteinas rCodY e rFBA sdo obtidas na fracdo
contendo NLS 0,2% (Fig. 8A). As fracdes que contém essas proteinas foram
utilizadas em Western blot revelado com anti-His e com o MAb 3F8, respectivamente
(Fig. 8B e 8C). Assim, determinou-se que o alvo do MAb 3F8, produzido no

Laboratério de Imunologia Aplicada do CDTec da UFPel, é a proteina FBA.
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Figura 8 — SDS-PAGE 12% e Western blot dos dois possiveis alvos de 3F8. (A) Eletroforese das
expressodes de rFBA em E. coli pLysS e rCodY em E. coli Star. 1- E. coli pLysS/pAE-fba ndo induzida;
2- E. coli pLysS/pAE-fba induzida; 3- sobrenadante tamp&o de lise rFBA; 4- sobrenadante tampé&o de
solubilizacdo | rFBA,; 5- sobrenadante tampéo de solubilizacéo Ill rFBA; 6- SEM AMOSTRA; 7- Extrato
E. coli Star; 8- E. coli Star/pAE-cody ndo induzida;, 9- E. coli Star/pAE-cody induzida; 10-
sobrenadante tampéo de lise rCodY; 11- sobrenadante tampdo de solubilizacdo | rCodY; 12-
sobrenadante tampdo de solubilizagdo 1l rCodY; 13- BSA 1,5ug. Marcadas em preto estdo as
canaletas com as proteinas solubilizadas em NLS 0,2%. (B e C) Western blot anti-His e 3F8,
respectivamente, dos dois possiveis alvos de 3F8. A mesma membrana foi utilizada para a reagdo
com os dois anticorpos. 1- Extrato E. coli pLysS; 2- E. coli pLysS/pAE-fba induzida; 3- sobrenadante
tampdo de lise/rFBA; 4- sobrenadante tampéo de solubilizacdo I/rFBA; 5- marcador pré-corado
(Thermo Scientific); 6- controle positivo anti-His (50kDa); 7- Extrato E. coli Star; 8- E. coli Star/pAE-
cody induzida; 9- sobrenadante tampé&o de lise/rCodY; 10- sobrenadante tampdo de solubilizacdo

I/rCodY.
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3.4.2. Avaliacéo da solubilidade da proteina rFBA

A maior parte da proteina rFBA é expressa parcialmente solluvel, sendo obtida
com a utilizacdo de NLS 0,2% e 0,4% (Fig. 9A e 9B). Assim, foi procedida

purificacdo por cromatografia de afinidade em coluna de Ni*? para posterior didlise

(Fig. 9C).
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Figura 9 — Analise da solubilidade e purificacéo de rFBA por SDS-PAGE 12%. (A) SDS-PAGE 12%
das suspensdes resultantes da solubilizagéo. M- Marcador Bench Mark (Invitrogen); 1- sobrenadante
tampé&o de lise; 2- sobrenadante tampéo de solubilizagéo I; 3- sobrenadante tamp&o de solubilizacdo
Il. (B) Western blot anti-His das frag6es contendo rFBA. 1- Extrato E. coli pLysS (C-); 2- sobrenadante
tampé&o de lise; 3- sobrenadante tampéo de solubilizagéo I; 4- sobrenadante tamp&o de solubilizacdo
Il; M- marcador pré-corado (Thermo Scientific). (C) SDS-PAGE 12% da purificacdo de rFBA. 1-
lavagem purificacdo; 2-10- eluigBes de rFBA; 11- lavagem ap0s eluicao; 12- MAb IgG (50 e 25kDa);

13 - sobrenadante tamp&o de solubilizacdo | apés passagem na coluna.

3.4.3. Anédlise das fragcdes proteicas de L. monocytogenes ATCC 19117 quanto

a presenca de FBA

Duas extracdes proteicas do cultivo de L. monocytogenes ATCC 19117 sem

DOeoo ajustada foram avaliadas por Western blot utilizando 3F8 como anticorpo
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primério. Nessa primeira andlise, apenas as fracdes de cit.-mem. apresentaram a

proteina FBA (Fig. 10A).

Em outra extragao, as fragdes proteicas foram obtidas de um cultivo de 18h,
diretamente, e de outro com ODgg ajustada para 0,8. Desse modo, foi possivel
observar que a proteina FBA é presente em todas as fracBes obtidas (Fig. 10B).
Ainda, é possivel observar que maiores quantidades de FBA foram obtidas quando a
ODgqo foi ajustada para 0,8. Tais resultados indicam que a FBA é presente em maior
guantidade na parede celular de L. monocytogenes quando ela se encontra em fase

log de crescimento e em menor quantidade durante a fase estacionaria.
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Figura 10 — Western blot com 3F8 das fracBes celulares de L. monocytogenes ATCC 19117
(Lm19117). (A) Extracéo das fracdes de parede celular, citoplasma e membrana sem DOgqg ajustada.
1- proteina 32kDa (C-); 2- Lm19117 par. cel.; 3- Lm19117 cit.-mem.; 4- marcador pré-corado (Thermo
Scientific); 5- Lm19117 par. cel. 6- Lm19117 cit.-mem.; 7- rFBA (C+). (B) Comparac¢éo das extracdes
proteicas de Lm19117 sem (wo, caixa vermelha) e com (w, caixa azul) a DOgq ajustada para 0,8. 1-
Lm19117 par. cel. wo; 2- Lm19117 cit. wo; 3- Lm19117 mem. wo; 4- Lm19117 par. cel. w; 5-
Lm19117 cit. w; 6- Lm19117 par. cel. wo dialisada; 7- Lm19117 cit.-mem. wo dialisada; 8- Lm19117

par. cel. w dialisada; 9- Lm19117 cit.-mem. w dialisada; 10- rFBA (C+).
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3.4.4. Monitoramento da resposta imune de camundongos imunizados com

rFBA

A andlise dos trés camundongos imunizados por ELISA, apds a terceira e
quinta imunizacdes, mostra que a resposta contra a proteina rFBA manteve Ayso
proxima de 1,0 utilizando diluicdo 1:1.000 (Fig. 11A e 11B). Antes de realizar a fusdo
das células do baco de um dos camundongos, seus soros foram titulados. Essa
titulacdo sugeriu que o camundongo 1 (C1) tinha niveis maiores de anticorpos que
os demais (C2 e C3) em menores diluicdes (Fig. 11C). Apo6s a fusdo do baco de C1,
seu soro apos a oitava inoculacao foi utilizado para determinar a melhor quantidade
da proteina rFBA a ser aplicada nos ELISAs de triagem de anticorpos monoclonais.
Assim, determinou-se que 250ng por cavidade de rFBA apresenta melhores sinais
guando maiores diluicbes sdo utilizadas. Ainda, o soro coletado antes da fusdo foi
avaliado quanto a soroconversao apods a inoculagéo intravenosa, mostrando que sua
diluicdo 1:1.000 foi aproximadamente 0,2 unidades de Asso maior que a diluicdo

1:800 do coletado apés a oitava imunizacdo (Fig. 11D).
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Figura 11 — ELISA para avaliacdo da resposta humoral de trés camundongos (C1, C2 e C3) contra
rFBA para a producdo de MADbs. (A) ELISA apés a terceira inoculacdo. (B) ELISA apds a quinta
inoculacdo. (C) ELISA de titulacdo apds a oitava inoculagdo. Dos trés camundongos, o C1 foi
escolhido para fazer a fusdo do bago. (D) ELISA para determinacdo da melhor quantidade de rFBA
para a triagem de MAbs. Das 5 quantidades testadas (500; 250; 125; 62,5; e 31,25ng por poco),

escolheu-se a que continha 250ng de rFBA, pois apresentou rea¢des melhores.

Os esplendcitos fusionados com as células SP, foram cultivados até o nono
dia apds o procedimento de fusdo. Aparentemente, existiam hibridomas na maioria
das cavidades da placa de cultivo. No entanto, apds a segunda troca de meio de
cultura, ao vigésimo dia pés-fuséo, todas as cinco placas apresentaram altos niveis

de contaminacgé&o, o que determinou o descarte desse material.
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3.4.5. Purificagédo dos MAbs 3F8, 3B7 e 2D12

O MADb 3F8 purificado foi avaliado em SDS-PAGE 12%, indicando baixo
rendimento em sua purificacdo quando comparado com os dos IgG 3B7 e 2D12. No
entanto, suas fracfes se apresentavam integras (Fig. 12A). J4 os MAbs 3B7 e 2D12
apresentaram rendimento maior que 3F8, apresentando A,sp maiores que 1,5 (Fig.

12B). Esses anticorpos foram utilizados nos ELISAS posteriores.
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Figura 12 — Purificacdo dos MAbs 3F8, 3B7 e 2D12 por cromatografia em coluna de proteina A (GE
Healthcare). (A) SDS-PAGE 12% da purificagdo de 3F8. 1-6- eluicbes 3F8; 7- 3F8 puro. (B)
Espectrofotometria a 280nm da purificacdo de 3B7 e 2D12. As amostras 3-7 de 3B7 foram misturadas

e dialisadas. O mesmo foi feito com as amostras 2-5 de 2D12.

3.4.6. ELISA indireto

O ELISA indireto mostrou que os anticorpos purificados apresentavam
atividade. Além disso, foi possivel notar que os anticorpos apresentavam o padrao
esperado de deteccédo. Isso porque 3F8 foi capaz de distinguir as cepas de Listeria
spp. da de S. Enteritidis. Ainda, os MAbs 3B7 e 2D12 mostraram capacidade de

distinguir as cepas patogénicas — L. monocytogenes ATCC 7644 e 19117 — das néo
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patogénicas (L. innocua e L. seeligeri) (Fig. 13). A coeréncia desses resultados

determinou o avanco do teste desses MAbs em ELISA direto.
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Figura 13 — Avaliacdo dos MADbs purificados por ELISA indireto. Os MAbs purificados foram avaliados
guanto suas reagbes com as bactéria L. monocytogenes (Lm) ATCC 7644 e ATCC 19117, L. innocua
(Linn), L. seeligeri (Lseel) e S. Enteritidis (Salmo). As proteinas-alvo recombinantes rFBA e rinlA
foram utilizadas como controle positivo. O soro pré-imune (SPI) serviu de controle negativo, enquanto
0 soro anti-Listeria (Anti. List.) foi utilizado para confirmar a presenca de bactérias no ensaio. A linha

preta tracejada indica a média da maior reacéo do controle negativo feito com SPI.

3.4.7. Titulacdo dos MAbs marcados e desenvolvimento de ELISA direto

Apbs a conjugacdo dos MAbs com a enzima peroxidase (Sigma Aldrich), eles
foram titulados para avaliar melhores concentracfes de uso em ELISA direto (Fig.
14). Feito isso, foi possivel determinar que os MAbs 3B7 e 2D12 apresentaram
reacoes positivas até a diluicdo de 1:25.600, uma vez que foram superiores as do
controle negativo com SPI. Ja& 3F8 apresentou reacdo semelhante a essas na
diluicdo de 1:6.400, indicando menor quantidade de anticorpos marcados. Apesar

dessa titulacdo, uma concentragdo maior de todos os MAbs (1:200) foi utilizada nos
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ELISAs diretos com bactérias, uma vez que a acessibilidade das proteinas nas

células é menor.
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Figura 14 — ELISA para titulacdo dos MAbs conjugados com peroxidase. Os MAbs marcados com a
enzima peroxidase foram titulados frente a suas respectivas proteinas-alvo (rFBA, para 3F8, e rinlA,
para 3B7 e 2D12). A linha preta tracejada indica a maior média de absorbancia da dilui¢do 1:25.600,

relativa ao MAb 3B7.

O primeiro ELISA direto mostrou que 3F8 distinguiu Listeria spp. de S.
Enteritidis, mostrando Asso aproximadamente trés vezes maiores. Os MAbs 3B7 e
2D12 também foram eficientes na distingdo de L. monocytogenes das demais, uma
vez que essa espécie apresentou Agso, pelo menos, 2 vezes maiores que as demais.
No entanto, algumas reacfes inespecificas de 3B7 e 2D12, principalmente com L.

seeligeri, indicava reacdes cruzadas (Fig. 15A).

O segundo ELISA foi feito na tentativa de diminuir possiveis reacfes
inespecificas dos MAbs 3B7 e 2D12. Usando o bloqueio com BSA 3%, as reacdes
inespecificas de 3B7 e 2D12 foram consideravelmente diminuidas. Ainda, as Asso de
L. monocytogenes se mostraram, pelo menos, sete vezes maiores que para as
demais espécies. Contudo, o controle positivo da reacdo de 3F8 diminuiu

consideravelmente, sendo aproximadamente. dez vezes menor que O primeiro
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ELISA, pouco maior (cerca de 0,025 unidade de Ass) que a reacdo de L.
monocytogenes SC e 0,23 unidades menor que a reacdo com L. monocytogenes

ATCC 19117 (Fig. 15B).

Para o terceiro ELISA, apenas a concentracdo de BSA para o bloqueio foi
alterada. Utilizando BSA 2% em PBS-T, a reagao do controle positivo de 3F8 foi
recuperada. Entretanto, as reacfes inespecificas dos 3 MADbs voltaram a prejudicar a
qualidade do teste, principalmente pelas reacdes de SPI, que foram cerca de trés
vezes maiores que os testes anteriores. Além disso, a rea¢do dos controles positivos
de 3B7 e 2D12 — foi aproximadamente trés vezes menores que 0s outros ELISAs —

indicam que esse procedimento prejudicou a reacéo do ensaio (Fig. 15C).

O quarto e ultimo ELISA direto foi novamente modificado em seu bloqueio.
BSA 2% diluida em PBS foi usada em vez de diluida em PBS-T. Nesse ensaio,
foram encontrados os melhores resultados, uma vez que 3F8 foi capaz de distinguir
Listeria spp. de S. Enteritidis, apresentando A4so cerca de quatro vezes maiores. 3B7
e 2D12 continuaram distinguindo L. monocytogenes das demais espécies, mas,
desta vez, as reacdes inespecificas com as outras espécies foram eliminadas, ja que
suas Asso SAo praticamente idénticas as do SPI. Além disso, os controles positivos
mostraram valores satisfatorios, ficando com Ayso acima de 1,5. A Unica ressalva
desse ensaio foi o baixo valor de reagéo de 3F8 com L. monocytogenes ATCC 7644,
o qual foi em torno de cinco vezes menor que as reacfes de 3B7 e 2D12 com a
mesma cepa e em torno de 3,5 vezes menor que as reacdes de 3F8 com L. innocua.
Essa diferenca de reacdo com os diferentes MAbs, sugere uma adaptagdo quanto
ao cultivo dessa cepa de modo a propiciar a expressao da proteina-alvo FBA (Fig.

15D).
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Figura 15 — Desenvolvimento de ELISA direto utilizando os MAbs 3F8, 3B7 e 2D12 conjugados com
peroxidase. Ao centro da imagem, estdo as legendas das bactérias e antigenos utilizados: L.
monocytogenes (Lm) ATCC 7644, L. innocua (Linn), L. seeligeri (Lseel), S. Enteritidis (Salmo) e L.
monocytogenes SC (isolado local). O soro pré-imune (SPI) serviu de controle negativo, enquanto o
soro anti-Listeria (Anti. List.) foi utilizado para confirmar a presenca de bactérias no ensaio. (A)
Primeiro ELISA, indicando reacdes inespecificas com L. seeligeri. (B) Segundo ELISA, onde o
controle positivo 3F8 apresentou reac6es muito baixas. (C) Terceiro ELISA, no qual o bloqueio foi
modificado e as reacfes inespecificas voltaram a aparecer. (D) Quarto ELISA, onde o bloqueio foi
melhorado, resultando em altas reacdes dos controles e baixas reacdes inespecificas. A linha preta

tracejada indica a média da maior reacao do controle negativo feito com SPI.
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3.4.8. ELISA sanduiche

Para os trés MAbs utilizados, foi possivel observar rea¢cfes inespecificas com
S. Enteritidis, com Asso variando de 0,07-0,28. Entretanto, todos conseguiram
distinguir seus alvos usando a meédia das absorbancias. No caso do 3F8, a
sensibilizacdo com 0,5ug foi capaz de diferenciar as reagcdes com Listeria spp. das
com S. Enteritidis, apresentando Assp cerca de duas vezes maiores. Essa
guantidade de MAb foi melhor que o uso de 1ug, que néo teve tal capacidade de
distincdo. Nas reacgOes de 3B7, o uso de 0,5ug apresentou grande desvio padréo,
bem como reacfes inespecificas com L. innocua (A450~0,34), as quais foram
semelhantes as de L. monocytogenes (A450=0,36). J4 a utilizacdo de 1lug de 3B7
resultou na diminuicdo tanto dessa reagdo com L. innocua quanto dos desvios
padrdo, mostrando diferenca de Asso de aproximadamente duas vezes entre as duas
espécies de Listeria. Assim como para as reacdes de 3B7, as de 2D12 se
mostraram melhores com a utilizacdo de 1pg. Isso porque as reagcbes com L.
monocytogenes foram aproximadamente 0,08 unidades de Ausp maiores que as
resultantes da utilizacdo de 0,5pg. Além disso, essa reagdo de 1lpg com L.
monocytogenes se mostrou em torno de trés vezes maior que para L. innocua e S.

Enteritidis, mantendo a distincdo da espécie patogénica (Fig. 16).
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Figura 16 — Testes da quantidade dos anticorpos 3F8, 3B7 e 2D12 para realizar a captura do ELISA
sanduiche. O ensaio foi realizado com as bactérias L. monocytogenes (Lm) ATCC 7644, L. innocua
(Linn) e S. Enteritidis (Salmo). Apesar das reagfes inespecificas com Linn e Salmo, as quantidades

de 0,5ug de 3F8 e 1ug de 3B7 ou 2D12 mostraram resultados promissores.

3.5. Conclusdes e perspectivas

A proteina FBA, presente em Listeria spp. € um excelente alvo para a
deteccdo desse género, uma vez que esse alvo € abundante nas células de L.
monocytogenes. Estudos quanto ao perfil de expresséo desse alvo sao de interesse,
uma vez que o presente trabalho traz um indicio de que FBA €& expressa em
diferentes niveis de acordo com o estagio de crescimento bacteriano. Desse modo,
técnicas de deteccdo utilizando o MAb 3F8 poderiam ser aprimoradas ao utilizar
cultivos previamente caracterizados. Esse MAb, especifico contra FBA, vir a ser uma
excelente ferramenta na deteccdo de Listeria spp.. Contudo, algumas caracteristicas
de seu isotipo (IgM) limitam sua aplicacdo em ensaios diagnosticos avancados bem
como a qualidade de resultados em técnicas como o ELISA, o que foi notado ao
longo do desenvolvimento desse trabalho. Por isso, nosso grupo iniciou 0s

procedimentos de producao de anticorpos monoclonais em camundongos visando a
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producdo de um anticorpo IgG especifico contra a FBA. Esse objetivo ainda seréa
trabalhado de modo a caracterizar outros MAbs especificos contra Listeria spp. ou L.

monocytogenes.

Os MAbs 3F8, 3B7 e 2D12 mostraram grande aplicabilidade em ensaios de
ELISA apds sua conjugacdo com peroxidase. O desenvolvimento do ELISA direto
mostrou resultados animadores, indicando que esses anticorpos sao eficientes na
deteccdo tanto de Listeria spp. quanto de L. monocytogenes. O ELISA sanduiche
mostrou resultados animadores quando 0,5ug de 3F8 e 1ug de 3B7 ou 2D12 é
utilizado para captura, sendo necessarios alguns ajustes quanto as reacdes
inespecificas. Sendo assim, nosso grupo ampliara as cepas e espécies testadas por
esses ensaios, ampliando as informacdes da aplicacdo desses MAbs em ambas as
técnicas. Ainda, os resultados ja obtidos mostram gque esses anticorpos podem ser
aplicados em outras metodologias diretas, como Western blot, dot blot, imuno-

histoquimica etc., permitindo maior facilidade de execucéo.
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4. Atividades Extras

4.1. Construcéo e expressdo de uma nova proteina para o desenvolvimento de

vacina e/ou teste diagndstico para Campylobacter fetus subsp. venerealis

4.1.1. Introducgéo

O Campylobacter fetus subsp. venerealis € uma bactéria Gram negativa e
microaerdfila capaz de habitar o sistema reprodutor de bovinos. Ela é presente
principalmente nos machos, onde pode se multiplicar sem causar sintomas ou
lesbes. Desse modo, a transmissédo dessa bactéria para as fémeas se da através do
coito, decorrente da monta natural, ou através da inseminacgéo artificial envolvendo
sémen contaminado (BONDURANT, 2005; MSHELIA et al., 2010). Uma vez na
fémea, o C. fetus subsp. venerealis pode se instalar causando uma doenca
chamada campilobacteriose venérea bovina (CVB), caracterizada por aborto e

infertilidade temporéria (GIVENS, 2006).

A ocorréncia de doencgas venéreas em bovinos nos paises desenvolvidos tem
decrescido nos ultimos anos, principalmente devido ao grande controle sobre a
inseminacao artificial e vacinagdo. No entanto, inimeros casos ainda séo relatados
de CVB em locais onde se utiliza a monta natural como estratégia de reproducdo
(BONDURANT, 2005; VARGAS et al., 2002). Em um estudo recente, Alves et al.
(2011) relata que aproximadamente metade dos rebanhos brasileiros sé&o
contaminados pela bactéria, sendo 20% dos animais de corte infectados, em

propriedades contaminadas.

Um dos maiores fatores de patogenicidade dessa bactéria se trata de uma
proteina de superficie, chamada de SAP (Surface Array Protein) tipo A (GROGONO-

THOMAS et al.,, 2000). Existem 9 variantes dessa proteina (Fig. 17), que sé&o
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controladas pelo mesmo promotor e possuem massa aparente entre 97-149kDa
(BLASER et al., 1994). O locus que contém os genes dessas variantes, chamados
de sapA, é altamente versétil, fazendo com que a bactéria produza essa proteina em
niveis praticamente aleatorios. No caso, diferentes isolados podem apresentar
padrdo de expressao diferente quando expostos as mesmas condi¢cdes de cultivo.
Ainda, esse locus pode “mesclar” regides de diferentes variantes de modo a criar

uma nova, regulada pelo mesmo promotor (TU et al., 2003).
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Figura 17 — Representacao dos genes que codificam as 9 variantes da proteina SapA (adaptado de

TU et al., 2003). As regides coloridas com a mesma cor indicam sequéncias com alta identidade.

Essa variabilidade genémica desse importante fator de viruléncia torna dificil o
desenvolvimento de uma vacina eficaz. De fato, até hoje o desenvolvimento de
vacinas contra esse patdgeno é bastante incipiente, se limitando a identificacdo de
novos alvos proteicos para estudo (ALI et al., 2012). Ainda, ndo existem relatos
sobre o desenvolvimento de vacinas recombinantes para esse patdgeno, bem como
ndo ha relato de novas estratégias para solucionar problemas quanto a deteccao
dessa bactéria. Assim, o presente projeto busca aplicar uma nova estratégia para o

desenvolvimento de uma vacina ou teste diagnostico de C. fetus subsp. venerealis
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utilizando uma versédo recombinante da proteina SapA como alvo de estudo. Desse
modo, os problemas quanto a vacinacdo e a identificacdo prévia de um animal

infectado ou amostra de sémen contaminada poderiam ser contornados.

4.1.2. Objetivos

4.1.2.1. Objetivo Geral

Desenvolver uma vacina e/ou teste diagnéstico para CVB baseado em uma

nova proteina recombinante expressa em Escherichia coli.

4.1.2.2. Objetivos Especificos

- Desenhar um gene contendo regides conservadas das nove variantes de

sapA,

- Clonar o novo gene de SapA, bem como suas subunidades individuais, em

vetor de expressao para Escherichia coli;

- Caracterizar a expressao de 3 novas proteinas recombinantes contendo as

regibes conservadas de SapA.

4.1.3. Materiais e Métodos

4.1.3.1. Desenho do gene sintético sapAn78

Um gene foi desenhado tendo como base as sequéncias das proteinas SapA
de C. fetus, depositadas no banco de dados GenBank (cddigo de acesso:

28974206). Essas sequéncias foram alinhadas pela ferramenta Clustal Omega
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(EBI). Com o alinhamento, foram identificadas duas regides interessantes para a
construcdo do gene sintético: uma da porcao N-terminal, comum a 8 das 9 variantes;
e outra comum as variantes SapA7 e SapAp8. Entre essas duas regifes, foi
adicionado uma sequéncia flexivel de 15 aminoacidos, sendo 3 repeti¢cdes de Gly,-
Ser, abreviada como (Glys-Ser)s. A Fig. 18 ilustra de modo simplificado a construcao

do gene e seus possiveis produtos proteicos.

A
Xhol Pstl BamHI EcoRI

B

M10 Q267 1285 D538
C

M10 Q267
D

112 D265

Figura 18 — Representacdo do gene desenhado e de seus possiveis produtos proteicos. (A)
Esquema do gene sintético desenhado, mostrando seus sitios de restricdo para as enzimas Xhol,
Pstl, BamHI e EcoRI, que permitem clonar as duas regides em tandem ou individualmente. (B)
Esquema da proteina com ambas as regides. Entre elas, a sequéncia flexivel (Gly,Ser); facilita o
dobramento individual das duas subunidades. (C) Representacdo do produto proteico da Regido 1,
comum a 8 das 9 variantes de SapA. (D) Representacdo do produto proteico da Regido 2, comum as

variantes de SapA7 e SapAnS8.
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4.1.3.2. Clonagem e expressao dos genes sapAn78, sapAn e sapA78

A sequéncia codificadora do gene construido foi encomendada da empresa
Epoch Life Science (Missouri City, Texas, EUA) contendo cédons preferenciais para
expressdo em E. coli, bem como os sitios de restricio Xhol e EcoRI nas
extremidades 5’ e 3’, respectivamente, e Pstl e BamHI na regido central. O gene
encomendado foi clonado em um plasmideo, sendo chamado de pUC18-sapAn78.
Esse plasmideo foi propagado e extraido conforme ja descrito (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001). O gene sapAn78 foi subclonado para o vetor de expressédo pAE
apos a clivagem com as enzimas Xhol e EcoRI e ligacdo com T4 DNA ligase,
formando o plasmideo pAE-sapAn78. A partir dele, cada uma das duas regides da
construcdo foram subclonadas separadamente em pAE. Para o gene sapAn, foram
utilizadas as enzimas Xhol e Pstl, enquanto para o sapA78, foram utilizadas BamHlI
e EcoRI. Apés a transformacéo e triagem dos clones recombinantes, a expressao foi
feita em E. coli BL21 (DE3) pLysS em 10mL de caldo LB induzido com IPTG para
uma concentracdo final de 0,5mM por 3h a 37°C e 150rpm. A avaliacdo da

expressao foi feita por SDS-PAGE 12% dos extratos bacterianos.

4.1.4. Resultados

4.1.4.1. Clonagem e expressao do gene sapAn78

O plasmideo pUC18-sapAn78 encomendado foi extraido (Fig. 18A) e, em
seguida, digerido com as enzimas Xhol e EcoRI, apresentando uma banda

correspondente ao do gene desenhado (1.600 pb) (Fig. 18B).
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Figura 19 — Gel de agarose 0,8% das extracdes de pUC18-sapAn78 e das digestbes para a
subclonagem. (A) Extracdo do plasmideo pUC18-sapAn78. 1- pAE circular; 2- pUC18-sapAn78
eluicdo 1; 3- pUC18-sapAn78 eluicdo 2; 4- pUC18-sapAn78 eluicdo 3. (B) Eletroforese das digestbes
de pAE e pUC18-sapAn78. 1- pAE circular; 2 e 3- pAE linear; 4 e 5- pUC18-sapA linear; 6- pUC18-

sapA/Xhol e EcoRl.

Apos purificar o gene tacs do gel e o vetor pAE da reacdo, ambos foram
quantificados, ligados por T4 DNA ligase, usados para transformar E. coli TOP10 e
triados quanto a presenca de clones recombinantes contendo pAE-sapAn78. Entéo,
os clones 2, 3, 10, 11 e 17 foram identificados como possiveis recombinantes (Fig.

19).
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Figura 20 — Gel de agarose 0,8% para quantificacdo do vetor pAE e do gene sapAn78 com A
DNA/Hindlll (Invitrogen) e triagem de clones recombinantes. (A) Eletroforese do vetor pAE e gene
sapAn78 purificados. 1- pAE/Xhol e EcoRI eluigdo 1; 2- pAE/Xhol e EcoRlI eluigéo 2; 3- pAE circular;
4- A DNA/HindlIIl 250 ng (Invitrogen); 5- sapAn78/Xhol e EcoRI eluicdo 1; 6- sapAn78/Xhol e EcoRl
eluicdo 2. (B) Triagem das colbnias transformantes da ligacdo de pAE-sapAn78. 1- pAE circular; 2-

18- colbnias 1-17. As colbnias dos pogos 2, 3, 10, 11 e 17 foram escolhidas e propagadas.

Os cinco clones identificados como recombinantes foram propagados e trés
deles conferidos por digestdo enzimatica com Xhol e EcoRI quanto & presenca do
inserto (Fig. 20). Desse modo, identificou-se que todos os trés clones avaliados
eram recombinantes, uma vez que apresentaram a liberagdo de fragmentos na

altura esperada (1.600pb).
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Figura 21 — Verificagdo da extragdo e digestdo para a confirmacéo da presenca de inserto em pAE-
sapAn78. 1- pAE circular; 2-6- clones 2, 3, 10, 11 e 17; 7- pUC18-sapAn78 circular. (B) Digestéo para
a confirmacédo do inserto de pAE-sapAn78. 1-3- clone 2, 3 e 17, respectivamente, digeridos com Xhol

e EcoRl; 4- pAE linear; 5- pUC18-sapAn78 linear; 6- marcador 1 kb (Thermo Scientific).

Um desses clones foi utilizados para transformar E. coli BL21 (DE3) pLysS e
avaliado quanto a expressao por SDS-PAGE 12%. Foi verificada uma banda com

massa de 60kDa correspondente a esperada nos trés clones induzidos com IPTG

(Fig. 21).
1 3 4 5 6 7 8
: t;::
P 1l ww«67kDa
60 kDa=» a i
—‘ —ﬂ“’
4 ELE
s — oo

l
]
)

Figura 22 — SDS-PAGE 12% do teste de expressao de rSapAn78 em E. coli BL21 (DE3) pLysS. 1-
clone 2 nao induzido; 2- clone 2 induzido; 3- clone 3 nao induzido; 4- clone 3 induzido; 5- clone 17

ndo induzido; 6- clone 17 induzido; 7- extrato de E. coli pLysS (C-); 8- BSA 1,5ug (67kDa).
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4.1.4.2. Clonagem dos genes sapAn e sapA78

O vetor pAE-sapAn78 construido foi utilizado para clonar as duas regides de
sapA separadamente em pAE. Esse plasmideo foi digerido com Xhol e Pstl, para
clonagem de sapAn, e BamHI e EcoRI, para clonagem de sapA78. Assim, foi
possivel observar a liberacdo de fragmentos de 800 pb, correspondentes a ambos
os genes (Fig. 22A). Esses fragmentos foram purificados e quantificados, bem como
o vetor pAE (Fig. 22B). Logo, foi feita a ligagdo com T4 DNA ligase, transformacéo
de E. coli TOP10 e triagem dos clones recombinantes (Fig. 22C). Os clones 3, 5 e 6,
referentes ao vetor pAE-sapAn, e o 2 e 7, referentes ao vetor pAE-sapA78 foram

identificados como possiveis recombinantes.
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Figura 23 — Géis de agarose 0,8% das etapas de obtencdo dos plasmideos pAE-sapAn e pAE-
sapA78. 1- pAE-sapAn78/Xhol e Pstl; 2- pAE circular; 3- pAE linear; 4- marcador 1kb (Thermo
Scientific); 5- pAE-sapAn78/BamHI e EcoRl. (B) Quantificacdo do vetor pAE e dos genes sapAn e

sapA78 por A DNA/Hindlll (Invitrogen). 1 e 2- sapA78/BamHI| e EcoRI eluicdes 1 e 2; 3 e 4-
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sapAn/Xhol e Pstl eluicbes 1 e 2; 5 e 6- pAE/Xhol e Pstl eluicdes 1 e 2; 7 e 8- pAE/BamHI e EcoRl
eluicdes 1 e 2; 9- pAE linear; 10- A DNA/Hindlll 250ng. (C) Eletroforese das extracfes de plasmideo

das coldnias triadas. 1- pAE circular; 2-8- clones 1-7 pAE-sapAn; 9-18- clones 1-10 pAE-sapA78.

Os 5 clones supostamente recombinantes foram propagados, mas apenas 4
tiveram seus plasmideos extraidos e corridos em gel de agarose 0,8% (Fig. 23A).
Assim foram identificados dois clones recombinantes de pAE-sapAn e um de pAE-
sapA78, os quais tiveram a presenca de inserto confirmada através de digestdo com

as mesmas enzimas utilizadas na clonagem (Fig. 23B).
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Figura 24 — Gel de agarose 0,8% da purificacdo e digestdo dos plasmideos pAE-sapAn e pAE-
sapA78 para a confirmacgdo de inserto. (A) Extracdo plasmideal dos clones de pAE-sapAn e pAE-
sapA78. 1- pAE-sapAn clone 5; 2- pAE-sapAn clone 6; 3- pAE-sapA78 clone 2; 4- pAE-sapA78 clone
7; 5- pAE circular. (B) Digestao dos plasmideos extraidos para a confirmacdo do inserto. 1- pAE
circular; 2- A DNA/Hindlll 250 ng; 3- pAE-sapAn/Xhol e Pstl clone 5; 4- pAE-sapAn/Xhol e Pstl clone

6; 5- pAE-sapA78/BamHI e EcoRlI clone 7.

4.1.5. Conclusdes e perspectivas

A proteina quimérica rSapAn78 foi expressa em E. coli. Essa proteina sera

produzida em maior quantidade de modo a testar sua aplicabilidade como antigeno
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vacinal ou componente diagndstico. Além disso, as duas subunidades dessa
guimera foram clonadas separadamente no vetor pAE de expressdo em E. coli.
Essas construgcbes serdo posteriormente expressas em E. coli e, assim como

rSapAn78, serdo testadas no desenvolvimento de vacinas ou diagndsticos.
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