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1. INTRODUCAO

Em funcéo dos riscos que bactérias do género Salmonella representam para
0s consumidores, sua pesquisa em alimentos é de fundamental importancia.
Métodos imunoquimicos com anticorpos monoclonais (MAbs) tém sido propostos
para a deteccdo rapida e especifica de salmonelas em alimentos (BLACKBURN,
1993).

Para a producédo de MAbs, a escolha do antigeno e a sua purificacdo sao de
extrema importancia para que o mesmo seja capaz de induzir resposta imune apés a
imunizacdo (PATA et al., 2009). Como alguns alvos antigénicos podem apresentar
baixa imunogenicidade, a utilizacdo de adjuvantes pode ser uma alternativa para o
aumento da eficiéncia nas imuniza¢des (DZIERZBICKA; KOLODZIEJCZYK, 2006). A
subunidade B da enterotoxina termolabil de Escherichia coli (LTB) é um potente
adjuvante, capaz de estimular uma resposta sistémica e secretéria de anticorpos
contra antigenos co-administrados ou fusionados (CONCEICAO et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi clonar e expressar a proteina rLTB-FimA, uma
guimera recombinante composta pela fusdo da LTB com a subunidade fimbrial
principal de Salmonella Enteritidis (FimA), a qual serd utilizada na imunizacdo de
camundongos para posterior producdo de MAbs anti-FimA.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Clonagem do gene que codifica a subunidade fimb rial principal de S.
Enteritidis ( fimA) em plasmideo de expressdo em E. coli contendo o gene Itb
Primers especificos para o gene fimA de S. Enteritidis foram desenhados a
partir da sequéncia depositada no GenBank (niumero de acesso S76043) com a
utilizacdo do programa VectorNTI 9.0. Na sequéncia dos primers, foram incluidos
sitios de clivagem para as enzimas de restricdo BamHI e EcoRI nas extremidades 5’
e 3’ do gene, respectivamente. O gene fimA foi amplificado por PCR a partir do DNA



cromossomal de S. Enteritidis e clonado no vetor de expressdo em E. coli contendo
o gene ltb (pAE/Itb). O produto da ligacdo (pAE/ltb-fimA) foi usado para transformar
células competentes de E. coli TOP10OF por eletroporacdo e as colbnias
recombinantes selecionadas em agar Luria Bertani (LB) contendo ampicilina. Cepas
de E. coli BL21 (DE3) Star, pLysS e Ril foram transformadas com pAE/ltb-fimA por
choque térmico, visando a expressao da quimera recombinante (rLTB-FimA). As
células recombinantes, selecionadas em agar LB contendo ampicilina, foram
cultivadas em caldo LB e incubadas em agitador orbital (37°C/200 rpm) até a fase
log de crescimento, quando a cultura foi dividida em duas aliquotas. Uma foi
suplementada com 0,5 mM de IPTG (isopropil R-D-tiogalactosideo) por 3h (37°C/200
rpm) visando a inducdo da expressao da quimera recombinante e a outra nao foi
induzida para ser utilizada posteriormente como controle negativo. Apés a inducao,
aliquotas de 1 mL das culturas foram coletadas e centrifugadas para avaliar a
expressdo da rLTB-FimA através de eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%
(SDS-PAGE), usando extrato protéico total de cada clone como descrito por
Sambrook (2001).

2.2 Avaliacdo da expressédo da quimera recombinante através de Western blot
e Dot blot

Para avaliar a expressao da quimera, Western blot (WB) e Dot blot foram
realizados de acordo com Dummer et al. (2009) com modificacbes. Para o WB,
proteinas de aliquotas de 1 mL das culturas foram separadas através de SDS-PAGE
como descrito acima. As proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose e a membrana foi bloqueada com 5% de leite em pd desnatado em
PBS por 1h. A membrana foi incubada com MADb anti-histidina (1:5000) e, apds nova
lavagem, incubada com anticorpo de cabra anti-imunoglobulina de camundongo
conjugado a peroxidase (1:3000). Entre as incubagbes, foram realizadas trés
lavagens com PBS-T. A expressdo da quimera também foi avaliada por Dot blot.
Cerca de 10 pL das culturas foram aplicados diretamente em membranas de
nitrocelulose. As membranas foram secas a temperatura ambiente por 10 min,
bloqueadas com 5% de leite em pé em PBS por 1 h, lavadas 3 vezes com PBS-T e
incubadas com soro policlonal anti-LTB (1: 1000) e MAb anti-histidina (Sigma)
(1:5000). Apés 1 h, nova lavagem foi realizada e a solugdo composta por anticorpo
de cabra anti-imunoglobulina de camundongo conjugado a peroxidase (1:3000) foi
adicionada. As reacdes de WB e Dot blot foram reveladas utilizando-se o cromogeno
diaminobenzidina (DAB) e H,0,. Como controles negativos foram utilizados uma
proteina recombinante de 44 kDa (rOmpX) e aliquotas das culturas nao induzidas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O par de primers contendo os sitios para as enzimas BamHI e EcoRI foram
desenhados de forma a amplificar apenas um segmento que codifica um fragmento
de 496 pb correspondente a fimA, o qual foi clonado com sucesso no plasmideo
pAE/Itb.

SDS-PAGE 12% foi utilizada para avaliar a expressdao da quimera
recombinante em cepas de E. coli BL21 (DE3) Star, pLysS e Ril que foram
transformadas com pAE/ltb-fimA. As trés cepas de E. coli avaliadas expressaram
uma proteina heteréloga de aproximadamente 28,5 kDa, massa molecular predita
para a rLTB-FimA (Figura 1).
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Figura 1. SDS-PAGE 12% da expressao da quimera recombinante LTB-FimA em E. coli RIil. 1 -
Marcador BenchMark Protein Ladder; 2 — Ril ndo induzida; 3 - Ril induzida; 4 - Ril transformada com
pAE/Itb ndo induzida; 5 - Ril transformada com pAE/Itb induzida; 6 - Ril transformada com pAE/ltb-
fimA néo induzida; 7 - Ril transformada com pAE/ltb-fimA induzida.

O vetor pAE possui em sua estrutura uma cauda de 6 histidinas, que
possibilita a purificacdo da proteina de interesse por cromatografia de afinidade e a
sua detecgdo em imuno-técnicas utilizando MAb anti-histidina. A confirmacdo da
expressao da quimera foi realizada por WB utilizando MAb anti-histidina, no qual foi
possivel observar a expressdo de uma proteina heter6loga de massa molecular
predita para a rLTB-FIimA (Figura 2).
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Figura 2. Western blot da expresséo da rLTB-FimA em E. coli Star utilizando MAb anti-histidina.
1- Marcador pré-corado; 2—Ril ndo induzida; 3- Ril induzida; 4- Ril transformada com pAE/ltb-fimA
nao induzida; 5- Ril transformada com pAE/Ith-fimA induzida.

Através do Dot blot foi possivel observar que as trés cepas expressaram a
rLTB-FimA e que, tanto o soro policlonal anti-LTB quanto o MAb anti-histidina, foram
capazes de reconhecer a quimera LTB-FimA (Figura 3).
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Figura 3. Dot blot da expressao da rLTB-FimA utilizando MAb anti-histidina. A) Ril; B) Star; C) pLysS.
1- rOmpX (44 kDa); 2— Extrato celular de E. coli sem inducéo; 3 — E. coli transformada com pAE/Itb-
fimA ndo-induzido; 4 - E. coli transformada com pAE/Itb-fimA induzido.

4. CONCLUSAO

O gene fimA foi clonado com sucesso no plasmideo de expressao pAE/ltb e a
quimera recombinante LTB-FimA foi expressa pelas cepas de E. coli BL21 (DE3)
Star, pLysS e RIil. As trés estratégias de expressdo serdo avaliadas quanto a
solubilidade da proteina produzida. Cultivos e purificacbes em maior escala seréo
realizados e a quimera purificada sera utilizada na imunizacdo de camundongos
BALB/c visando a posterior producéo de MAbs anti-FimA.
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