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RESUMO

CARAVELLI, A. Anticorpo recombinante anti-intimina: uma ferramenta para o
diagnoéstico rapido de Escherichia coli enteropatogénica e de Escherichia coli
enterohemorragica. 2013. 147 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2013.

Intimina é o principal fator de viruléncia envolvido na lesdo attaching/effacing em E.
coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli enterohemorragica (EHEC), que s&o
responsaveis pela diarreia infantil e colite hemorragica/sindrome hemolitico-urémica,
respectivamente. Nos paises em desenvolvimento, o diagnostico desses patégenos
ou é demorado e caro, ou ndo é realizado em laboratorios de rotina. No entanto, a
deteccdo é essencial para definicdo do tratamento da infeccdo. O objetivo do
presente trabalho foi definir o vetor de expressdo mais apropriado e avaliar a
sensibilidade e especificidade do scFv-intimina obtido. O gene scFv-intimina
anteriormente obtido foi clonado nos vetores de expressdo pAE e pSMT3,
transformados em uma E. coli BL21 (DES3). A expressao foi induzida com 1 mM de
IPTG. Em ambos os vetores, a proteina expressa foi direcionada para o citoplasma
bacteriano, dessa forma a constru¢do pAE-scFv-intimina foi utilizada na obtencéo do
anticorpo recombinante. Apés cromatografia de afinidade ao niquel o scFv-intimina
foi empregado no ensaio de imunofluorescéncia indireta para definir um teste de
ensaio rapido e confiavel, analisando-se 199 isolados de E. coli e isolados de outras
Enterobactérias, dos quais 132 resultaram em isolados eae-positivos e 67 isolados
eae-negativos. O teste de imunofluorescéncia mostrou a deteccdo de 132 isolados
eae-positivos (100% de sensibilidade) e a ndo deteccdo de 67 isolados eae-
negativos (100% especificidade). Assim, o ensaio de imunofluorescéncia é um
método eficaz e rapido, e o scFv-intimina € uma excelente ferramenta para o
imunodiagnostico de EPEC e EHEC.

Palavras-chave: Diarreia. Escherichia coli diarreiogénica. Anticorpos recombinantes.
scFv-intimina. Diagnastico.



ABSTRACT

CARAVELLI, A. Anti-intimin recombinant antibody: a tool for a rapid diagnosis of
enteropathogenic and enterohemorrhagic Escherichia coli. 2013. 147 p. Masters
thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sé&o
Paulo, Sao Paulo, 2013.

Intimin is the main virulence factor involved in the attaching/effacing lesion of
enteropathogenic E. coli (EPEC) and enterohemorrhagic E. coli (EHEC), which are
responsible for infantile diarrhea and hemorrhagic colitis/hemolytic uremic syndrome,
respectively. In developing countries, their diagnosis is either time-consuming and
expensive or is not done in the routine laboratory. Nevertheless, their detection is
essential in defining the infection treatment. The aim of the study was to define the
most suitable expression vector and evaluate the sensitivity and specificity of the
scFv-intimin obtained. The scFv-intimin gene previously obtained was cloned into
pAE and pSMT3 expression vectors and transformed into an E. coli BL21 (DE3)
strain. Expression was induced with 1 mM IPTG. In both vectors, recombinant protein
was expressed as inclusion bodies, so pAE was chosen as the expression vector for
nickel affinity chromatography. Once purified, scFv-intimin was employed in an
indirect immunofluorescence assay to define a rapid and reliable assay testing 199 E.
coli strains and other Enterobacteriaceae isolates, of which 132 isolates were eae-
positive and 67 isolates were eae-negative. The immunofluorescence assay showed
the detection of 132 eae-positive isolates (100% sensitive) and no detection in the 67
eae-negative isolates (100% specific). Thus, immunofluorescence is an effective and
rapid method and scFv-intimin an excellent tool for the immunodiagnosis of EPEC
and EHEC.

Keywords: Diarrhea. Diarrheagenic E. coli. Recombinant antibody. scFv-intimin.
Diagnosis.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Diarreia

Aproximadamente oito milhdes de criangas menores de cinco anos morrem
anualmente no mundo todo. A maioria dessas mortes (85%) ocorre principalmente
nas areas rurais dos paises da Africa e Sudeste Asiatico (UNITED NATIONS
CHILDREN’S FUND, UNICEF, 2012). Dentre as principais causas desta mortalidade,
a diarreia é responsavel por 800.000 mortes (11%), sendo superada apenas pela
pneumonia (18%) (WORLD HEALTH ORGANIZAION, WHO, 2012; WORLD
HEALTH STATISTICS, 2011; WHO, UNICEF, 2009) (Grafico 1).

Gréfico 1 - Distribuicdo global de causas de morte em criancas abaixo de 5 anos de
idade, 2010.

Sarﬁ;gpo Outras condigbes

16%

1Zausas neonatais
36%

[

~
——

Diarreia Preumania
11% 18%

HIVIAIDS

2% \
Doengas néo

transmissiveis
4%

Injurias
5%

Maéria/

%

Fonte: WHO (2012).

A diarreia € uma manifestacdo comum de doencas infecciosas intestinais, que
pode ser causada por virus, bactérias e parasitas, de forma aguda e/ou persistente.

Os agentes infecciosos bacterianos frequentemente isolados em surtos de diarreia
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sédo Escherichia coli, Shigella spp.,Salmonella spp., Campylobacter jejuni e Vibrio
cholerae.

O modo de transmissédo da maioria desses patdgenos ocorre via fecal-oral, e a
alta incidéncia de surtos diarreicos esta diretamente associada a fatores soécio-
ambientais, como a falta de saneamento basico, condicdes sanitarias precarias, além
da contaminacéo de agua e a higiene inadequada dos alimentos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, WHO, 2009).

Além da melhora nas condicGes de higiene, a terapia de reidratacéo oral tem
levado a diminuicdo da morbidade e mortalidade de criancas com diarreia aguda,
relacionada a perda de fluidos e eletrolitos. Entretanto, a diarreia persistente emergiu
como causa comum de morte. Por ser prolongada, persiste por mais de 14 dias,
podendo resultar em varias infec¢cdes consecutivas ou mal resolvidas, ma absorcao
ou gastroenterite (OCHOA et al., 2008).

No Brasil, as politicas de saneamento basico, implantadas a partir de 1970,
aliadas a medidas como terapias de reidratacdo oral, diminuicdo da desnutricdo
infantil e melhora no acesso a servicos de salde levaram a uma queda significativa
da mortalidade infantil por diarreia. As doencas infecciosas intestinais representavam
6% da mortalidade em 1996 e 3% em 2004 (TABNET.DATASUS, 2010).

Todavia, em algumas partes do pais ha grandes diferencas na proporcao entre
os indices de declinio. Por exemplo, em 2004, na Regido Nordeste a taxa de
mortalidade por doencas infecciosas intestinais foi de 5,4% enquanto na Regido
Sudeste foi de 1,7%. O que mostra que, apesar do decréscimo, a diarreia ainda
representa um relevante problema de saude publica (TABNET.DATASUS, 2010).

Oliveira e Latorre (2010), estudando as tendéncias de internacdo e mortalidade
infantil por diarreia em criangcas menores de um ano, no periodo de 1995 a 2005 no
Brasil, verificaram uma reducéo desses indices em 13 capitais, porém oito capitais
apresentaram reducdo da mortalidade, enquanto trés tiveram queda apenas nas
taxas de internagdo. A analise combinada desses indicadores mostrou queda no
Brasil como um todo e em quatro capitais.

Recentemente (2011), os maiores indices de internacbes por diarreia nas

unidades hospitalares participantes do Sistema Unico de Saude (SUS) (publicas ou
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particulares conveniadas) ocorreram na regiao nordeste e norte, principalmente nos
meses de clima quente (DEPARTAMENTO DE INFORMATICA DO SUS, DATASUS,
2012). Apesar das regibes norte e sudeste possuirem numeros de internacdes
semelhantes, estes representam 0,21% da populagcéo da regido norte, contra 0,04%
da populacdo da regido sudeste, indicando que proporcionalmente, as populacées
das regibes norte e nordeste (0,17%) ainda carecem de acfes de promoc¢ao a saude
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, IBGE, 2012).

1.2 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) foi descrita em 1885, pelo pediatra alemédo Theodor
Escherich, que notou sua alta prevaléncia na microbiota intestinal de criancas apos
24 h do nascimento e a denominou Bacterium coli commune (ESCHERICH, 1885).

E. coli é componente da microbiota do trato gastrointestinal, considerada
benéfica e ndo patogénica, porém pode assumir caracteristicas patogénicas. E um
bacilo Gram-negativo, anaerébico facultativo, componente da familia
Enterobacteriaceae, que coloniza a mucosa intestinal de humanos e outros animais
poucas horas ap6s o nascimento (KAPER et al., 2004; LEVINE, 1987; NATARO;
KAPER, 1998; RSKOV; JRSKOV,1992).

Alguns estudos demonstram que a composi¢ao de E. coli no intestino humano
geralmente consiste de trés ou quatro linhagens, sendo que uma delas é
denominada residente, permanecendo no organismo do hospedeiro por meses, e as
outras sao transitérias, e duram algumas semanas (SEARS; BROWNLEE;
UCHIYAMA, 1950).

E. coli normalmente permanece inofensiva confinada ao lumen intestinal,
entretanto, mesmo as cepas de E. coli ndo patogénicas podem causar infeccdo
guando o hospedeiro encontra-se debilitado, imunodeprimido ou quando as barreiras
gastrointestinais séo violadas. Ao longo do tempo, cepas de E. coli patogénicas vém
adquirindo fatores de viruléncia especificos, conferindo um aumento na habilidade de
se adaptar a novos nichos causando um amplo espectro de doencas em individuos

saudaveis (KAPER et al., 2004). Trés sindromes clinicas podem resultar da infeccéo
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por estes patotipos: meningite neonatal, sepse e infec¢des do trato urinario. Além
desses, ha os patotipos associados a doencas entéricas conhecidos como E. coli
diarreiogénica (DEC) (KAPER et al., 2004).

1.3 Escherichia coli diarreiogénica

Isolados de E. coli diarreiogénicas (DEC) tém grande importancia médica e
epidemioldgica, pois representam o patégeno bacteriano mais comumente associado
as formas endémicas de diarreia (CLARK et al., 2003).

Isolados de DEC sé&o classificadas de acordo com mecanismos de viruléncia
especificos, as sindromes clinicas que causam e o0s aspectos epidemiologicos em E.
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora da toxina de Shiga (STEC) e seu
subgrupo E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e E. coli que apresenta
padrao de adeséao difusa (DAEC), (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

EPEC tem sido identificada como o principal agente de diarreia aguda em
criancas menores de dois anos de idade nos paises em desenvolvimento (NATARO;
KAPER, 1998). Isolados de EPEC causam um efeito histopatolégico caracteristico
em bidpsias intestinais, bem como em culturas celulares, conhecido como leséo
attachment and effacement (A/E) (MOON et al.,1983).

STEC compreende todas as amostras de Escherichia coli que produzem as
toxinas de Shiga Stx, e estdo associadas a colite hemorragica e a sindrome
hemolitica urémica (AGBODAZE, 1999). Este patdégeno representa 0 mais
importante agente etioldgico de surtos diarréicos causados por alimentos, sendo
prevalente principalmente em paises desenvolvidos (PATON; PATON, 1998).
Dentro deste patotipo estd o subgrupo das EHEC que além da expressao das
toxinas de Shiga, causa a lesdo A/E, como as EPEC.

ETEC é um importante patdgeno causador da diarreia aguda, sendo o primeiro
em que os fatores de viruléncia foram descritos (TORRES et al., 2005). E principal
causa de morbidade e mortalidade entre criangas de um a cinco anos de idade em

paises em desenvolvimento (QADRI et al.,, 2005). Além disso, esta associado a
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diarreia dos viajantes que acomete turistas e militares oriundos de paises
desenvolvidos em visita a regifes tropicais e subtropicais endémicas. Estes
organismos produzem a toxina termo estavel (ST) e/ou a toxina termo I4bil (LT)
(SEARS; KAPER, 1996).

EAEC é caracterizada por aderir as células epiteliais cultivadas no padréo
denominado de adesdo agregativa (NATARO et al.,, 1987). Este patotipo esta
associado a diarreia aguda e persistente tanto em paises em desenvolvimento,
guanto em paises industrializazdos (KAPER et al., 2004; TORRES et al., 2005).

EIEC apresenta a capacidade de invadir e de se multiplicar em células
epiteliais, causando diarreia aquosa e disenteria no homem (TORRES et al., 2005).
Quando a infeccdo € severa pode causar colite inflamatoéria, assim como a Shigella
spp. (LEVINE, 1987; NATARO; KAPER, 1998).

DAEC é a categoria de E. coli diarreiogénica que apresenta um padréo de
adesao difusa em células epiteliais em cultura. Neste padréo de adesao as bactérias
encontram-se aderidas de forma difusa sobre toda a superficie celular (ELLIOTT,;
NATARO, 1995). Sua patogenicidade ainda é desconhecida, uma vez que amostras
de DAEC séo isoladas tanto de amostras diarréicas como de fezes n&o diarréicas,
sendo mais brandas do que as diarréias causadas pelas categorias anteriores
(KAPER et al., 2004; TORRES et al., 2005).

Os principais mecanismos de ac¢ao, os tipos de interacdo com células epiteliais
in vitro, assim como os fatores de viruléncia especificos de cada uma da seis

categorias de DEC, encontram-se esquematizados na figura 1.
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Figura 1 - Esquema ilustrativo dos principais fatores de viruléncia das categorias de
Escherichia coli diarreiogénicas.
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1.3.1 E. coli enteropatogénica (EPEC)

O termo E. coli enteropatogénica foi criado em 1955 por Erwin Neter para
designar um grupo de cepas de E. coli associados a diarreia infantil, distinguindo-se
assim das demais cepas encontradas em individuos normais ou em pacientes com
processo de infec¢do extraintestinal (NETER et al., 1955).

O patotipo EPEC é subdividido em dois grupos distintos, EPEC tipicas (tEPEC)
e EPEC atipicas (aEPEC). Diferentemente das tEPEC, que tém como hospedeiro
somente o0 homem, as aEPEC podem ter como hospedeiros tanto homens como
animais. Por muitos anos tEPEC foram consideradas a principal causa de diarreia
infantil em paises em desenvolvimento sendo raras nos paises industrializados. No
entanto, os dados atuais sugerem que aEPEC sao mais frequentes que as tEPEC
tanto em paises industrializados como em paises em desenvolvimento tendo surgido
como patdgeno emergente, relacionado a diarreia prolongada em criancas de até
cinco anos de idade (BUERIS et al., 2007; FRANZOLIN et al., 2005; MORENO et al.,
2010; OCHOA et al., 2008; SCALETSKY et al., 1999; SMITH et al., 1996; TRABULSI
et al., 2002). As tEPEC distinguem-se das aEPEC pela presenca do plasmidio EAF
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(EPEC adherence factor) e expressao da fimbria BFP (Bundle-forming pilus) (ABE et
al., 2009; NARA et al., 2010; TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

Durante décadas, os mecanismos pelos quais as EPEC causavam diarreia
ainda eram desconhecidos, e este patotipo sé era identificado com base no sorotipo
O:H. Em 1987, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconheceu doze
sorogrupos de EPEC, denominados 026, O55, 086, 0111, 0114, 0119, 0125,
0126, 0127, 0128, 0142 e 0148 (WHO, 1987), os quais também sdo conhecidos
como sorogrupos classicos de EPEC (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

1.3.2 Escherichia coli produtora da toxina de shiga (STEC) e sua subcategoria

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

STEC (Shiga toxin-producing E. coli) ou VTEC (Verotoxin-producing E. coli) foi
primeiramente descrita por Konowalchuk, Speirs e Stavric (1977) por sua atividade
citotoxica em células Vero (célula epitelial renal de macaco verde africano) surgindo
entdo o termo verotoxina ou verocitotoxina (KONOWALCHUK et al., 1977).

Na década de 1980, foi descrito o primeiro isolamento de STEC do sorotipo
0157:H7 em um surto de diarreia sanguinolenta, o qual foi associado a ingestédo de
carne de hamburguer contaminada e mal-cozida (RILEY et al., 1983).

A ingestdo de STEC pode causar um espectro de doencas agudas, que vao
desde diarreias ndo complicadas, a diarreias sanguinolentas (colite hemorragica) e
até a sindrome hemolitico-urémica (SHU) (CHINEN et al., 2009; KARMALI, 1985,
1989). SHU ¢é caracterizada pelo aparecimento de trombocitopenia, anemia
hemolitica e nefropatia aguda, deficiéncias do sistema nervoso e até morte.
Aproximadamente até 15% dos pacientes desenvolvem SHU, especialmente
criangas menores de 10 anos infectadas por E. coli O157:H7, que é o0 sorotipo
predominante (GRIFFIN; TAUXE, 1991).

As Stx incluem dois subgrupos principais, Stxl e Stx2, que possuem
aproximadamente 55% de homologia de aminoacidos. Linhagens de STEC podem
produzir Stx1 ou Stx2 ou ambas toxinas, ou ainda variantes dessas toxinas (GYLES

et al., 2007). Essas toxinas séo do tipo A;Bs, apresentando uma subunidade A com
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35 kDa e 5 subunidades B com 7,5 kDa (GYLES, 2007; NATARO; KAPER, 1998).
Linhagens isoladas de pacientes com SHU produzem principalmente Stx2
(FRIEDRICH et al., 2002).

Além das toxinas de Shiga, existem outros fatores capazes de aumentar ou
colaborar na patogenicidade de STEC, como a adesina intimina, produto do gene
eae presente em EPEC e EHEC, a enterohemolisina (Ehly) e uma protease
(EspP/PssA) de codificagcéo plasmidial como fatores de viruléncia (GOOSNEY et al.,
2000; NATARO; KAPER, 1998).

1.3.3 Mecanismo de Patogenicidade de E. coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli

enterohemorragica (EHEC)

O mecanismo central da patogénese de EPEC, assim como nas EHEC, € a
lesdo histopatoldgica denominada attaching and effacing (lesdo A/E), a qual é
caracterizada pela adesdo da bactéria ao epitélio intestinal, desencadeando uma
cascata de sinais transmembranicos e intracelulares que levam a destruicdo das
microvilosidades locais e ao acumulo de actina polimerizada e componentes do
citoesqueleto no local de contato entre a célula epitelial e a bactéria, formando entéo
uma estrutura semelhante a um pedestal com a bactéria em sua superficie (MOON
et al., 1983) (Figura 2).

Esse mecanismo esta dividido didaticamente em trés estagios: (1) aderéncia
inicial a célula hospedeira, (2) producdo e translocacdo das proteinas bacterianas
por uma agulha formada pelo complexo de secrecédo do tipo Ill (SSTT) e (3) ligacao
da intimina ao receptor Tir (translocated intimin receptor) com a formacédo do
pedestal (GARMENDIA et al., 2005; GIRARD, 2005; NATARO; KAPER, 1998;
VALLANCE; FINLAY, 2000).
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Figura 2 - Leséo attaching and effacing (A/E).
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Fonte: Pedroso et al. (1993).

A primeira fase da infecgdo é superficial e ndo intima e os fatores de viruléncia
responsaveis pela adesdo podem ser as fimbrias BFP (HYLAND et al., 2008) e E.
coli common pilus (ECP) (RENDON et al., 2007), filamentos EspA (E. coli secreted
protein A) (CLEARY et al.,, 2004) e também o flagelo (RAMOS et al., 2004 ). No
entanto, sabe-se que esta fase é multifatorial e dependente de uma variedade de
condi¢bes (HUMPHRIES; ARMSTRONG, 2010).

ApoOs a adesdo inicial, o complexo transportador SSTT é montado. Essa
estrutura se assemelha a uma seringa e se estende desde a membrana interna da
bactéria até o meio extracelular, formando um canal transmembranico, através do
qual, varias proteinas sédo secretadas (GARMENDIA et al., 2005). Os filamentos de
EspA promovem o contato inicial ao enterécito (KNUTTON et al., 1998),
possibilitando a translocacéo das proteinas estruturais EspB (E. coli secreted protein
B) e EspD (E. coli secreted protein D), responsaveis por direcionar EspA e formar
um poro ha membrana da célula hospedeira (Figura 3) (DANIEL et al.,, 2001). O
SSTT formado injeta para o interior da célula um ndamero indeterminado de
moléculas efetoras, como Tir, Esps (EPEC secreted proteins) e Map (mitocondrial
associated protein); essas transmitem sinais causando altera¢cdes no citoplasma do
hospedeiro. Apés ser translocado, nas EPEC, Tir é fosforilado no residuo de tirosina-
474 por quinases especificas do enterdcito e inserido na membrana da célula
epitelial, com suas extremidades orientadas para o citoplasma e sua por¢cdo média

localizada externamente a membrana, assumindo um formato de grampo e atuando
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como receptor para a intimina; ja nas EHEC, a proteina Tir ndo apresenta o residuo

de tirosina-474 e, portanto, ndo é fosforilada (LUO et al., 2000).

Figura 3 - Translocacgéo de proteinas secretadas pela EPEC através do sistema de
secrecao tipo .
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Uma vez translocada para fora da bactéria, as EspA formam um filamento, EspB e EspD sao
inseridas na membrana celular do hospedeiro, formando a estrutura do poro, para a passagem de
proteinas efetoras, como Tir.

Fonte: Adaptado de Vallance e Finlay (2000).

by

Finalmente, a adesina intimina liga-se a porcdo central, extracelular, de Tir
resultando na adesdo intima entre a bactéria e o enterdcito. A interacdo entre
intimina e Tir induz uma cascata de sinalizac&o intracelular (DEAN et al., 2005), com
o0 recrutamento da proteina adaptadora Nck (CAMPELLONE et al., 2002;
GRUENHEID et al., 2001), a qual se liga diretamente ao dominio SH2 da proteina N-
WASP (neuronal Wiskott-Aldrich syndrome protein). O complexo Nck/N-WASP
recruta e ativa diretamente as proteinas Arp2/3 (actin-related protein 2/3) culminando
na mobilizacdo de diferentes proteinas do citoesqueleto e dos microfilamentos de
actina que se condensam logo abaixo do sitio de adesdo da bactéria, resultando na
formacado de pedestal caracteristica da lesdo A/E (KALMAN et al., 1999; LOMMEL et
al., 2001).

O fenotipo da lesdo A/E é codificado por genes contidos em uma ilha de
patogenicidade cromossomal de 35,5 Kb, denominada locus of enterocyte
effacement (regi&o LEE) (McDANIEL et al., 1995). Conforme mostrado na figura 4,

0S genes que fazem parte da regido LEE estdo organizados em cinco principais
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operons LEE1l, LEE2, LEE3, LEE4 e LEE5 (MELLIES et al., 1999; SANCHES-
SANMARTIN et al., 2001).

Figura 4 - Representacdo esquematica dos fatores de viruléncia de EPEC,

codificados em LEE e no plasmideo EAF.
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Os operons LEE1, LEE2 e LEE3 contém os genes esc e sep que codificam
componentes do SSTT além do gene ler, que regula positivamente os genes
localizados em LEE (ELLIOTT et al., 2000). LEE4 é a regido codificadora das
proteinas Esps, secretadas pelo SSTT como: EspA, EspB, EspD e EspF
(SANCHES-SANMARTIN et al., 2001). O operon LEE5 contém o gene eae (E. coli
attachment effacement), o gene tir (translocated intimin receptor) e cesT, 0s quais
codificam respectivamente, a intimina, uma adesina de membrana externa de 94 kDa
responsavel pela adeséo intima da bactéria a célula epitelial (FRANKEL et al., 1994,
JERSE et al., 1990); o seu receptor Tir, o qual é translocado para o interior da célula
epitelial através do SSTT (KENNY; WARAWA, 2001) e CesT a chaperonina das
proteinas Tir e Map (SANCHES-SANMARTIN et al., 2001).

Muitas linhagens de EPEC produzem um padrdo de aderéncia caracteristico,
em cultura de células epiteliais chamado adeséo localizada (AL). Neste padrao, as

bactérias ligam-se em &reas localizadas da superficie celular, formando
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microcolénias compactas (grupos bacterianos), que podem ser visualizadas apés o
contato da bactéria com as células epiteliais por 3 horas. Esse fenbmeno esta
associado a presenca do plasmideo EAF (pEAF), que carrega a sequéncia chamada
EAF (fator de aderéncia de EPEC). Esse plasmideo é o fator de viruléncia extra LEE
mais bem estudado, presente apenas nas EPEC tipicas, e ausentes, nas amostras
de EPEC atipicas. Em EAF encontra—se o operon bfp (bundle forming pilus) que
codifica a fimbria BFP, cujo fenotipo é evidenciado pelo padrdo AL em células
epiteliais cultivadas in vitro (GIRON et al., 1991; TRABULSI et al., 2002).

A fimbria BFP, além de possibilitar a agregacdo bacteriana em microcol6nias,
também esta envolvida no evento de dispersao (KNUTTON et al., 1999), auxiliando
na infeccdo de outros sitios e tornando a colonizacdo mais eficiente. Além disso,
EAF possui trés ORF's denominadas perA, perB e perC (plasmid-encoded
regulator), cujas proteinas codificadas formam um complexo regulador capaz de
ativar a transcricdo de alguns genes de LEE, através do gene ler (LEE-encoded

regulator), bem como do operon bfp no proprio plasmideo EAF.

1.3.4 Epidemiologia de EPEC e EHEC

E. coli é responséavel por até 30% do numero total de patégenos diarréicos em
alguns paises, com elevado indice de morbidade e mortalidade em criancas menores
de cinco anos de idade (BAKHSHI et al., 2012).

As vias de transmissao destes patdgenos estdo associadas a ingestao de agua
e alimentos contaminados e ao contato com pessoas ou animais infectados
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

Embora EPEC tenha sido a primeira categoria de E. coli diarreiogénica a ser
identificada, seu potencial patogénico so foi confirmado e amplamente aceito apés
estudos realizados com voluntarios, onde cepas de EPEC foram ingeridas,
confirmando-se os sintomas evidentes de diarreia (LEVINE et al., 1978).

Até meados da década de 90, tEPEC era considerada o principal agente
etiol6gico da diarreia infantil no Brasil (GOMES et al., 1991; ROSA et al., 1998;
SCALETSKY et al., 1999; TOLEDO et al., 1983; TRABULSI et al., 1961, 1985) e em
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outros paises em desenvolvimento, embora fosse rara em paises desenvolvidos
(NATARO; KAPER, 1998).

A categoria das EPEC é a principal causa de diarreia aguda em criancas
menores de dois anos nos paises em desenvolvimento onde este patotipo é
endémico (OCHOA et al., 2008). Em uma revisdo sistematica de 266 estudos
publicados entre 1990 e 2002 sobre causas de diarreia em criangas de até quatro
anos de idade, EPEC foi identificada como responsavel por uma média de 15,6%
das internacdes por diarreia (LANATA et al., 2002).

Estudos mostraram que houve uma aparente diminuicdo de tEPEC e uma
emergéncia da aEPEC tanto em paises em desenvolvimento como em paises
industrializados (CLEMENTS et al., 2012; HERNANDES et al., 2009; TRABULSI et
al., 2002). Em paises desenvolvidos, como a Australia, aEPEC representou 71%
dentre as DEC isoladas em criancas abaixo de 14 anos com diarreia persistente
(NGUYEN et al., 2006). Assim, também na Noruega, em um estudo realizado em
criangas menores de dois anos de idade, EPEC foi isolada em 44 de um total de 440
pacientes, sendo apenas em um deles identificada como tEPEC (AFSET; BERGH,;
BEVANGER, 2003).

Embora alguns estudos mostrem que pacientes infectados com aEPEC tém
uma diarreia suave, nao desidratante e nao inflamatéria (NGUYEN et al., 2006), a
duracdo da enfermidade é significativamente mais longa e duradoura do que aquelas
causadas por outros patégenos, sendo um indicativo de que aEPEC tem a
caracteristica de persistir no intestino por um maior periodo do que outras E. coli
diarreiogénicas (OCHOA et al., 2008).

No Brasil pesquisas relataram a preseca de EPEC em: 15,7% em Teresina
(NUNES et al., 2012); 10% em criancas saudaveis de Campinas (SP) (de MOURA et
al.,, 2012); 12,9% do grupo controle e 8% dos pacientes com diarreia no Rio de
Janeiro (REGUA-MANGIA et al., 2004); 9,4% de aEPEC em Salvador (BUERIS et
al., 2007); 9,3% de aEPEC e 1,7% de tEPEC em Jodo Pessoa (MORENO et al.,
2010); 5,4% de aEPEC em S&o Paulo (ARAUJO et al., 2007); 4% de aEPEC e 2,1%
de tEPEC em Porto Velho (ORLANDI et al., 2006).
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No periodo de um ano, amostras de criancas pré-escolares de uma tribo na
india com diarreia aguda foram analisadas, e as DEC representaram 41% de todos
0s patogenos isolados. Dentre as DEC, as EPEC tiveram uma prevaléncia de 26,2%
e as EHEC de 1,9% (ANVIKAR et al., 2008). Em outra investigacdo, em amostras de
criangcas com diarreia aguda no Ird foi encontrada 12,6% de prevaléncia de EPEC
(JAFARI et al., 2009).

Atualmente, STEC representam um dos mais importantes grupos de patdogenos
alimentares do mundo. O consumo de alimentos como salsichas, leites né&o
pasteurizados, alface, meldo cantaloupe, suco de maca, brotos de rabanete,
espinafre tem sido associado a surtos, sendo a dose infectante estimada como
inferior a 100 células (KAPER et al., 2004). O principal reservatorio de STEC é o
trato intestinal bovino e a existéncia de grandes rebanhos bovinos € um fator que
favorece a disseminacdo dessas bactérias. A taxa de isolamento de STEC em
bovinos nas diferentes regides do Brasil variou de 10 a 83% (CERQUEIRA, 1999;
FARAH et al., 2007; IRINO et al., 2005; LEOMIL et al., 2003; TIMM et al., 2007).
Dados recentes mostram que o gado brasileiro ndo € somente um reservatorio de
STEC incluindo as EHEC, mas também uma fonte de infec¢cdo para humanos ja que
alguns sorotipos associados com doencas severas foram isolados destes (AIDAR-
UGRINOVICH et al., 2007; KUHNE, 2004).

Guth et al. (2002) e Irino et al. (2002) descreveram diversos casos de infeccdes
por STEC no Brasil principalmente em criancas. Ainda, Vaz et al. (2004), realizaram
um estudo retrospectivo em 2607 amostras isoladas de casos diarréicos entre 1976
e 1999 de criangas menores de cinco anos e adultos imunocomprometidos, no
estado de Sédo Paulo, em que foi isolado 1,1% de STEC. Aidar-Ugrinovich et al.
(2007) relataram a ocorréncia de STEC em 10% de 546 amostras fecais de gado em
Séo Paulo, ndo sendo encontrado o sorotipo O157:H7.

O sorotipo mais estudado das EHEC é o 0157:H7, sendo considerado o mais
virulento e frequente (RILEY et al., 1983). No entanto, o grupo das STEC
compreende quase 250 sorotipos diferentes e aproximadamente 100 destes, séo
associados a doencas (JOHNSON et al., 2006). Alguns como O157:NM, O26:H11,
O111:NM, O121:H19, O145:NM, O111:H8 e 0113:H21 possuem potencial
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patogénico similar a O157:H7. Outros sorogrupos também associados sdo 055,
091, 0103 e 0119 (CAPRIOLI et al.,, 2005; PATON; PATON, 1998; VAZ et al.,
2004;).

EHEC constitui-se hoje como um dos principais problemas de saude publica em
varios paises, dentre eles Argentina, Estados Unidos, Canada e Japao, além de
varios paises da Europa, e existem varios relatos de casos na América Latina,
principalmente Uruguai e Chile (BEUTIN, 2006; KAPER; O'BRIEN, 1998). Na
Argentina, por exemplo, o indice de SHU é extremamente elevado, em torno de 12,2
casos a cada 100.000 criangas menores de cinco anos em 2002 (OGURA et al.,

2007), sendo E. coli O157:H7 o principal sorotipo causador dessa sindrome.

1.4 Deteccdo de intimina

Em 1985, uma proteina de membrana externa (OMP) presente em EPEC e nao
em ETEC, foi descrita como uma adesina de 94 kDa. Achava-se que essa proteina
era produto do plasmideo EAF, pois era consistentemente observada em isolados de
EPEC que continham o plasmideo, e ndo em isolados curados do plasmideo
(LEVINE et al., 1985).

Em 1990, o gene eae foi identificado, e havia a hipétese de seu envolvimento
na lesdo A/E, pois mutantes desse gene perderam a capacidade de produzir a lesédo
em cultivo celular (JERSE et al., 1990). Em 1991, Jerse e Kaper identificaram uma
proteina de 94 kDa como produto do gene eae utilizando um antissoro que
reconheceu essa proteina nos isolados E2348/69 [cepa protétipo de tEPEC
(0127:H6)] e JPN15 (E2348/69 curado do plasmideo EAF) e ndo em mutantes do
gene eae.

Um grande locus cromossomal chamado LEE que codifica as proteinas
envolvidas na lesdo A/E foi descrito (McDANIEL et al., 1995), e mostrou que esta
regido é conservada em patdgenos intestinais, que produzem esta lesdo (EPEC,
EHEC, E. coli diarreiogénica de coelhos (RDEC-1), Escherichia albertii e Citrobacter
freundii biotipo 4280).



38

Por conseguinte, Agin e Wolf (1997) obtiveram um antissoro em coelhos
imunizados com a porcéo C-terminal da intimina de RDEC-1 clonada e expressa em
E. coli, utilizando iniciadores especificos descritos por Frankel et al. (1994). O
antissoro mostrou reatividade por immunoblotting contra extratos totais de isolados
de EPEC (O111) e EHEC (026), menos para E2348/69 e O157:H7, que mostrou
baixa identidade com a porgdo C-terminal da intimina de RDEC-1. Este estudo
sugeriu que poderia existir diferentes familias de intimina e que essas diferencas nao
estariam correlacionadas com sorogrupo hem hospedeiro.

Assim, o gene eae de diversos isolados de EPEC e STEC ja foi clonado,
sequenciado e apresenta uma regido 5-terminal altamente conservada, que
compreende os aminoacidos 388-667 (Int 3gs.667). Entretanto, a regidao 3’-terminal
desta proteina apresenta uma composicao variavel, o que define os tipos e subtipos
de intimina conhecidos pelas letras do alfabeto grego como a, o2, 1 a -3, y1, y2, 9§,
g, e2a-4,,, N2 061,12, x, A, v, 0,7, peoc (ADU-BOBIE et al.,, 1998; AGIN;
WOLF, 1997; BATCHELOR et al., 1999; BEUTIN et al., 2004; BLANCO et al., 2004,
2006; CHINA et al.,, 1999; FRANKEL et al, 1994; OSWALD et al.,, 2000;
RAMACHANDRAN et al., 2003; REID et al., 1999; ZHANG et al., 2002;), (Figura 5).

Figura 5 - Interagdo entre intimina e seu receptor Tir presente na membrana da
célula hospedeira
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Intimina esta representada em verde com os residuos da porcdo C-terminal numerados. Os dominios
tipo imunoglobulina (DO, D1 e D2) estédo representados em retangulos, e o dominio tipo lecitina (D3)
responsavel pela ligacéo ao Tir em oval. Tir esta representado como dimero (em azul escuro e rosa),
com o dominio de ligacdo a intimina (IBD) extracelular e as por¢gées N e C-terminais intracelulares.
Fonte: adaptado de Luo et al. (2000).
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1.5 Anticorpos

Historicamente, imunidade significava protecdo contra doencas, em particular
contra doencas infecciosas. As células e moléculas responsaveis pela imunidade
formam o sistema imunoldgico, e a sua resposta coletiva e coordenada a introducao
de substancias estranhas é chamada de resposta imunolégica (ABBAS; LICHTMAN,
2005).

O sistema imune é um sistema de defesa versatil, responsavel pela protecdo
contra a invasao de micro-organismos patogénicos. Pode ser dividido em imunidade
inata e adquirida, componente menos especifico e mais especifico, respectivamente.
A imunidade inata é a primeira linha de defesa contra os micro-organismos e
consiste de peptideos antimicrobianos, fagocitos, células Kkiller e sistema
complemento, o qual age rapidamente frente a uma determinada infeccéo; enquanto
a imunidade adquirida consiste na resposta humoral e celular, mediadas por
linfécitos B e T, respectivamente e é caracterizada pela grande especificidade
frente as distintas moléculas, além da capacidade de responder vigorosamente a
repetidas exposi¢cdes ao mesmo antigeno (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Considerando-se a imunidade humoral, essa especificidade se deve a interacao
dos antigenos com os receptores presentes nas membranas dos linfécitos B, que
inicia uma cascata de sinalizacdo culminando com o desenvolvimento destas células
em plasmécitos, células produtoras de anticorpos, moléculas chaves do
reconhecimento antigénico (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Anticorpos sdo moléculas protéicas produzidas por linfécitos B que reconhecem
substancias estranhas ao organismo. A estrutura geral de um anticorpo consiste em
uma molécula bifuncional, que compreende dois sitios de ligacdo ao antigeno (Fab),
e um sitio efetor (Fc) no outro lado da molécula (ALZARI et al., 1988). Enquanto o
sitio efetor é altamente constante, o sitio de ligacdo ao antigeno € bastante diverso,
devido a recombinacdo somética e mutagénese, constituindo, portanto, as regides
variaveis (AMIT et al.,, 1986). As regides constantes sS80 necessarias para a
oligomerizacdo nos sitios de ligagdo ao antigeno, aumentando a avidez do anticorpo
pelo antigeno (BURTON; WOOF, 1992).
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Analisando o DNA, estima-se que um organismo humano utilize cerca de 150
mil proteinas diferentes em sua constituicdo; em comparacao, calcula-se que entre
10 a 100 milhdes de anticorpos diferentes possam ser produzidos por um sé
individuo (ABBAS et al., 1994). Ha, portanto, cerca de 100 mil vezes mais variedades
de anticorpos do que 0s outros componentes protéicos juntos.

Todas as imunoglobulinas tém uma estrutura de quatro cadeias como unidade
bésica. Elas sdo compostas de duas cadeias leves idénticas (24 kDa) e duas cadeias
pesadas idénticas (55-70 kDa) (ABBAS; LICHTEMAN, 2005). As cadeias sao unidas
por pontes dissulfeto e por uma extensa rede de interagcdes moleculares intra e inter-
cadeias (ROITT, 1987).

Depois que as sequéncias de aminoacidos de muitas cadeias pesadas e leves
diferentes foram comparadas, ficou claro que ambas as cadeias pesadas e leves
poderiam ser divididas em duas regifes baseando-se na variabilidade da sequéncia
de aminoacidos (Figura 6).

Tanto as cadeias leves quanto as cadeias pesadas das imunoglobulinas
possuem regides aminoterminais variaveis e carboxiterminais constantes. As cadeias
leves sdo compostas por uma regido variavel (V) e uma regido constante (C.),
enquanto as cadeias pesadas sdo compostas por uma regido variavel (V) e trés ou
quatro regides constantes (Cy) (GOLDSBY et al., 2000). A justaposicao das regides
variaveis de ambas as cadeias formam dois sitios de ligacdo ao antigeno (regiao
Fab), enquanto as regifes constantes sdo separadas do local de ligacdo ao antigeno
e ndo participam do seu reconhecimento. Apesar dos dominios constantes das
cadeias leves néo participarem das funcdes efetoras dos anticorpos e nao se ligarem
as membranas celulares, os dominios constantes das cadeias pesadas (porcao Fc)
interagem com outras moléculas efetoras e células do sistema imune, participando
como mediadores da maioria das funcdes biolégicas dos anticorpos.

A regido da dobradica é a regido com a qual os bragos da molécula de
anticorpo formam um Y. E chamada de regido da dobradica porque ha uma
flexibilidade na molécula nesse ponto, fazendo a juncdo das por¢cbes Fab com a
porcdo Fc da molécula de anticorpo (ABBAS; LICHTMAN, 2005; ROITT et al, 2001).
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Figura 6 - Estrutura de uma molécula de anticorpo.

Figura 4: Estrutura de uma imunoglobulina
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Diagrama de uma molécula de IgG. As regides de ligacdo de antigenos sdo formadas pela
justaposicao dos dominios variaveis das cadeias leve (VL) e pesada (VH). As regides C das cadeias
pesadas terminam em uma cauda. A localizagdo das regies de ligacdo do complemento e do
receptor Fc nas regifes constantes das cadeias pesadas é uma estimativa.

Fonte: Abbas et al., (1994).

A maior parte das diferencas nas sequéncias entre os diversos anticorpos esta
confinada a trés pequenas extensdes nas regides variaveis (V) das cadeias pesadas
e leves, chamadas de segmentos hipervaridveis. Estas regibes contém
aproximadamente 10 aminoacidos e sdo mantidas no lugar por uma estrutura de
sequéncias mais conservadas que forma o dominio Ig da regido variavel. Na
molécula de anticorpo, as trés regides hipervariaveis do dominio V. e do dominio Vy
se aproximam, na sua estrutura tridimensional, para formar uma superficie de ligacéo
a antigenos. Como essa sequéncia € complementar a estrutura tridimensional do
antigeno que é ligado, estas regides também sdo conhecidas como regifes
determinantes de complementariedade (CDRs) (Figura 7). As regides entre os CDRs
gue exibem menos variabilidade na regido varidvel sdo chamadas de regides
frameworks (FRs), ou regides do arcabouco, e atuam como se fossem andaimes que
suportam as trés voltas que constituem as CDRs (ABBAS; LICHTMAN, 2005;
GOLDSBY et al., 2000; MAK; SAUNDERS, 2008).
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Figura 7 - Regides hipervariavel e framework nas moléculas de Ig.
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Gréfico da variabilidade de aminoacidos nas moléculas de Ig. Os histogramas demonstram a
extensdo da variabilidade definida como o nimero de diferencas em cada aminoacido em varias

cadeias leves sequenciadas de forma independente em relacdo ao nimero do aminoacido medido a
partir da por¢do aminoterminal.
Fonte: Mayer (2000).

A regidao constante apresenta pequenas variagcbes na sua sequéncia de
aminoécidos, diferentemente da regido variavel. Essas variacfes sao responsaveis
pela determinacdo das classes ou isotipos dos anticorpos, interferindo no tamanho,
carga, além da solubilidade, na distribuicdo e funcdes que desempenham. As
cadeias pesadas sdo classificadas em cinco tipos, designadas por letras gregas:
gamma (y), mu (u) , delta (5), alpha (a) e epsilon (¢), podendo ser combinadas com
qualquer um dos dois tipos de cadeias leves kappa (k) ou | amda (A) (ABBAS;
LICHTMAN , 2005; MAK; SAUNDERS, 2008).

As moléculas de anticorpos podem ser divididas em classes e subclasses
distintas com base nas diferencas na estrutura das regidbes C das cadeias pesadas
(ABBAS; LICHTMAN , 2005; MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2008).

As classes de anticorpos também sdo chamadas de is6tipos e sao
denominadas IgM, IgD, IgG, IgA e IgE. Nos seres humanos os isotipos IgA e 1gG
podem ainda ser subdivididos em subclasses, ou subtipos, intimamente

relacionados, o que ndo ocorre com as classes IgM, IgD e IgE.
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Fragmentos de anticorpos produzidos por digestédo proteolitica tém-se mostrado
Uteis na elucidacdo das relagbes de estrutura e funcdo em imunoglobulinas
(ELGERT, 20009).

A molécula de anticorpo pode ser fragmentada proteoliticamente. Nas
moléculas de IgG, a dobradica entre Cyl e Cy2 das cadeias pesadas € a regido mais
suscetivel a clivagem proteolitica. Quando a IgG é tratada com a enzima papaina, a
enzima age na regido de dobradica e cliva a IgG em trés pedagos separados: dois
Fabs inteiros, e a regido Fc (Figura 8a). Quando se usa a pepsina para clivar a IgG,
a protedlise é restrita a porcao carboxi-terminal da regido de dobradica, gerando um
fragmento que liga ao antigeno (Fab) e que contém a dobradica e as pontes de
dissulfeto entre as cadeias instactas. Fragmentos Fab que retém a regido da
dobradi¢ca sdo chamados de Fab’, quando as pontes de dissulfeto entre as cadeias
sdo preservadas, os dois fragmentos Fab’ permanecem ligados em uma forma
conhecida como F(ab’), (Figura 8b).

Os fragmentos Fab’ e F(ab’), sdo ferramentas experimentais Uteis, uma vez que
podem se ligar ao antigeno sem ativar os mecanismos efetores dependentes do
fragmento Fc (HAYDEN et al, 1997; HOLLIGER; HUDSON, 2005; VAZ; FARIA,
1993).

Outros fragmentos de anticorpos podem ser obtidos sem perder sua funcao
biologica. O fragmento scFv (single chain variable fragment) composto pelas cadeias
variaveis leve e pesada pode ser obtido na forma recombinante (Figura 8c). Esse
fragmento, assim como os dois tipos de Fab retém a atividade ligante ao antigeno e
nao tem funcéo efetora. Esses fragmentos tém sido a forma mais corrente e podem
ser expressos em bactérias e em eucariotos inferiores (CHOI et al., 2004; CUNHA et
al., 2004).

Outras variacdes de fragmentos também podem ser expressas em sistemas
microbianos, como por exemplo o FvFc, que constitui-se em um scFv unido aos
dominios Cy2 e Cu3 de IgG (Figura 8c), retendo a capacidade de ligacdo ao
antigeno e a atividade efetora. A afinidade desse fragmento é comparavel com o
anticorpo  monoclonal parental (ANDRADE et al., 2000, 2005; MARANHAO;
BRIGIDO, 2000).
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Figura 8 - Fragmentos proteoliticos de uma molécula de IgG.
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Molécula de 1gG é clivada pelas enzimas papaina (A) e pepsina (B) no local indicado pelas linhas
tracejadas. A digestdo pela papaina permite a sepracdo de duas regides que ligam antigenos
(fragmentos Fab) da porcdo da molécula de IgG que liga o complemento e os receptores Fc
(fragmento Fc). A pepsina gera um Unico fragmento bivalente que liga antigenos, F(ab’), Em (C) esta
representado outros fragmentos que podem ser obtidos por engenharia de anticorpos. Um fragmentos
FvFc que possui a regido de ligagdo ao antigeno e a e a efetora, e o scFv de ligacdo ao antigeno. O
fragmento scFv possui um peptideo conector ou linker (vermelho) que liga as cadeias variaveis leve e
pesada.

Fonte: Adaptado de Lipman et al. (2005).

A estrutura dos dominios da molécula de um anticorpo é particularmente
acessivel a engenharia de proteinas. Uma vez que anticorpos completos sao
moléculas grandes (150 kDa), pequenos fragmentos derivados de IgG podem ser
construidos para reter a atividade de ligacdo ao antigeno (Fab, Fv) ou a funcao
efetora (Fc). Estes anticorpos pequenos (12-50 kDa) podem ser acoplados a
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radioisotopos ou outros marcadores e podem ser usados para localizar o antigeno
alvo ou usados em terapia. Estes fragmentos sdo de grande importancia
farmacéutica para o uso "in vivo", pois apresentam alta capacidade de difusdo e
penetracdo em tecidos. A figura 9 exemplifica a fragmentacdo da molécula de IgG
em pedacos menores que podem ser usados em diferentes abordagens.

Técnicas de biologia molecular, como a utilizacdo da PCR (Polymerase Chain
Reaction), propocionaram a amplificacdo de genes de imunoglobulinas
(BORREBAECK, 1995; BRUNT, 1990; LARRICK et al.,, 1989; MALMBORG;)
visando-se substituir o0 uso de animais na producdo de anticorpos por uma nova

metodologia de producéo in vitro.

Figura 9 - Fragmentacdo da molécula de IgG em menores pedacos.
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Fonte: Nery (2006).

Os métodos atualmente usados para clonagem de genes que codificam as
regides variaveis das cadeias leve e pesada, baseiam-se na tecnologia de anticorpos
monoclonais, onde uma populacdo de células idénticas produz anticorpos
homogéneos e especificos (LAGERKVIST et al., 1995), ou de anticorpos policlonais,
obtidos por tipos diferentes de células produtoras de anticorpos em animais, ou de
pacientes imunizados (BARBAS et al.,, 1991) ou até mesmo de anticorpos
recombinantes que sera descrito adiante (HAGEMEYER et al., 2009).
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1.6 Tecnologia de anticorpos recombinantes

Anticorpos gerados a partir da resposta imune natural ou através de imunizacgao
(policlonais) apresentam-se como uma mistura de moléculas com diferentes
afinidades e especificidades, sendo produzidos em quantidades limitadas (MURPHY
et al., 2008). Em contraste aos anticorpos policlonais, o0s monoclonais apresentam
homogeneidade, alta especificidade e sdo produzidos ilimitadamente, através da
cultura de células especializadas e um extensivo envolvimento de tempo e trabalho
(SVENNERHOLM et al., 1986).

A tecnologia do DNA recombinante permite o desenvolvimento de construcdes
gue mantenham ou aperfeicoem as propriedades funcionais de um anticorpo.
Atualmente é possivel a producdo de fragmentos de anticorpos, como proteinas
recombinantes, utilizando diferentes sistemas de expressdo (HAGEMEYER et al.,
2009).

Diversas técnicas para a aplicagdo de anticorpos recombinantes e seus
fragmentos foram introduzidas, dentre elas alguns refinamentos na estrutura das
moléculas como a conversdo de anticorpos murinos em humanos por meio da
humanizacéo de anticorpos (BRIGIDO; MARANHAO, 2002); geracdo de anticorpos
quiméricos (metade humano e metade murino) substituindo a por¢éo Fc do anticorpo
por um Fc humano apresentando um certo grau de imunogenicidade e a
apresentacao de anticorpos na superficie de fagos filamentosos, técnica comumente
conhecida como Phage Display, permitindo a geracdo de milhdes de diferentes
variantes de peptideos ou proteinas, sendo sua principal aplicacdo no isolamento de
anticorpos monoclonais usando uma biblioteca de anticorpos bem representativa
apresentada em fagos (BRIGIDO; MARANHAO, 2002).

Dentre as diferentes construcdes baseadas na estrutura do anticorpo, podemos
citar os fragmentos varidveis em cadeia Unica (single chain Fragments variable ou
scFv). O scFv é o menor fragmento de anticorpo que ainda retém a capacidade de
se combinar com o0 antigeno. Esses fragmentos sdo constituidos dos dominios
variaveis (V), mas ndo dos dominios constantes (C) da molécula de anticorpo
(GIVOL, 1991).
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1.6.1 Anticorpos de cadeia Unica (scFv)

Pequenos fragmentos de anticorpos recombinantes estdo na vanguarda de
diagndstico in vivo e terapia. Essas unidades possuem uma melhor distribuicdo e
depuracdo mais rapida do que as moléculas maiores. Entre estes, os fragmentos de
anticorpos de cadeia Unica (scFv) estdo emergindo como alternativas
crediveis. Estas proteinas mostraram que tém as mesmas especificidades e
afinidades para os seus antigenos, como o anticorpo monoclonal (MAb) (RAJAWAT
et al., 2011).

Os fragmentos Fv (Fracdo variavel) ndo sdo covalentemente ligados, desta
forma os heterodimeros dos dominios Vy e V. podem dissociar facilmente
(BRINKMANN et al., 1997). No entanto, fragmentos Fv podem ser construidos de
forma a ndo se dissociarem. Isto porque fragmentos Fv podem ter seus dominios
variaveis (Vy e V\) unidos por um pequeno peptidio hidrofilico e flexivel, criando um
fragmento Fv de cadeia Unica- scFv (ABRAHAM et al., 1995; GOCHSHUBER et al.,
1990).

Os genes que codificam para esses dominios podem ser especificamente
amplificados, clonados individualmente, e posteriormente sub-clonados para a
formacdo deste segmento Unico de DNA, constituido de cerca de 740 pares de
bases (HUSTON et al., 1988).

Para formar o segmento Unico de DNA, o dominio variavel da cadeia pesada
(Vn) € ligado ao dominio variavel da cadeia leve (V\), através de uma sequéncia que
codifica para um polipeptideo de ligacao flexivel (linker). Esse polipeptideo pode
apresentar tamanho e composicdo variavel, prevenindo a dissociacdo entre 0s
dominios, além de influenciar na estrutura e valéncia do scFv. A insercdo do
polipeptideo ligante permite o distanciamento entre a por¢cdo C-terminal de um
dominio e a por¢do N-terminal do outro dominio (HOLLIGER; HUDSON, 2005;
LEONG; CHEN, 2008)

Dessa forma, o "linker" proporciona estabilidade conformacional a proteina,
garantindo afinidade, normalmente sendo formado por aminoacidos que garantem

flexibilidade, como glicinas e serinas.
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Entretanto, estudos demonstraram que ao modificar o linker, tornando-se seus
aminoacidos centrais distribuidos ao acaso, obteve-se um anticorpo na populacéo
gerada, com significativo aumento na produ¢do do mesmo, sem alterar sua afinidade
pelo antigeno ou aumentar a toxicidade para a bactéria (TURNER et al., 1997).

Na Figura 10 observar-se a ilustracdo de uma molécula de IgG e seu derivado,

um fragmento variavel em cadeia Unica (scFv).

Figura 10 - llustracdo de uma molécula de IgG e seu derivado, scFv.
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Fonte: Adaptado de Hagemeyer et al. (2009).

Diferentes sistemas de expressao estdo disponiveis para a producado de scFv,
podendo-se optar entre células procariéticas ou eucaridticas, desde que seja mantida
a funcionalidade dessa molécula. Verma e colaboradores (1998) analisaram
comparativamente os sistemas de expressdo em bactérias, leveduras, células de
inseto e células de mamiferos e concluiram que o sistema de expressdo de
anticorpos (ou seus fragmentos) deve ser escolhido caso a caso, levando em
consideracdo alguns fatores como: a infra-estrutura e experiéncia do laboratorio; a
variante do anticorpo a ser explorada e sua citotoxicidade; a necessidade de
modificacdes pds-traducionais, bem como seu grau de complexidade; o rendimento e
o grau de purezas desejados; aspectos regulatérios e de seguranca; 0S custos
esperados e, por fim os resultados de ensaios preliminares. Além disso, diversos

fatores como solubilidade, estabilidade, tamanho e a sequéncia primaria dos
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aminoacidos também podem influenciar diretamente no rendimento e na atividade
biologica da proteina.

Dentre as bactérias utilizadas como sistema de expresséo, a Escherichia coli &
o sistema de escolha para expressdo de proteinas recombinantes, devido a
facilidade de seu manuseio, baixo custo e rapido crescimento. Diversos trabalhos
tém descrito alto rendimento da expressdo de fragmentos de anticorpos nesta
espécie bacteriana, chegando a 2 g/L (CARTER et al., 1992; RODRIGUES et al.,
1992). A principal indicacdo da utilizacdo deste sistema € para expressao de
fragmentos de anticorpos desprovidos de modificacBes poés-traducionais. Duas
estratégias sdo utilizadas para obtencdo de scFv em E. coli: (i) Producdo do
fragmento no citoplasma bacteriano, na forma de corpusculos de inclusédo, seguida
de refolding para recuperacdo de moléculas biologicamente ativas; (ii) Expresséo da
proteina recombinante fusionada a um peptideo sinal, que propiciaria a sua secrecao
para o espacgo periplasmatico da célula bacteriana, no qual seria processada na
conformacao correta e na forma sollvel. Entretanto, a utilizacdo de peptideos sinais
nao garante a solubilidade da proteina, ja que esta tende a se acumular no espaco
periplasmatico na forma de corpusculos de inclusdo, quando expressa em grandes
guantidades. O sucesso para o processamento correto do fragmento do anticorpo no
espaco periplasmatico parece estar relacionado com a sequéncia primaria dos
aminoacidos nos dominios variaveis (KIPRIYANOV; LE GALL, 2004).

Os scFvs podem ser expressos em fusdo a outras proteinas como a GST
(Glutathione S-Transferase), a MBP (Maltose-binding protein) e a SUMO (small
ubiquitin-related modifier), sem a intencdo de beneficiar a atividade biol6gia destas
para terapia, mas simplesmente para experimentos de imunoensaio
(KERSCHBAUMER et al., 1997) ou entéo, para facilitar a metodologia de purificacéo
(CHOUMET et al., 1999). Essas proteinas de fusdo parecem apresentar atividade de
chaperoninas, protegendo a proteina de interesse a elas fusionadas da degradacao
proteolitica, aumentando a solubilidade e o dobramento, e diminuindo
significativamente a formagéao de corpos de inclusdo. Em contraste, uma limitacéo
desta metodologia, é a clivagem destas proteinas de fusdo que pode ser ineficiente
(ARBABI-GHAHROUDI; MACKENZIE, 2005).
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Os scFvs tém sido usados em terapias (CARTER et al., 1992; CHESTER;
HAWKIM, 1995) e diagnosticos, apresentando vantagens sobre anticorpos
convencionais e anticorpos monoclonais, como biofarmacos, atribuidas ao tamanho
reduzido e a auséncia da por¢cdo Fc (LEONG; CHEN, 2008; LORIMER et al., 1996;
MILENIC et al, 1991; TURNER et al., 1997).

Constatou-se que estas moléculas possuem rapida circulacdo sanguinea, pois
pacientes tratados com scFv apresentaram boa localizagdo destes em apenas uma
hora apos a injecdo (GEORGE et al., 1996). Também apresentam boa penetracao
em tecidos, teoricamente baixa imunogenicidade, baixa retencdo nos rins e outros
orgdos ndao-alvos, melhor penetracdo em tumores e sao construidos facilmente.
Possuem baixo custo comercial em larga escala, existindo a possibilidade
reestrutura-los em funcdo de melhorar sua atividade e producédo (MILENIC et al,
1991). Além disso, devido a seu curto tempo de circulacdo e rapida eliminacdo do
organismo, pode ser administrada em radioimunoterapias e desintoxicagdo de
drogas (LEONG; CHEN, 2008; TURNER et al., 1997).

Diversas abordagens vem sendo utilizadas para a producdo de moléculas de
scFv, bem como a possibilidade de interacdo destas moléculas com outras proteinas
para tratamento e diagndéstico de doencas como o cancer, podem eficientemente
localizar tumores e diminuir massas tumorais por bloguear estes antigenos para qual
sua especificidade foi desenhada (BATRA et al., 1992; KETTELEBOROUGH et al.,
1994; LEONG; CHEN, 2008; LORIMER et al.,, 1996; MAHGOUB et al.,, 2012;
WEISSER; HALL, 2009).

Moléculas de scFvs também foram desenvolvidas para a deteccao de antigenos
de diversas categorias de Escherichia coli diarreiogénicas.

Ozaki (2011), obteve o scFVLT, o qual foi capaz de reconhecer a toxina LT
através de ensaios imunossorolégicos, mas incapaz de neutralizar a atividade
citotoxica da toxina, provando ser uma ferramenta com potencial para o diagnostico
de ETEC. Ja Chung et al. (2008) produziram scFvs obtidos de uma biblioteca de
fagos selecionados pela subunidade B de LT de ETEC. A subunidade B foi utilizada

na forma monomérica e na forma pentamérica. Os anticorpos recombinantes
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mostraram diferentes especificidades na reatividade com as diferentes formas da
subunidade B de LT.

Bhaskaran et al. (2005) produziram scFv contra fimbria F5 de ETEC, que € um
dos fatores de viruléncia para adesdo no enterdcito animal, utilizando o sistema
pCANTAB obtendo scFv solivel em E coli HB2151.

A partir de um anticorpo monoclonal anti-Stx2, Ma et al. (2008) construiram um
scFv, que foi clonado em pCANTAB moadificado (contendo 6 residuos de histidina)
sendo sugeridos pelos autores que este scFv anti-Stx2 poderda ser usado na
prevencao e terapia de doencas causadas por EHEC.

Anticorpos recombinantes que reconhecem EspA e intimina de EHEC O157:H7
foram produzidos e selecionados a partir de células do baco de coelhos imunizados
com a porcdo C-Terminal de intimina de O157:H7 e a molécula integral de EspA
(KUHNE et al., 2004), que reconheceu fracamente isolados dos sorogrupos 0157 e
0111 testados.

Menezes et al. (2011) obtiveram o scFv-intimina, o qual reconhece a proteina
intimina presente no isolado prototipo de tEPEC e a proteina recombinante intimina

purificada.
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2 JUSTIFICATIVA

Como mencionado na introducdo desse trabalho a intimina € uma adesina de
94 kDa presente na membrana externa da célula bacteriana nos diferentes sorotipos
de EPEC e EHEC, o gene eae responsavel pela transcricdo dessa proteina ja foi
clonado e sequenciado e apresenta uma regido 5’-terminal altamente conservada, e
uma regiao 3’-terminal com uma composic¢ao varidvel (BATCHELOR et al., 1999).

Sendo assim, a regido conservada da intimina que compreende os aminoacidos
388-667 (Int 3g3.667) pode ser considerada um excelente alvo para deteccdo de
patbgenos microbianos que causam a lesdo A/E (BATCHELOR et al., 1999; KOGA
et al., 2003). Nesse sentido, soros policlonais anti-intimina obtidos em coelhos contra
esta regido mostraram reatividade com alguns isolados de EPEC tipica tanto por
immunoblotting, imunofluorescéncia, imunomarcacdo com ouro coloidal ou por
ensaio de slot-blot (BATCHELOR et al., 1999; KOGA et al., 2003).

Apesar disso, algumas tentativas de padronizacdo de ensaios
imunoenzimaticos com esses antissoros mostraram que, a conformacédo da parte
conservada da intimina, que fica inserida na membrana externa da bactéria, com
uma pequena porcao exteriorizada, impede a perfeita interagdo do anticorpo a
intimina na bactéria in natura.

Sabe-se, que anticorpos monoclonais sao ferramentas importantes na deteccao
de diversos patdégenos. Um anticorpo monoclonal anti-intimina foi caracterizado
como IgG2b e 1 nug desse anticorpo reconheceu, por ELISA, 0,6 pug de intimina
purificada com uma constante de dissociacdo de 1.3 x 10® M. No entanto, por
immunoblotting de extratos bacterianos de isolados de EPEC e EHEC sua
reatividade foi de 68,6%, reatividade essa muito inferior a observada com o0s
anticorpos policlonais previamente descritos (MENEZES et al., 2010).

Essa menor reatividade do anticorpo monoclonal levou esses autores a
produzir um anticorpo recombinante anti-intimina obtidos a partir da clonagem e
expressao do fragmento variavel de cadeia Unica (scFv) que reconheceu tanto a
intimina purificada, como a intimina expressa pelo isolado prot6tipo de EPEC tipica
(MENEZES et al., 2011).
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A obtencdo do scFv-intimina pela tecnologia de anticorpos recombinantes
mostrou-se uma metodologia viavel, pois a producdo de anticorpos em um sistema
tradicionalmente utilizado para a producédo de proteinas heterdlogas, possibilita a
obtencdo de moléculas especificas e sensiveis, com baixo custo e em elevadas
concentracfes. Essas caracteristicas levaram ao objetivo do presente trabalho que
foi a avaliacdo da reatividade do scFv-intimina para a sua utilizagdo como método de
diagnéstico rapido de linhagens de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) e de

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC).
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3 OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo a avaliacdo da reatividade do anticorpo
recombinante (scFv) intimina para sua utilizacdo no diagnostico rapido de linhagens
de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) e de Escherichia coli

enterohemorragica (EHEC).
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4 PLANO DE DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Na presente dissertacdo de mestrado, algumas etapas foram delineadas para o
cumprimento dos ensaios descritos no organograma abaixo (Figura 11): (1)
construcdo de um gene sintético scFv-intimina partindo do clone obtido previamente
(MENEZES et al., 2011); (2) expressao e purificagdo do scFv-intimina; (3) analise da
natureza das cadeias leve e pesada; (4) obtencdo de uma nova cadeia leve; (5)
construcdo de outro gene sintético utilizando a nova sequéncia da cadeia leve, em
conjunto com a sequéncia do linker e da cadeia pesada ja obtidas previamente
(MENEZES et al.,, 2011); (6) confirmagcdo das sequéncias de aminoacidos das
cadeias leve e pesada, bem como do ligante peptidico; (7) Expressao e purificacdo
do anticorpo e (8) analise da especificidade e reatividade por imunofluorescéncia
indireta do scFv-intimina.

Portanto, apresentou-se neste trabalho, a avaliacdo do anticorpo recombinante
(scFv) intimina e sua utilizacdo no diagndstico rapido de linhagens de EPEC e de
EHEC.

Figura 11- Organograma das principais etapas de desenvolvimento do projeto.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Meios de cultura e solucdes

Os meios de cultura empregados, assim como as solucdes utilizadas nas
técnicas de manipulacdo e analise de DNA descritas a seguir, foram realizados de
acordo com Sambrook et al. (1989), exceto quando indicado. Os diversos reagentes
foram de procedéncia Merck (Merck S.A., Darmstadt., Alemanha), Sigma (Sigma., St.
Louis., Missouri., EUA) ou Synth (Synth S.A., Rio de Janeiro, R.J., Brasil).

5.2 Amostras bacterianas

A linhagem bacteriana de Escherichia coli DH5a (DURFEE et al.,, 2008) foi
utilizada para a propagacéo dos plasmidios recombinantes, enquanto a linhagem de
Escherichia coli BL21(DE3) (Merck), (MIROUX; WALKER, 1996) foi utilizada para
expressao do anticorpo recombinante.

Os testes funcionais do anticorpo recombinante scFv-intimina foram
padronizados com os cultivos bacterianos dos isolados E2348/69 (tEPEC) (LEVINE
et al., 1985) e H10407 (ETEC) (EVANS; EVANS, 1973) em caldo LB, na auséncia de
antibiético, a 37 °C, 250 rpm por 16 h, sendo utilizados como controles positivo e
negativo, respectivamente, diante dos diversos isolados testados (Quadro A.1 do
Anexo A).

5.3 Vetores

Os vetores utilizados nas etapas de clonagem e expressao deste estudo foram:

e pAE (RAMOS et al., 2004): vetor de expressao com 2900 pb, que contém o

gene de resisténcia a ampicilina, com sitio multiplo de clonagem e promotor T7. A

cauda de histidina € codificada na por¢cao C-terminal da proteina recombinante.
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epSMT3 (BUTT et al., 2005): vetor de expressdo com 5633 pb, que contém o
gene de resisténcia a canamicina, com sitio multiplo de clonagem e promotor T7. A
cauda de histidina e a proteina de fusdo SUMO sédo codificadas na porcdo N-
terminal da proteina recombinante. Este vetor foi gentilmente cedido pelo Dr. Geraldo
Santana Magalhaes, do Laboratério de Imunopatologia, do Instituto Butantan.

epPIG16 (BRIGIDO et al., 1993): vetor de expressdo com 3170 pb, que contém
0 gene de resisténcia a ampicilina, com sitio maltiplo de clonagem e promotor T7. A
cauda de histidina é codificada na por¢gdo N-terminal da proteina recombinante. Este

vetor foi gentilmente cedido pela Dra. Andrea Maranhdo da Universidade de Brasilia.

5.4 Células eucariodticas

5.4.1 Hibridomas produtores de anticorpos monoclonais anti-intimina

Os hibridomas produtores de anticorpos anti-intimina (IgG2b), foram obtidos por
Koga (2003) e Menezes (2010).

5.4.2 Clonagem do fragmento variavel do anticorpo 1gG2b anti-intimina

As técnicas de biologia molecular que foram empregadas neste estudo estdo
descritas no manual do fabricante do kit Recombinant Phage Antibody System (GE
Healthcare., Salt Lake., EUA) e por Sambrook et al. (1989). A figura 12 apresenta
esquematicamente as etapas de amplificacdo das cadeias leve e pesada do
fragmento variavel do anticorpo monoclonal anti-intimina para posterior clonagem no
vetor de expressdao (MENEZES et al., 2011).
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Figura 12 - Esquema resumido do processo de clonagem.
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Extracdo do mRNA a partir de hibridoma anti-intimina; sintese de cDNA; amplificacdo das cadeias
pesada e leve da fracdo varidvel do anticorpo; isolamento e amplificagdo das bandas; ligacdo das
bandas ao linker para a formac¢&o do scFv, contendo os sitios de restricdo Bam HI e Hind IIl.

Fonte: Adaptado de Recombinant Phage Antibody System Booklet (2002).

5.4.3 Cultivo dos hibridomas produtores de anticorpos monoclonais anti-intimina

Células dos hibridomas anti-intimina (IgG2b) foram descongeladas e cultivadas
em garrafas de cultivo celular de 75 cm? (TPP, Suica) a 37 °C com 5% de CO;
contendo meio RPMI (GibcoBRL., Itapevi., S.P., Brasil) acrescido de aminoacidos
nao essenciais (Sigma), piruvato de sodio (Sigma) e 10% de soro fetal bovino. Apos
a determinacdo do numero total de células através da contagem em céamara de
Neubauer, as mesmas foram distribuidas em aliquotas de 1 mL e centrifugadas a
259 x g, a 4 °C (Centrifuge 5804 R — Eppendorf, Alemanha) para a formacéo do
precipitado. ApoOs a retirada do meio de cultura, as células precipitadas foram

armazenadas a —80 °C para posterior extracdo de RNA total.
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5.4.4 Extracdo de RNA total dos hibridomas anti-intimina

O RNA total das células dos hibridomas anti-intimina foi extraido utilizando o
ndmero de células inferior a 3-4 X 10° células/mL, através do kit RNeasy Mini Kit
(Qiagen), seguindo as recomendacfes do fabricante. Apos a eluicdo do RNA total
com agua DNAse e RNAse free (GibcoBRL., Itapevi., S.P., Brasil), o volume obtido
foi fracionado em aliquotas de 20 uL, que foram armazenadas a —80 °C. A analise da
integridade do RNA foi realizada em gel de agarose 1,0% em tampé&o TBE (1 M de
tris-base; 0,9 M de acido bdrico anidro e 10 mM de EDTA ), corado com gelRed
1:50000.

5.4.5 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos obtidos por PCR, extracfes plasmidiais e analises de restricao
foram analisados em géis de agarose, preparados em diferentes concentracoes,
conforme indicado, dissolvendo-se a agarose (GE Healthcare) por aquecimento em
tampdo TAE (40 mM de tris-acetato; 2 mM de acido etilenodiaminotetracético), e
apos o resfriamento da agarose foi adicionado um corante fluorescente de acidos
nucleicos ultra-sensivel (GelRed™) na proporcédo de 1:50000. Uma aliquota de 5 uL
das amostras a serem analisadas foi homogeneizada com 1 uL de tampédo de
amostra (azul de bromofenol 0,25%; xileno cianol 0,25%; glicerol 30%), submetida a
migracdo sob corrente constante de 90 V juntamente com padréo molecular de 1 Kb
DNA Ladder ou 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). O gel foi fotografado no sistema
de captacéo de imagem Alphalmager™ 2200 (Alpha Innotech, EUA).

5.4.6 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada a partir do RNA total extraido das células dos
hibridomas anti-intimina, com a utilizacdo do kit First-Strand cDNA Synthesis
(Invitrogen., Dynal AS., Oslo., Norway), dos iniciadores random primer ou oligo (dT)

ou ainda os iniciadores de cadeia constante leve K18 (Quadro 1), segundo as
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recomendacdes do fabricante. Um volume de 20 uL de RNA total foi aquecido a 65
°C por 10 min e resfriado em gelo por 2 min. A seguir, foram adicionados 11 pL do
Bulk first-strand mix, 1 uL de solucdo de DTT e 1 uL de iniciadores totalizando um
volume final de 33 uL. ApGs a homogeneizacao, a reacgéo foi incubada a 37 °C por 1
h.

Quadro 1 - Lista dos iniciadores utilizados para obtencdo de cadeia leve dos

anticorpos.
TIPO DE CADEIA NOME SEQUENCIA
Cadeia leve constante: K18 5 TAC AGT TGG TGC AGC ATC 3'
Cadeia leve variavel. 353 5' GAC ATT GTG ATG ACC CAG TCT 3

362 5 GAT GTT TTG ATG ACC CAAACT &
364 5'GAT ATT GTG ATA ACC CAG &

365 5'GAC ATT GTG CTG ACC CAATCT 3
390 5'GAT ATT GTG CTA ACT CAG TCT 3'
391 5' GAT ATC CAG ATG ACA CAG ACT 3
392 5'GAC ATC CAG CTG ACT CAG TCT 3
393 5'CAAATT GTT CTC ACC CAG TCT 3'

394 5'CAG GCT GTT GTG ACT CAG GAA 3’
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5.4.7 Amplificacdo da cadeia leve da porcao variavel do anticorpo monoclonal anti-

intimina pela Reacgéo da Polimerase em Cadeia (PCR)

Uma vez realizada a sintese de cDNA, este foi utilizado como molde para a
amplificacdo da cadeia leve da porcéo variavel do anticorpo monoclonal anti-intimina.

Para a amplificacdo do cDNA por PCR a partir da extremidade 5', foi utilizada
uma biblioteca constituida de 9 oligonucleotideos, e para a amplificacdo a partir da
extremidade 3' foi utilizado o oligonucleotideo K18 como mostrado no quadro 1.
Nesta reacdo foram utilizados 2 uL do cDNA, 0,2 uM de cada oligonucleotideo
(quadro 1), 1 uL de dNTPs 10 mM, 2 uL de MgCl, 50 mM 5 puL de tampé&o de reacao
da enzima e 0,5 uL da enzima Taq polimerase (5 U/uL) para um volume final de 50
pl.

Realizou-se as reac6es de PCR empregando um ciclo de desnaturagdo a 94 °C
por 2 min, de anelamento dos oligonucleotideo a 50 °C por 1 min, de extensao a 72
°C por 1 min, seguido por 34 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 1 min, anelamento
dos oligonucleotideos a 50 °C, extensdo a 72 °C por 1 min, finalizando com 50 °C por
1 min e 72 °C por 5 min.

ApoOs as reacOes, avaliou-se os fragmentos em gel de agarose 0,8 % corados
com gelRed 1:50000, e se considerou positivos os fragmentos de tamanhos entre
300 a 350 pb para cadeia leve.

Purificou-se do gel os fragmentos com tamanhos adequados pelo Kit
QIAquick®Gel Extraction Kit (Qiagen., Sdo Paulo., S.P., Brasil) e seus produtos
foram sequenciados com o objetivo de confirmar se as sequéncias eram de cadeias
variaveis leves.

Os sequenciamentos dos fragmentos foram realizados no Centro de Genoma
do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo, utilizando-se o ABI 3730
DNA Analyser. As reacbes de sequenciamento foram feitas utilizando o BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit e as corridas foram realizadas em capilares de
36 cm utilizando o polimero POP7. As sequéncias foram entdo analisadas pelo
software Sequencing Analysis utilizando o Base Caller KB. As reagbes de

sequénciamento alcangcam em media 600 a 700 bases.
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5.4.8 Andlise das sequéncias dos fragmentos obtidos

Analisou-se os fragmentos sequenciados para confirmar se eram realmente
correspondentes as sequéncias de cadeias variaveis leves de IgG de camundongos.
Para isso, comparou-se as sequéncias obtidas com as sequéncias de IgG germinal
de camundongos, utilizando o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
especifico desenvolvido pelo departamento de Biologia Molecular da Universidade
de Brasilia disponivel no site (http://helix.biomol.unb.br/blast/blast.html). Neste
programa também confirmou-se a amplificacdo da cadeia variavel leve normal e ndo
aberrante, podendo-se dessa forma, identificar as regides determinantes de
complementariedade.

5.4.9 Identificacdo dos CDRs (regides determinantes de complementariedade) das

cadeias obtidas

Confirmou-se novamente as sequéncias obtidas pelo sequenciamento dos
fragmentos correspondentes as sequéncias de cadeias variaveis leves de IgG de
camundongos pelo BLAST com IgG germinal e entdo passou-se para 0 programa
BioEdit Sequence Alignment Editor (www.bioedit.com) para analisar as sequéncias
de aminoacidos e fazer um mapa de restricdo, a partir do qual se desenharia o gene
sintético do anticorpo recombinante. Este gene foi composto pela cadeia leve da
porcdo variavel do anticorpo obtido até o momento, ligado a cadeia pesada da
porcdo variavel do anticorpo por um linker peptidico obtidos por Menezes et al.
(2011). Com essas sequéncias identificou-se os CDRs de cada cadeia, inclusive da
cadeia pesada ja obtida. Os CDRs foram identificados utilizando as instru¢des
disponiveis no site (http://vsites.unb.br/ib/cel/imol/descricao_CDR), como mostrado

(Quadro 2) abaixo:


http://helix.biomol.unb.br/blast/blast.html
http://www.bioedit.com/
http://vsites.unb.br/ib/cel/imol/descricao_CDR
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Quadro 2 - Instrucdes para a identificacdo dos CDRs das cadeias variaveis leves e

pesadas.

Cadeia Leve

Comecga

Aproximadamente no residuo 24

Residuos anteriores

Sempre uma Cisteina (C)

Residuos

Sempre um Triptofano (W), tipicamente triptofano-
tirosina-glutamina (W-Y-Q), mas também, triptofano-

leucina-glutamina (W-L-Q), triptofano-fenilalanina-

CDR-L1 posteriores i ) . .
glutamina (W-F-Q) ou triptofano-tirosina-leucina (W-
Y-L).
Tamanho De 10 a 17 residuos
Comeca Sempre 16 residuos depois do fim da CDR-L1
Residuos anteriores N&o tem
. Geralmente Isoleucina-tirosina (I-Y), mas também
Residuos S ) o
) valina-tirosina (V-Y), isoleucina-lisina (I-K) ou
posteriores . ) ] ]
isoleucina-fenilalanina (I-F)
CDR-1L2

Tamanho

Sempre 7 residuos (exceto o qual tem uma delecao

nessa regiao)
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Comecga

Sempre 23 residuos depois do fim da CDR-L2

(exceto novo 7FAB o qual tem uma delecdo em L2)

Residuos anteriores

Sempre uma cisteina (C)

CDR-L3 Residuos

posteriores

Sempre Fenilalanina-glicina-XXX-glicina
(F-G-XXX-G)

Tamanho De 7 a 11 residuos
Cadeia Pesada
Aproximadamente 26 residuos (sempre 4 residuos
depois de uma cisteina (C), pela definicdo de
Comeca

Chonthia/AbM, na definicdo Kabat comeca 5

residuos depois)

Residuos anteriores

Sempre Cisteina-XXX-XXX-XXX (C-XXX-XXX-XXX)

Residuos

posteriores
CDR-H1

Sempre um triptofano (W). Tipicamente triptofano-
valina (W-V), mas também triptofano-isoleucina (W-

[) ou triptofano-alanina (W-A)

Tamanho

De 10 a 12 residuos pela definicdo AbM, pela
definicdo Chonthia os ultimos 4 residuos séo

excluidos
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Comecga

Sempre 15 residuos depois do final de CDR-H1
definidos por Kabat/AbM

Residuos anteriores

Tipicamente Leucina-glutamato-triptofano-
isoleucina-glicina (L-E-W-I), mas com inimeras

variacdes

Lisina/Arginina (L/R)- Leucina/lsoleucina/Valina/

Residuos ) _ _ )
CDR-H2 ) Fenilalanina/Treonina/Alanina (L/I/V/FIT/A)-
posteriores ) _ ) )
Treonina/Serina/lsoleucina/Alanina (T/S/I/A)
Segundo a definicdo Kabat de 16 a 19 residuos,
Tamanho L ) .
pela difinicdo AbM ( e recente Chonthia) termina 7
residuos antes.
Comeca Sempre 33 residuos depois do fim de CDR-H2
(sempre 2 residuos antes de uma cisteina (C)
Residuos anteriores Sempre Cisteina-XXX-XXX (C-XXX-XXX)
tipicamente Cisteina-alanina-arginina (C-A-R)
CDR-H3

Residuos

posteriores

Sempre Triptofano-Glicina-XXX-glicina (W-G-XXX-G

Tamanho

De 3 a 25 residuos, mas é muito variavel.

Fonte: Maranh&o (2012).
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5.5 Construcao do gene sintético scFv-intimina

Confirmadas as sequéncias, e em colabora¢cdo com a Dra Andrea Maranh&o da
Universidade de Brasilia, desenhou-se o0 gene sintético do anticorpo recombinante
com otimizacdo de codon para sua expressao em E. coli. Cédons 6timos de E. coli
foram definidos pelo site www.kazusa.or.jp/codon e otimizados utilizando o programa
online “Emboss Explorer”, backtranseq (emboss.bioinformatics.nl). O contetdo de
GC para expressao em E. coli também foi otimizado, ajustou-se para 0.52 mudando
alguns cédons manualmente, o conteido de GC foi obtido pelo programa GeeCee
no Emboss Explorer. Os vetores escolhidos para a expressao foram: pSMT3 (BUTT
et al., 2005), pAE (RAMOS et al.,, 2004) e pPIG16 (BRIGIDO et al.,, 1993) que
trabalham com diferentes estratégias de expressao, fusionando o ScFv a uma
proteina que permite sua solubidade, expressando no citoplasma e no periplasma
respectivamente, com objetivo de abordar varias possibilidades para a obtencao da
proteina heter6loga. Os sitios de restricao utilizados foram Sacl e Hindlll para
pSMT3, BamHI e Hindlll para pAE e Xmal e EcoRI para pPIG16, em seguida,
inseriu-se todos os sitios no desenho do gene. No programa BioEdit (Tom Hall, Ibis
Bioscience, Carsbad, CA) verificou-se a correta inser¢cdo do inserto nos vetores, 0s
sitios de restricdo (para avaliar duplicidade de sitios) e se o inserto ficaria na fase
correta do vetor. Apés o desenho, enviou-se 0 gene para a sintese pela empresa

GenScript (Piscataway, NJ, USA) (www.genscript.com).

5.5.1 Extracdo Plasmidial

A extracdo plasmidial foi realizada a partir da cultura de quatro coldnias,
escolhidas aleatoriamente, provenientes do crescimento da transformacdo das
células E. coli DH5a. Estas colbnias foram crescidas em meio LB com ampicilina 100
pg/mL (vetores pPIG16 e pAE) ou com canamicina 50 yg/mL (pSMT3), a 37 °C, por
18 h e agitacdo de 150 rpm (C25 Incubator Shaker — New Brunswick Scientific,
EUA), sendo utilizado para extracdo plasmidial o kit PureLink™ Quick Plasmid

Miniprep (Invitrogen), conforme recomendacéo do fabricante.


http://www.genscript.com/
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Em seguida, um gel de agarose 0,8% em TAE, foi realizado para observar a

concentracdo das minipreparacoes realizadas.

5.5.2 Andlise de restricdo dos plasmidios extraidos

Para verificar se o0s plasmidios extraidos apresentavam o fragmento de
interesse, estes foram digeridos com as enzimas de restricdo Sacl e Hindlll para
pSMT3, BamHI e Hindlll para pAE e Xmal e EcoRI para pPIG16 (Fermentas)
conforme descrito nos quadros 3 e 4. As digestdes foram analisadas apds corrida

eletroforética, conforme descrito na secao item 5.4.5.

Quadro 3 - Primeira etapa das reacdes de digestdo dos vetores pAE, pSMT3 e
pPIG16 para a analise de restricao.

PAE pSMT3 pPIG16
DNA plasmidial 5 pL 5uL 5uL
Buffer 1 pL Buffer BamHI 1 pL Buffer Tango 1 pyL Buffer Xmal
Enzima 1 1 yL BamHI 2 uL Sacl 1 yL Xmal
Enzima 2 2 uL Hindlll 2 uL Hindlll -
H.O MilliQ 1L - 3 uL
Total 10 yL 10 uL 10 yL

Foram realizadas cinco reacdes de digestdo para cada vetor como descrito no
quadro 3. As reacOes de digestao para os vetores pAE e pSMT3 foram incubadas a
37 °C por 2 h, e as reacdes de digestdo para o vetor pPIG16 foram incubadas a 37

°C por 16 h, seguidas de uma segunda reacéao.
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Quadro 4 - Segunda etapa da reacdo de digestao do vetor pPIG16 para a analise de

restricao.
Buffer 1,5 uL Buffer EcoRl
Enzima 2 UL EcoRl
H,O MilliQ 1,5uL
Total 15 MI

As reac0Oes de digestédo do vetor pPIG16 foram incubadas a 37 °C por 2 h.

5.5.3 Genes sintéticos scFv-intimina

Os genes sintéticos vieram inseridos em um vetor de clonagem PUC57
(marcador de resisténcia - ampicilina 100 pg/mL) de 2710 pares de bases, isolado da
linhagem DH5a de Escherichia coli, com o0s respectivos sitios de restricdo e
otimizacdo do gene conforme descrito na secdo 5.5, e nos foram entregues dois
criotubos liofilizados para o posterior manuseio. A caracteristica que diferenciava o
gene selvagem do mutante era a inser¢cdo de uma cauda de seis histidinas:

- scFv-intimina sem a adicdo de his-tag: gene selvagem, o qual os
vetores pSMT3 e pAE inserem a causa de histidinas.

- scFv-intimina com adicdo de his-tag: gene mutado, pois o vetor
pPIG16 ndo insere a cauda de histidinas.

Os genes de aproximadamente 4 ug foram ressuspendidos em 20 pyL de agua
ultrapura estéril para solubilizar o DNA. Em seguida, foi realizada uma transformacéo
bacteriana por choque térmico, para posterior realizacdo das reacfes de digestdo do
gene conforme descrito na se¢éo 5.5.2.

5.5.4 Quimiotransformacéo - transformacédo bacteriana por choque térmico
As células da linhagem DH5a competentes foram incubadas em banho de gelo

por 10 min. Adicionou-se 2 pL do gene sintético a 20 ng/uL, seguida de incubacédo no
gelo por 30 min e uma posterior incubacdo a 42 °C, por 2 min seguida de banho de
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gelo por mais 10 min. Adicionou-se 1 mL de meio LB e as células foram recuperadas
a 37 °C por 1 h. Os transformantes foram adicionados em placas de LB &gar

contendo ampicilina 100 ug/mL ou canamicina 50 ug/mL (Invitrogen).

5.5.5 Extracédo plasmidial

A extragdo plasmidial foi realizada a partir da cultura de quatro colonias,
escolhidas aleatoriamente, provenientes do crescimento da transformacdo das
células E. coli DH5a, conforme descrito na secdo 5.5.4. As minipreparacdes foram
realizadas e confirmadas conforme descrito na secéo 5.5.1.

5.5.6 Andlise de restricdo dos genes sintéticos scFv-intimina

Para verificar se 0os genes extraidos apresentavam o fragmento de interesse,
estes foram digeridos com as enzimas de restricdo Sacl e Hindlll para pSMTS3,
BamHI e Hindlll para pAE e Xmal e EcoRIl para pPIG16 (Fermentas) conforme
descrito nos quadros 3 e 4 da secdo 5.5.2. As digestbes foram analisadas apos

corrida eletroforética, conforme descrito na se¢do 5.4.5.

5.5.7 Purificacdo dos vetores e do inserto apds corrida eletroforética

As digestbes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,0% em TAE,
e apobs a liberacdo dos fragmentos, estes e os vetores de expressao digeridos foram
purificados do gel de agarose com o kit PureLink™ Quick Gel Extraction (Invitrogen),

segundo recomendacdes do fabricante.

5.5.8 Clonagem do fragmento scFv-intimina nos vetores de expressao pAE, pSMT3 e
pPIG16

Os fragmentos scFv-intimina digeridos e os vetores de expressédo pAE, pSMT3

e pPIG16 foram recombinados em reacdes de ligacdo com volume final de 15 pL.
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Para a reacao de ligacdo com o vetor pAE, utilizando a razdo molar inserto:vetor de
3:1, foram utilizados 3 pL de fragmento scFv-intimina correspondente a 40 ng, 7 yL
de vetor pAE correspondente a 50 ng, 3 L de tampéao de ligacédo e 1 uL de T4 DNA
Ligase 40 U/uL (New England Biolabs, EUA). Na reacédo de ligagdo com o vetor
pSMT3, foram utilizados 3 pL de fragmento scFv-intimina correspondente a 20,5 ng,
8 yL de vetor pSMT3 correspondente a 50 ng, 3 uL de tampdao de ligacéo e 1 pL de
T4 DNA Ligase 40 U/uL (New England Biolabs, EUA). E na reacéo de ligacdo com o
vetor pPIG16, foram utilizados 1,8 L de fragmento scFv-intimina correspondente a
36,3 ng, 7 UL de vetor pPIG16 correspondente a 50 ng, 3 uL de tampao de ligacdo e
1 pyL de T4 DNA Ligase 40 U/uL (New England Biolabs, EUA). Apés incubacéo das
reagOes em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, EUA)
a 16 °C por 18 h, 10 yL do produto das reacdes de ligacdo foram utilizados para
transformacao de células E. coli DH5a competentes, por choque térmico, conforme
descrito no item 5.4. Um volume de 100 uL da cultura foi adicionado em duplicata em
placas de LB agar com canamicina 50 ug/mL para o vetor pSMT3 (Invitrogen), e em
placas de LB agar com ampicilina 100 ug/mL para os vetores pAE e pPIG16, sendo
incubadas a 37 °C, por 18 h.

5.5.9 Extracdo plasmidial

A extracdo plasmidial foi realizada a partir da cultura de quatro colénias,
escolhidas aleatoriamente, provenientes do crescimento da transformacdo das
células E. coli DH5a, conforme descrito na secdo 5.5.4. Estas coldnias foram
cultivadas em meio LB com ampicilina 100 pg/mL (vetor pAE e pPIG16) e
canamicina 50 pg/mL (vetor pSMT3) , a 37 °C, por 18 h e agitacdo de 150 rpm (C25
Incubator Shaker — New Brunswick Scientific, EUA), sendo utilizado para extracao

plasmidial o kit PureLink™

Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen), conforme
recomendacdao do fabricante.

Em seguida, a eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE, foi realizada para
confirmar a extracdo do DNA plasmidial do scFv-intimina nos vetores pAE, pSMT3 e

pPIG16.
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5.5.10 Andlise de restricdo para a confirmacéo dos clones

Uma vez realizada a confirmagdo dos clones positivos para o gene scFv-
intimina por screening na presenca do marcador de resisténcia de cada vetor, dois
clones sendo um de pAE scFv-intimina e outro de pSMT3 scFv-intimina foram
submetidos & andlise de restricdo. Ap6s extracdo plasmidial, com o kit PureLink™
Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen), as reacdes de digestdo foram realizadas
conforme descrito na secéo 5.5.2 quadro 3. Estas reacdes foram incubadas a 37 °C,
por 2 h e a analise de restricdo foi feita apds migracdo dos produtos da digestdo em

gel de agarose 0,8 %, conforme descrito na secado 5.5.6.

5.5.11 Sequenciamento e analise de DNA

Com a confirmacédo da presenca do inserto de interesse, dois clones sendo um
PAE scFv-intimina e outro pSMT3 scFv-intimina foram submetidos a sequenciamento
para verificacdo de fase de leitura e presenca de mutacdes. As reacdes de
sequenciamento foram realizadas no Centro de Estudos do Genoma Humano, do
Instituto de Biociéncias da Universidade de Sédo Paulo, com a utilizagcdo dos
iniciadores T7 forward e reverse, sequenciador ABI 3730 DNA Analyser (Applied
Biosystems, EUA) e kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing, conforme
instrucdes do fabricante. As sequéncias obtidas foram manipuladas com auxilio dos
softwares BioEdit, e em seguida alinhadas com auxilio do programa ClustalWw?2
(disponivel em: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2). A conversdao da
sequéncia de DNA em proteina foi realizada com o auxilio do programa
Generunner®, enquanto os célculos do ponto isoelétrico e de massa molecular foram
feitos por meio da ferramenta ProtParam, presente no servidor ExPasy (disponivel

em: http://expasy.org/tools/protparam.html).


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2
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5.6 Padronizacdo da inducdo da expressdo do anticorpo recombinante scFv-
intimina

Utilizando-se dois vetores de expressdo diferentes, foram adotadas

abordagens metodolégicas para obtencdo do anticorpo recombinante scFv-intimina,

conforme descrito no quadro 5.

Quadro 5 - Padronizagao da indugéo da expresséo do anticorpo recombinante scFv-

intimina.
pPAE scFv-intimina pSMT3 scFv-intimina
[IPTG] 1mM 0,1 mM
Periodo e temperatura
. 3ha37°C 3ha?20°C
de incubacao

5.6.1 Pré-analise da inducdo da expressao dos clones pAE scFv-intimina e pSMT3

scFv-intimina

Dos diversos clones obtidos a partir da ligacdo entre os vetores pAE e pSMT3
com o inserto scFv-intimina, trés foram escolhidos aleatoriamente para os ensaios
iniciais de inducdo de expressdo. Colbnias provenientes das transformacfes das
células BL21(DE3) com os plasmidios recombinantes pAE scFv-intimina e pSMT3
scFv-intimina foram utilizadas para ensaios de expressao do anticorpo recombinante.
Trés colonias provenientes de cada uma das transformacdes, conforme citado no
item 5.5.4, foram cultivadas em 3 mL de meio 2YT ou LB com canamicina 50 pg/mL
para pSMT3 scFv-intimina (Invitrogen) e meio 2YT ou LB com ampicilina 100 pg/mL
(Invitrogen) para pAE, a 37 °C, sob agitagcdo de 200 rpm, por 18 h (C25 Incubator
Shaker — New Brunswick Scientific). Uma diluicdo 1:100 dessas pré-culturas, em 10
mL de meio 2YT na auséncia de antibiético, foi mantida sob agitacdo de 200 rpm, a
37 °C, por aproximadamente 3 h (C25 Incubator Shaker — New Brunswick Scientific).
O crescimento celular foi monitorado através da leitura de densidade Optica a 600 nm
(DOs0o) (Spectronic 20 — Genesys) até atingir o intervalo entre 0,6 e 0,8. Uma vez

nesse intervalo, uma aliquota de 1 mL da cultura (controle ndo-induzido) foi retirada,
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sendo acrescentado IPTG (Isopropil B-D-1 Thiogalactopiranosideo) (Sigma) em uma
concentragéo final de 1 mM para pAE scFv-intimina e 0,1 mM para pSMT3 scFv-
intimina. A cultura foi mantida sob agitacao por mais 3 horas a 37 °C para pAE scFv-
intimina e a 20 °C para pSMT3 scFv-intimina, sendo 1 mL da cultura (controle
induzido) coletada ao final dessa incubacédo. Os volumes restantes das culturas
celulares foram centrifugados e os precipitados ressuspendidos em 1 mL de PBS
(137 mM de cloreto de sédio; 2,7 mM de cloreto de potassio; 4,3 mM de fosfato de
sédio dibasico; 1,5 mM de fosfato de potassio monobasico — pH 7.4), para lise celular
por ondas sonoras de ultra-som (sonicacéo). Apos lise, a suspensao foi centrifugada
e as fracBes sollveis e insolUveis do extrato celular separadas. Os ensaios de
expressdo do anticorpo recombinante foram analisados através de SDS-PAGE e
immunoblotting, conforme descrito nas sec¢des 5.6.2 e 5.6.4, respectivamente.

5.6.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE)

Os ensaios de inducdo, como também as etapas de purificacdo da proteina
recombinante foram analisadas por SDS-PAGE em condi¢des redutoras, segundo
protocolo descrito por Laemmli (1970). Aliquotas de 80 uL das etapas de lavagem e
eluicdo, como também os precipitados dos controles néo-induzidos e induzidos
ressuspensos em 100 uL de &gua ultrapura, foram homogeneizados com tampéao de
amostra (0,25 M de tris (hidroximetil) aminometano hidrocloreto; 8% de dodecil
sulfato de sodio; 80% de glicerol; 0,04% de azul de bromofenol;, 5% de B-
mercaptoetanol; pH 6,8). Em seguida foram aquecidas a 100 °C por 10 min e
submetidas a eletroforese em gel de SDS-PAGE na concentracdo de 12%. A
eletroforese foi efetuada a 80 V, por cerca de 2 h em Tampao Tris-Glicina (3% de tris
(hidroximetil) aminometano hidrocloreto, 1% de dodecil sulfato de sédio, 14% de
glicina), juntamente com o padrdo de massa molecular Protein Mixture (GE
Healthcare). ApoOs eletroforese, os géis foram corados por Coomassie Blue R-250

(BioRad, EUA) ou Coomassie Blue Bio Safe (BioRad, EUA), sob suave agitacao, a
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temperatura ambiente por 1 h e descorados com tampao descorante (30% de

metanol, 7% de acido acético e 4gua ultrapura q.s.p.) ou agua destilada, por 18 h.

5.6.3 Western-blot

As proteinas separadas através de SDS-PAGE foram transferidas para
membranas de nitrocelulose Hybond-C Extra (GE Helthcare, EUA), utilizando o
aparato de transferéncia em sistema uUmido (BioRad Laboratories, EUA), sob
corrente elétrica constante de 150 mA, a 4 °C, por 18 h em tampéao de transferéncia
(250 mM de tris (hidroximetil) aminometano hidrocloreto, pH 8,3; 192 mM de glicina;
20% de metanol v/v), segundo Towbin et al., 1979. Uma vez feita a transferéncia, as
membranas foram coradas com Ponceau S (Sigma), e em seguida, bloqueadas com
solucdo 10% de leite desnatado (Nestlé, Brasil) em PBS, por 2 h, a temperatura

ambiente, sob agitagéo.

5.6.4 Immunoblotting

Apbs o bloqueio, a membrana foi submetida a imunodeteccdo empregando o
anticorpo monoclonal IgG anti-histidina (GE Healthcare) diluido 1:3000 em solucéo
de leite desnatado 10%. Apds incubacdo de 1 h, a temperatura ambiente, sob
agitacdo, a membrana foi 3 vezes lavada, por 5 minutos com 0,05% de PBS-Tween
(Synth, EUA). Uma vez lavada, a membrana foi incubada com soro de cabra anti-lgG
de camundongo conjugado a peroxidase (Zymed) diluido 1:5000 em solucéo de leite
desnatado 10%, por 1 h, a temperatura ambiente, sob agitacdo. Antes da revelacdo
com solucéo de revelagéo contendo 3,3'-diaminobenzidina (DAB) (Sigma) (5 mg de
DAB, 30 mL de PBS, 150 pL de peroxido de hidrogénio) (Merck), o ciclo de lavagem
das membranas foi repetido. A revelacdo foi interrompida com a adicdo de agua

destilada.
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5.7 Purificagcdo do anticorpo recombinante scFv-intimina obtido a partir da
inducédo de células BL21(DE3) transformadas com o plasmidio pAE scFv-

intimina

5.7.1 Inducédo da expresséo do anticorpo recombinante scFv-intimina por IPTG, para

purificacédo

Para purificacdo do anticorpo recombinante, a linhagem de Escherichia coli
BL21(DE3) transformada com plasmidio recombinante pAE scFv-intimina foi
cultivada em um pré-inéculo de 12 mL de caldo LB contendo 100 pg/mL de
ampicilina (Invitrogen) e incubada a 37 °C sob agitagdo de 250 rpm (C25 Incubator
Shaker — New Brunswick Scientific) por 18 h. Apds incubacgédo, 10 mL do pré-indculo
foram adicionados a 1000 mL de caldo 2YT na auséncia de antibiotico, e incubados
sob agitacdo de 250 rpm (C25 Incubator Shaker — New Brunswick Scientific) a 37 °C
por aproximadamente 4 h. O crescimento celular foi monitorado atraves da leitura de
densidade oOptica a 600 nm (DOggo) até atingir o intervalo entre 0,6 e 0,8 (Spectronic
20 — Genesys). Uma vez nesse intervalo, uma aliquota de 1 mL da cultura foi retirada
para controle da pré-inducdo. Ao meio foi adicionado 1 mM de IPTG (Sigma), e
incubado sob agitacdo de 250 rpm (C25 Incubator Shaker — New Brunswick
Scientific) a 37 °C por 4 h. Apds incubacao, outra aliquota foi retirada para o controle
da pés-inducdo. As aliquotas foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 min
(Centrifugue 5402, Eppendorf), e o sedimento foi ressuspenso em tampao de
amostra para proteina (60 mM de tris (hidroximetil) aminometano hidrocloreto; 2% de
dodecil sulfato de sédio; 10% de glicerol; 5% de B-mercaptoetanol; 1% de azul de
bromofenol). Apos inducao, a cultura bacteriana foi centrifugada a 13.000 x g por 20
min sob refrigeracdo a 4 °C (Eppendorf 5804-R, Alemanha). O sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspenso em 30 mL de tampéao de lise (50 mM de Tris-
Hcl; 200 mM de cloreto de sddio; 5 mM de imidazol — pH 8.0), acrescidos de 1 mM
de fluoreto de fenilmetilsufato (PMSF) (Sigma) e 40 ug/mL de Lisozima (Sigma). Em
seguida, essa suspensado bacteriana foi armazenada a -20 °C para posteriormente

ser submetida a lise celular por ondas sonoras de ultra-som (sonicacao).
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5.7.2 Obtencédo da fracdo insoltvel do anticorpo recombinante scFv-intimina

ApGs a lise celular por ondas de ultra-som, o lisado bacteriano foi centrifugado a
13.000 x g por 20 min sob refrigeracdo a 4 °C (Eppendorf 5804-R). Apoés
centrifugacédo, os sedimentos contendo as proteinas sob a forma insollvel (corpos de
incluséao) foram ressuspensos em 50 mL de tampé&o de solubilizagcédo (50 mM de Tris-
Hcl; 200 mM de cloreto de sédio; 5 mM de imidazol; 8 M ureia — pH 8.0), e
submetidos a solubilizacdo sendo incubados sob leve agitacdo a 4 °C por 18 h. A
solucéo foi centrifugada a 13.000 x g por 30 min sob refrigeragéo a 4 °C (Eppendorf
5804-R), e o sobrenadante foi filtrado em membrana de nitrocelulose com poros de
0,45 um (Millipore, EUA).

5.7.3 Cromatografia de afinidade ao Niquel (Ni*")

A proteina solubilizada foi purificada pelo AKTAprime plus (GE Healthcare),
utilizando uma resina Ni Sepharose High Performance (GE Healthcare) previamente
empacotada em uma coluna C10/10 (GE Healthcare). Dessa forma, a coluna foi
equilibrada com o tampao de lise (50 mM de Tris-Hcl; 200 mM de cloreto de sédio; 5
mM de imidazol; 8 M ureia — pH 8.0), para a subsequente adicdo da amostra. De
acordo com a programacao do AKTAprime plus, foram injetados 50 mL de amostra
livres de qualquer residuo ou restos celulares capazes de interromper o processo de
purificacdo. ApOs a total passagem da amostra, foram coletados os primeiros 15 mL
referentes a primeira lavagem da purificacdo para posteriormente por SDS-PAGE,
nos certificarmos de que a amostra realmente ficou aderida a coluna, e assim, o
tampéo de eluicdo foi injetado (50 mM Tris-Hcl; 200 mM de cloreto de sédio; 8 M
ureia; 500 mM de imidazol — pH 8.0) até eluir a proteina de interesse. Os controles
pré e pos-inducdo, sobrenadante e precipitados apos a lise, a lavagem e a eluicédo
da purificacdo foram analisadas em gel de SDS-PAGE a 12%, corado por
Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution (Bio-Rad, EUA) e immunoblotting

conforme descritos nas sec¢des 5.6.2 e 5.6.4, respectivamente.
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5.7.4 Renaturacdo do anticorpo recombinante scFv-intimina apos purificacdo

O processo de renaturacdo do scFv-intimina foi realizado pelo método de
didlise, com concentracdes decrescentes de ureia para retirar de forma gradual o
agente desnaturante. A proteina em solucdo de eluicdo foi depositada em uma
membrana de didlise de 12.000 Da, e esta foi incubada em tampao de renaturacao
(50 mM de Tris-Hcl; 200 mM de cloreto de sddio; 5 mM imidazol — pH 8.0) contendo
concentracdes decrescentes de ureia (5 M, 3 M, 2 M, 1 M, 0.5 M e sem ureia), com
trocas ocorrendo a cada 12 h. Ao tampdo de concentracdo de ureia a 1 M foi
adicionado 375 uM de glutationa oxidada (GSSG) para o auxilio da renaturagao das
pontes de dissulfeto. A Ultima didlise foi realizada com o tampé&o de renaturacdo sem
ureia, sendo incubada sob leve agitacdo com a barra magnética por 24 h, para
garantir a saida do agente desnaturante. Apds a ultima dialise em tampéo de
renaturacao, o anticorpo recombinante foi concentrado em polietilenoglicol 6000, por
5 h, a 4 °C e suas concentracdes protéicas determinadas com o kit Micro BCAProtein
Assay (Pierce, EUA), conforme as recomendacdes do fabricante.

A proteina purificada, renaturada e concentrada foi analisada em gel de SDS-

PAGE e immunoblotting como descrito nas secfes 5.6.2 e 5.6.4, respectivamente.

5.8 Purificacdo do anticorpo recombinante scFv-intimina, obtido a partir da
inducdo de células BL21(DE3) transformadas com o plasmidio pSMT3

scFv-intimina

5.8.1 Inducéo da expresséao do anticorpo recombinante scFv-intimina por IPTG, para
purificacéo

Para purificacdo do anticorpo recombinante, Escherichia coli BL21(DE3)
transformada com plasmidio recombinante pSMT3 scFv-intimina foi cultivada em um
pré-indculo de 12 mL de caldo LB contendo 50 ug/mL de canamicina (Invitrogen) e
incubada a 37 °C sob agitacao de 250 rpm (C25 Incubator Shaker — New Brunswick

Scientific) por 18 h. Apoés incubacgéao, 10 mL do pré-inéculo foram adicionados a 1000
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mL de caldo 2YT na auséncia de antibidtico, e incubados sob agitacdo de 250 rpm
(C25 Incubator Shaker — New Brunswick Scientific) a 37 °C por aproximadamente 4
h. O crescimento celular foi monitorado através da leitura de densidade Optica a 600
nm (DOsggp) até atingir o intervalo entre 0,6 e 0,8 (Spectronic 20 — Genesys). Uma vez
nesse intervalo, uma aliquota de 1 mL das culturas foram retiradas para controle da
pré-inducdo. Ao meio foi adicionado 0,1 mM de IPTG (Sigma), e incubado sob
agitacao de 150 rpm (C25 Incubator Shaker — New Brunswick Scientific) a 20 °C por
4 h. ApoOs incubacéo, outra aliquota foi retirada para o controle da pos-inducédo. As
aliquotas foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 min (Centrifugue 5402,
Eppendorf), e o sedimento foi ressuspenso em tampéo de amostra para proteina (60
mM de tris (hidroximetil) aminometano hidrocloreto; 2% de dodecil sulfato de sédio;
10% de glicerol; 5% de B-mercaptoetanol; 1% de azul de bromofenol). Apo6s inducéao,
a cultura bacteriana foi centrifugada a 13.000 x g por 20 min sob refrigeragéo a 4 °C
(Eppendorf 5804-R, Alemanha). O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso em 30 mL de tampéo de lise (50 mM de Tris-Hcl; 200 mM de cloreto de
sédio; 5 mM de imidazol — pH 8.0), acrescidos de 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsufato (PMSF) (Sigma) e 40 ug/mL de Lisozima (Sigma). Em seguida, essa
suspensao bacteriana foi armazenada a -20 °C para posteriormente ser submetida a

lise celular por ondas sonoras de ultra-som (sonicacao).

5.8.2 Purificagao do anticorpo recombinante pSMT3 scFv-intimina pelo sistema batch
Ni**

A purificacdo do anticorpo recombiante scFv-intimina foi realizada apds inducéo
da expressdo em células BL21(DE3) transformadas com o plasmidio pSMT3 scFv-
intimina, conforme descrito no item 5.8, por Batch. Um volume de 0,5 mL de resina
Ni Sepharose High Performance (GE Healthcare) foi mantido com 5 mL de tampéao
de lise (50 mM de Tris-Hcl; 200 mM de cloreto de sddio; 5 mM de imidazol — pH 8.0),
por 3 vezes de 10 min cada, para equilibrio do pH. Apds lavagem, a resina foi
mantida com 30 mL da fragdo solivel do extrato bacteriano, sendo lavada

sucessivamente com 5 mL de tampdao de lise, contendo diferentes concentracdes de
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imidazol: 20 mM, 40 mM e 60 mM , por 10 min cada, para eliminacdo das proteinas
contaminantes. A eluicdo do anticorpo recombinante foi realizada com 2 mL de
tampdo de eluicdo (50 mM Tris-Hcl; 200 mM de cloreto de so6dio; 500 mM de
imidazol — pH 8.0), incubando-o com a resina por 1 h. Todas as etapas da
purificacdo foram realizadas em tubo de polipropileno de 50 mL, sob agitacdo suave,
a 4 °C, tendo suas fracdes coletadas apos centrifugacédo a 700 x g, a 4 °C por 4 min
em centrifuga Eppendorf 5804-R. O processo de purificacédo foi analisado através de
SDS-PAGE e Immunobloting, conforme descrito nas segbes 5.6.2 e 5.6.4,

respectivamente.

5.9 Andlise da atividade funcional do anticorpo recombinante scFv-intimina

A atividade funcional do anticorpo recombinante foi analisada por meio de

testes de imunofluorescéncia indireta.

5.9.1 Deteccgao da intimina purificada, por imunofluorescéncia indireta, utilizando o

anticorpo recombinante scFv-intimina

O teste de imunofluorescéncia indireta foi padronizado utilizando-se os
isolados controles positivo tEPEC E2348/60 e negativo ETEC H10407, com o0 intuito
de se observar o reconhecimento da porcdo conservada da intimina pelo anticorpo
recombinante scFv-intimina. Foram analisados 72 isolados de aEPEC, 37 isolados
de tEPEC, 23 isolados de EHEC, 10 isolados de ETEC, 10 isolados de EAEC, 10
isolados de EIEC, 10 isolados de DAEC, 5 isolados de STEC, 10 isolados de E. coli
sem fator de viruléncia e 10 isolados de outras enterobactérias, totalizando 199
isolados incluindo-se os isolados controles. Cada isolado foi cultivado em 3 mL de
caldo LB, por 16 h, a 37 °C, a 250 rpm. Apds, uma aliquota de 0,5 mL de cada
isolado foi centrifugada a 4.500 x g, 4 °C, por 5 min (Eppendorf 5804-R),. O
precipitado foi ressuspendido em 0,5 mL de PBS/BSA (1%) e centrifugado
novamente a 4.500 x g, 4 °C, por 5 min (Eppendorf 5804-R). Este processo de

lavagem foi repetido por mais duas vezes, totalizando trés lavagens. Apos as
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lavagens, as aliquotas foram permeabilizadas utilizando Triton-X-100 (Sigma) a 4%,
por 10 min. Apos a permeabilizagéo, as aliquotas foram incubadas com formaldeido
(Sigma) a 1%, por 20 min, seguidas de uma incubacdo com Glicina (Sigma) 1% por
10 min. Posteriormente os precipitados foram ressuspendidos com o0 scFv-intimina
na concentracdo 30 uyg/mL, seguida da incubagdo com anticorpo monoclonal 1gG
anti-histidina diluido 1:2000 (Sigma). Apds, foi adicionado o soro de cabra anti-IgG
de camundongo conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma) em uma
diluicdo de 1:100. Todas as incubacbes foram realizadas por 1 h a temperatura
ambiente, em um volume final de 0,3 mL, precedida de trés lavagens com PBS/BSA
(1%), sendo cada uma de 5 min, sob agitacdo minima e constante. Uma gota da
suspensao bacteriana foi colocada a uma lamina de vidro e observada em

microscopio de fluorescéncia (Axioskop — Zeiss, Alemanha) em aumento de 1000 X.
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6 RESULTADOS

Os hibridomas K1 4H anti-intimina (IgG2b), utilizados no presente trabalho
foram previamente obtidos e caracterizados por Koga (2003) e Menezes et al.
(2010), respectivamente. Para o isolamento da cadeia necessaria, cultivou-se estes
hibridomas e utilizou-se 2,75 X 10° células, nimero esse, adequado para as
extracOes de RNA.

6.1 Clonagem do scFv-intimina

O RNA total das células dos hibridomas foi extraido de maneira pura e eficiente.
A qualidade da extracdo pode ser observada na figura 13, onde se podem
diferenciar as bandas do RNA ribossomal, o que confirma a integridade da amostra,

o rastro de RNA mensageiro, e a visualizagdo da amostra concentrada.

Figura 13 - Perfil eletroforético da extracdo de RNA total de células dos hibridomas
produtores de anticorpos anti-intimina.
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Gel de agarose 1% corado com GelRed (1:50000) e visualizado em transiluminador com luz
ultravioleta. 1- 1kb Plus (Invitrogen); 2- RNA K1 4H anti-intimina (IgG2b). As setas indicam as bandas
correspondentes aos fragmentos dos RNAs ribossémicos e 0 RNA memsageiro.

O RNA mensageiro foi entdo transcrito reversamente em cDNA por RT-PCR

para amplificagdo das cadeias varidveis do anticorpo expresso pelos hibridomas em
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guestao, sendo assim, utilizou-se varios iniciadores disponiveis para tentar amplificar
a cadeia leve normal e ndo aberrante (Quadro 2), e outros iniciadores como
oligo(dT), random primer, e o iniciador de cadeia constante K18 para obtencdo do
cDNA. Para a cadeia pesada, este procedimento ndo foi necessario, pois tanto a
cadeia pesada, quanto o ligante peptidico j& haviam sido obtidos anteriormente
(MENEZES et al., 2011).

Utilizando os iniciadores do quadro 2, uma série de reacbes de PCR foram
realizadas, na tentativa de amplificar a cadeia leve da por¢céo variavel do anticorpo
anti-intimina.

Iniciou-se amplificando a cadeia leve dos hibridomas anti-intimina 1gG2b,
partindo-se de um cDNA obtido pelos iniciadores Random Hexamers. Na figura 14,
observa-se a amplificacdo nas canaletas 2, 5, 6 e 8. Esses fragmentos foram todos
purificados e sequenciados, porém, apds o sequenciamento e alinhamento com IgG
germinal de camundongo, estas sequéncias se mostraram em sua maioria

aberrantes (faltando uma cisteina no seu inicio), sendo portanto ndo funcionais.

Figura 14 - Perfil eletroforético dos produtos de PCR das V. dos anticorpos anti-
intimina.
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Gel de agarose 0,8% corado com GelRed (1:50000) e visualizado em transiluminador com luz
ultravioleta. 1- 1kb Plus (Invitrogen); 2-10- Amplificagdo de V| de anti-intimina, iniciadores 353, 362,
364, 365, 390, 391, 392, 392 e 394, respectivamente.

Em uma segunda tentativa utilizando o cDNA obtido com iniciadores Oligo dT,

as bandas amplificadas estdo mostradas nas canaletas 2, 5, 6 e 8, (Figura 15), e
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também apOs sequenciamento e alinhamento com IgG germinal de camundongo,

estas sequéncias se mostraram em sua maioria aberrantes.

Figura 15 - Perfil eletroforético dos produtos de PCR das V. dos anticorpos anti-
intimina.
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Gel de agarose 0,8% corado com GelRed (1:50000) e visualizado em transiluminador com luz
ultravioleta. 1- 1kb Plus (Invitrogen); 2-10- Amplificag&o de V. de anti-intimina, iniciadores 353, 362,
364, 365, 390, 391, 392, 392 e 394, respectivamente.

Na terceira tentativa, utilizando o cDNA obtido com os iniciadores do grupo K18,
as bandas amplificadas estdo apresentadas nas canaletas 2, 4, 5, 6, 7 e 8, e apds 0
sequenciamento e alinhamento, comprovou-se a existéncia de uma cadeia leve
positiva, funcional e ndo aberrante, referente ao fragmento obtido do produto das
PCRs correspondente ao iniciador 364 para cadeia leve (canaleta 4).
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Figura 16 - Perfil eletroforético dos produtos de PCR das V. dos anticorpos anti-
intimina.
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Gel de agarose 0,8% corado com GelRed (1:50000) corado com GelRed (1:50000) e visualizado em
transiluminador com luz ultravioleta. 1- 1kb Plus (Invitrogen); 2-10- Amplifica¢éo de V|_de anti-intimina,
iniciadores 353, 362, 364, 365, 390, 391, 392, 392 e 394 respectivamente.

Com as sequéncias confirmadas, partiu-se para a montagem do scFv-intimina
utilizando a sequéncia da nova cadeia leve, unida por um ligante peptidico a cadeia
pesada obtida por Menezes et al (2011), como mostrado no quadro 6.
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Quadro 6 - Sequéncia de nucleotideos referente a CP, linker e CL da fracéao variavel
do anticorpo anti-intimina.

CADEIAS SEQUENCIAS

GTGCAGCTGCAGGAGTCTGGACCTGAGGTGGTGAAGCCTGGGACTTC
AGTGAAGATATCCTGTAAGGCTTCTGGATACACGGTCACTGACTACTA
CATGAACTGGGTGAAGCAGAGCCATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTG
CP GAGATATTAATCTTGACAATCGTGATTGTAGTTATAACCAGAAGTTCCA
GGACAAGGCCACATTGACTGTAGACAAGTCGTCCAGCACAGTCTACAT
GGAGATCCGCAGCCTGACTTCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGC
AAGTCAACTGGGTCACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCC

Linker GGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCG

GATATTGTGATAACCCAGGCTGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGA
ACATCAGCTTCCATTTCCTGCAGGTCTAGTAAGAGTCTCCTACATAGT
GATGGCATCACTTATTTATATTGGTATCTGCAGAGGCCAGACCAGTCT
CL CCTCAGCTCCTGGTTTATCGGATGTCCAGCCTTGCCTCAGGGGTCCC
AGACAGGTTCAGTAGCAGTGGGTCAGGAACTGATTTCACACTGAAAAT
CAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAA
ATCTAGAACTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAACTGGAAATA
AAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTA

Quadro 7 - Sequéncia predita de aminoacidos referente a CP, linker e CL da fracéo
varidvel do anticorpo anti-intimina sem a presenca de coédons de
terminacao.

CADEIAS SEQUENCIAS

VOQLQESGPEVVKPGTSVKISCKASGYTVTDYYMNWVKQSHGKSLEWIGD

CP INLDNRDCSYNQKFQDKATLTVDKSSSTVYMEIRSLTSEDSAVYYCASQL
GHWGQGTTVTVS
Linker GGGGSGGGGSGGGGS

DIVITQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSDGITYLYWYLQRPDQSPQLL
CL VYRMSSLAGVPDRFSSSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLELPYTF
GGGKLEIK

A obtencdo das sequéncias possibilitou sua traducédo pelo programa BioEdit
(Quadro 7) e a identificagdo dos CDRs de cada cadeia, o que caracterizou o

anticorpo e nos assegurou que as sequéncias estavam completas e corretas.



86

Utilizou-se as instrucdes previamente descritas para tentar identificar tais
regides. Na figura 17 estdo as sequéncias correspondentes a Vy e ao linker, e na
figura 18 estdo as sequéncias correspondentes a V| do anticorpo anti-intimina. Em
ambas as figuras, os CDRs estdo identificados em verde, mostrando que a

sequéncia esta completa.

Figura 17 - Andlise das sequéncias de V4 e do linker de anti-intimina, pelo programa
BioEdit.

Restriction Enzyme Map:

H M H H HHHHUL E G S RV QL Q E S G P E V V K P G

1 CATATGCATCACCATCACCATCACCTCGAGGGATCCCGGGTTCAGCTGCAGGAATCAGGTCCTGAAGTTGTTAAACCTGG 80
1 GTATACGTAGTGGTAGTGGTAGTGGAGCTCCCTAGGGCCCAAGTCGACGTCCTTAGTCCAGGACTTCAACAATTTGGACC 80
NdeI NsiI XhoI BamHI Pvull Acc65I
BfrBI Xmal PstI
Smal
CDR1
T s vk I s Cc K A s CNNTEETENNTNENET v K 0 s H
81 TACCAGCGTTAAAATCTCATGCAAAGCGAGCGGTTACACCGTTACCGATTACTACATGAACTGGGTTAAACAGAGCCACG 160
81 ATGGTCGCAATTTTAGAGTACGTTTCGCTCGCCAATGTGGCAATGGCTAATGATGTACTTGACCCAATTTGTCTCGGTGC 160
KpnI BsrBI
CDR2

G K s L E W I G D I N

lel GTAAAAGCCTGGAATGGATCGGTGATATCAACCTGGATAACCGTGATTGCTCATACAACCAGAAATTCCAGGATAAAGCG 240
161 CATTTTCGGACCTTACCTAGCCACTATAGTTGGACCTATTGGCACTAACGAGTATGTTGGTCTTTAAGGTCCTATTTCGC 240
EcoRV

T L.T v D K S s s T v Yy MM E I R S L T S E D S A V Y Y

241 ACCCTGACCGTTGATAAAAGCAGCAGCACCGTTTACATGGAAATCCGTAGCCTGACCAGCGAAGATAGCGCAGTTTACTA 320
241 TGGGACTGGCAACTATTTTCGTCGTCGTGGCAAATGTACCTTTAGGCATCGGACTGGTCGCTTCTATCGCGTCAAATGAT 320
CDR3
c A s CEENGEEN" ¢ 0 6 T TV TSR
321 CTGCGCATCACAGCTGGGTCACTGGGGTCAGGGTACCACCGTTACCTCTAGAGGTGGTGGTGGTAGCGGTGGTGGTGGTA 400
321 GACGCGTAGTGTCGACCCAGTGACCCCAGTCCCATGGTGGCAATGGAGATCTCCACCACCACCATCGCCACCACCACCAT 400
FspIl Pvull Acc65I Xbal
BseYI KpnlI

R s v I T Q A A F S N P V T L G T S A S I

401 GCGGTGGTGGTGGTAGCAGATCTGTTATCACCCAGGCAGCATTCAGCAACCCTGTTACCCTGGGTACCAGCGCAAGCATC 480
401 CGCCACCACCACCATCGTCTAGACAATAGTGGGTCCGTCGTAAGTCGTTGGGACAATGGGACCCATGGTCGCGTTCGTAG 480
BglII Acc65T
KpnI

A figura mostra um mapa de restricdo da sequéncia, os CDRs marcados em verde, suas regides
flanqueadas em amarelo e o linker de vermelho.



Figura 18 - Andlise das sequéncias de V| de anti-intimina, pelo programa BioEdit.
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401 GCGGTGGTGGTGGTAGCAGATCTGTTATCACCCAGGCAGCATTCAGCAACCCTGTTACCCTGGGTACCAGCGCAAGCATC 480
401 CGCCACCACCACCATCGTCTAGACAATAGTGGGTCCGTCGTAAGTCGTTGGGACAATGGGACCCATGGTCGCGTTCGTAG 480
BglII Acc651
KpnI
CDR1

s C RS S K S L L H S D G I T Y IL.¥YW Y L Q R P D Q S

481 AGCTGCCGTAGCAGCAAATCACTGCTGCACAGCGATGGTATCACCTACCTGTACTGGTACCTGCAGCGTCCTGATCAGAG 560
481 TCGACGGCATCGTCGTTTAGTGACGACGTGTCGCTACCATAGTGGATGGACATGACCATGGACGTCGCAGGACTAGTCTC 560
Pvull Acc65I PstI BclI
KpnI
CDR2

P 9L L VY RM S S L A GG WV P DR F S s s G s G T D

561 CCCTCAGCTGCTGGTTTACCGTATGAGCAGCCTGGCAGGTGTTCCGGATCGTTTCAGCTCAAGCGGTAGCGGTACCGATT 640
561 GGGAGTCGACGACCAAATGGCATACTCGTCGGACCGTCCACAAGGCCTAGCAAAGTCGAGTTCGCCATCGCCATGGCTAA 640

BbvCI BspEI Acc65I

PvuIl KpnI
CDR3

¥F T L K I S R V E A E D V G V Y Y CcCgA O N L E L P ¥ T
641 TCACCCTGAAAATCTCACGTGTTGAAGCAGAAGATGTTGGTGTTTACTACTGCGCACAGAACCTGGAACTGCCGTACACC 720
641 AGTGGGACTTTTAGAGTGCACAACTTCGTCTTCTACAACCACAAATGATGACGCGTGTCTTGGACCTTGACGGCATGTGG 720

PmlI FspIl

F 6 G G K L E s L * E F R S G C * Q S P K G s * V G

721 TTCGGTGGTGGTAAACTGGAAAGCTTATAAGAATTCCGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTG 800
721 AAGCCACCACCATTTGACCTTTCGAATATTCTTAAGGCTAGGCCGACGATTGTTTCGGGCTTTCCTTCGACTCAACCGAC 800
HindIII EcoRI
PsiI
801 800
801 800
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A figura mostra um mapa de restricdo da sequéncia, os CDRs marcados em verde, suas regides

flanqueadas em amarelo.

Com os CDRs corretos e identificados, partiu-se para o desenho do gene

sintético do anticorpo anti-intimina. Escolheu-se trés vetores para inserir sitios no

gene, pSMT3, pPIG16 e pAE, todos para expressao em E. coli sendo o pSMT3 para

a expressao fusionada com a proteina SUMO (BUTT et al., 2005), o pPIG16

(BRIGIDO et al., 1993) por possuir um peptideo sinal e o pAE que possui um alto

namero de cépias juntamente com um forte promotor (RAMOS et al., 2004).

A sequéncia protéica obtida teve seu comeco e fim determinados e o linker foi

inserido na sequéncia, como mostrado no quadro 7. Esta sequéncia foi entdo

inserida no programa backtranseq do Emboss explorer juntamente com um arquivo
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contendo os codon de preferéncia para E. coli para obter-se um gene com codons
otimizados para o seu sistema de expressao.

O contetido de GC deste gene também foi alterado para sua melhor expressao
em E. coli, pois 0 gene original tinha um contetdo de GC muito alto, o que néo era
compativel para a bactéria de expressdo, que €é mesofila e precisa de uma
quantidade de GC ndo muito alta, ja que a temperatura das reacdes de transcricao e
replicacdo de DNA dentro deste organismo ficou em torno de 37 °C. Esta mudanca
foi feita utilizando o programa GeeCee do Emboss Explorer para avaliar o contetdo
de GC e os cbédons de preferéncia de E. coli obtidos pelo site Kazusa. Com as
tabelas de codons de preferéncia, fez-se mudancgas de codons, nédo fugindo muito
dos preferenciais do sistema de expressdo, mas visando a diminuicdo do contetdo
de GC, fixou-se o conteudo em 0.52, 0 que favorece este sistema de expressao.

Com o programa BioEdit, fez-se um mapa de restricdo do gene para verificar se
haviam repeti¢cdes de sitios enzimaticos a serem inseridos. Dessa forma, por meio da
andlise dos vetores, determinou-se as enzimas de escolha de maneira a modular o
gene com sitios especificos flanqueando o Linker. Assim, as enzimas escolhidas
foram a Bgll antes e a Xbal depois do Linker, e para que isso fosse possivel,
modificou-se um codon para retirar um sitio de Xbal que havia dentro do gene, isso
fez com que fosse substituida uma Isoleucina por uma Serina, e uma Lisina por uma
Leucina, o que néo afetaria a conformacéo da proteina.

Para a clonagem em pPIG16, as enzimas escolhidas foram Xmal a jusante e
EcoRI & montante, ambas foram inseridas no desenho do gene. Para a clonagem em
PAE, utilizou-se os sitios para BamHI e Hindlll, que também foram inseridos no gene.
Ja para pSMT3, as enzimas escolhidas foram Sacl e Hindlll, sendo a primeira
também inserida no gene. Todas as inser¢des foram feitas para que o gene entrasse
na fase de leitura do vetor, sendo assim, um indicativo para uma expressao
adequada. Esses ajustes foram feitos pelo programa BioEdit.

Também para uma melhor transcricdo do gene, inseriu-se uma sequéncia de
seis histidinas para sua expressdo em pPIG16, jA que os demais vetores ja a
possuem, extremamente necessdria para sua purificacdo. Uma outra variavel foi uma
mutacdo pontual em um dos udltimos aminoacidos do ScFv, apés o CDRS3,

transformando este em um codon de terminacdo antes da cauda de histidina, para a
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expressdo em pAE, que ndo possui um terminador em sua sequéncia. Na figura 19,

observa-se o gene final obtido.

Figura 19 - Desenho do gene sintético ScFv-intimina mostrando os sitios de
restricbes e a cauda de histidina.

GAGEH ccc@MillcCCGGGTTCAGCTGCAGGAATCAGGTCCTGAAGTTGTTAAACCTGGTACCAGCGTTAA
AATCTCATGCAAAGCGAGCGGTTACACCGTTACCGATTACTACATGAACTGGGTTAAACAGAGCCACGGT
AAAAGCCTGGAATGGATCGGTGATATCAACCTGGATAACCGTGATTGCTCATACAACCAGAAATTCCAGG
ATAAAGCGACCCTGACCGTTGATAAAAGCAGCAGCACCGT TTACATGGAAATCCGTAGCCTGACCAGCGA
AGATAGCGCAGTTTACTACTGCGCATCACAGCTGGGTCACTGGGGTCAGGGTACCACCGTTACCEG
GGTGGTGGTGGTAGCGGTGGTGGTGGTAGCGGTGGTGGTGGTAGC T TATCACCCAGGCAGCAT
TCAGCAACCCTGTTACCCTGGGTACCAGCGCAAGCATCAGCTGCCGTAGCAGCARATCACTGCTGCACAG
CGATGGTATCACCTACCTGTACTGGTACCTGCAGCGTCCTGATCAGAGCCCTCAGCTGCTGGTTTACCGT
ATGAGCAGCCTGGCAGGTGTTCCGGATCGTTTCAGCTCAAGCGGTAGCGGTACCGATTTCACCCTGAAAR
TCTCACGTGTTGAAGCAGAAGATGTTGGTGTTTACTACTGCGCACAGAACCTGGAACTGCCGTACACCTT
cGGTGG TG~ ~2CT G r » CACCACCACCACCACCACTAAGAATTCC

Em verde o sitio para Sacl, em rosa o sitio para BamHI que divide com o sitio para Xaml em Em
verde o sitio para Sacl, em rosa o sitio para BamHI que divide com o sitio para Xaml em amarelo. Em
azul o sitio de Bgll, em roxo o de Xbal fazendo o gene ser modular, flanqueando o linker. Em
vermelho o sitio para Hindll e em cinza o sitio para EcoRIl. Em azul claro esta marcada a cauda de
histidina e em verde escuro a mutagdo pontual necesséria para a clonagem em pAE, a guanina é
substituida por uma timina, originando um Stop codon.

Também utilizando o programa BioEdit e visando a confirmacgéo tedrica de que
0 gene estaria na mesma fase de leitura dos vetores, desenhou-se construcdes do
gene nos vetores para a expressdo. No programa observou-se que o0 gene a ser
sintetizado permaneceria em fase em todos os vetores. As figuras 20, 21 e 22

mostram as construc¢des que foram realizadas.

Figura 20 - Representacdo esquematica do mapa da construcdo do gene sintético
scFv-intimina no vetor pPIG16.

Tl 166
P&/

VH I‘:l--.i L]

| 1 Belt 543
VL

HaX
~ ool 900

pIglé se Fyv-intimina
3920 bp

O desenho mostra os sitios de restricdes, o peptideo sinal do vetor, o gene modular e o cassete de
resisténcia, que é ampicilina.
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Figura 21 - Representacdo esquematica do mapa da construcdo do gene sintético
scFv-intimina no vetor pAE.

Kol 36
Smal 38 f
\HBX VH

PAE scFv-intimina
3636 bp

amp

O desenho mostra os sitios de restricdes, a cauda de histidina do vetor, o gene modular e o cassete
de resisténcia, que é ampicilina.

Figura 22 - Representacdo esquematica do mapa da construcdo do gene sintético
scFv-intimina no vetor pSMT3.

Biglll 136 Kmal 409
;[ BamHl 385
[y _-Saclanl

Hhal 31

L
VL
HoX

\"Hindlll 1115

pSUMO sc Fv-intimina
6296 bp

can

O desenho mostra os sitios de restricdes, a proteina SUMO, a cauda de histidina do vetor, o gene
modular e o cassete de resisténcia, que é canamicina.

Os genes sintéticos chegaram em nossas maos em dois criotubos liofilizados
para o posterior manuseio. Estes estavam inseridos em um vetor de clonagem
pUC57 (marcador de resisténcia - ampicilina 100 ug/mL) de 2710 pares de bases,
isolado da linhagem DH5a de Escherichia coli, com os respectivos sitios de restricao
e otimizacdo do gene. A caracteristica que os diferenciava e como foram tratados foi
descrito anteriormente.

Para a realizacdo da clonagem dos genes sintéticos nos vetores de expressao
escolhidos, realizou-se a extracdo plasmidial e digestdo dos vetores com as enzimas
de restricao Sacl e Hindlll para pSMT3, BamHI e Hindlll para pAE e Xmal e EcoRI
para pPIG16 (Fermentas) conforme descrito nos quadros 3 e 4, respectivamente. A

concentracéo das digestdes foi realizada na razao molar inserto:vetor de 3:1 (Figura
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23). Esses resultados foram utilizados para calcular a quantidade de vetor

necesséria para os préximos ensaios.

Figura 23 - Perfil eletroforético da digestado dos vetores pSMT3, pPIG16 e pAE com
as enzimas Sacl e Hindlll para pSMT3, Xmal e EcoRI para pPIG16 e
BamHI e Hindlll para pAE.

1 2 3 4 5

<—— 5600 pb

<«—— 3200 pb
<—— 2900 pb

Gel de agarose 1% corado com GelRed (1:50000), visualizado em transiluminador com luz
ultravioleta. 1- Padrdo molecular 1 Kb DNA Ladder; 2- High mass; 3- pSMT3 (5600 pb), 4- pPIG16
(3200 pb), 5- pAE (2900 pb). As setas vermelhas indicam os fragmentos de interesse liberados.

Fonte: Caravelli (2013).

Apés a realizagdo da digestdo dos vetores, as concentracdes definidas para
posterior clonagem nesses fragmentos foi de 7 ng para os vetores pSMT3 e pAE, e
de 4 ng para o vetor pPIG16.

O mesmo procedimento foi realizado com os genes scFv-intimina sintéticos
para a analise de restricdo dos fragmentos liberados apds a transformacao
bacteriana por choque térmico, e digestdo dos genes com as respectivas enzimas

dos vetores de escolha (Figura 24).
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Figura 24 - Perfil eletroforético da digestdo dos genes sintéticos scFv-intimina com
as enzimas Sacl e Hindlll para pSMT3, Xmal e EcoRI para pPIG16 e
BamHI e Hindlll para pAE.

1 2 3 4 5

<+—— 750 pb

Gel de agarose 1% corado com GelRed (1:50000), visualizado em transiluminador com luz
ultravioleta. 1- Padrdo molecular 1 Kb DNA Ladder; 2- Low mass; 3- scFv-intimina digerido com as
enzimas do pAE, 4- scFv-intimina digerido com as enzimas do pSMT3, 5- scFv-intimina digerido com
as enzimas do pPIG16. A seta indica o tamanhos dos fragmentos de interesse liberados de 750 pb.

Apés a realizacdo da digestdo dos insertos, as concentracfes definidas para
posterior clonagem nos vetores de escolha foram de 40 ng de scFv-intimina em pAE,
10 ng de scFv-intimina em pSMT3 e 20 ng de scFv-intimina em pPIG 16.

Sendo assim, feita a analise de restricdo tanto dos vetores como também dos
insertos a serem utilizados foi realizada a clonagem do scFv-intimina nos vetores de
expressao pSMT3, pAE e pPIG16.

Concluida a ligacdo dos fragmentos, foi realizada transformacédo bacteriana por
choque térmico e foram escolhidas quatro colénias de cada clone obtido para a
extracdo do DNA plasmidial do pAE scFv-intimina, pPIG16 scFv-intimina e pSMT3
scFv-intimina, respectivamente. Posteriormente foi realizada a digestdo dos

fragmentos com as enzimas Sacl e Hindlll para pSMT3 scFv-intimina, Xmal e EcoRI
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para pPIG16 scFv-intimina e BamHI e Hindlll para pAE scFv-intimina para confirmar

a presenca dos clones obtidos (Figura 25).

Figura 25 - Perfil eletroforético da digestdo dos clones pAE scFv-intimina com as
enzimas BamHI e Hindlll, pPIG16 scFv-intimina com as enzimas Xmal
e EcoRI e pSMT3 scFv-intimina com as enzimas Sacl e Hindlll.

123 456 7 8 910 1112 13 14 15

bl LRl <— 5600 pb
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Gel de agarose 0,8% corado com GelRed (1:50000), visualizado em transiluminador com luz
ultravioleta. 1- Padrdo molecular 1 Kb DNA Ladder; 2-7 pAE scFv-intimina, 8-11 pPIG16 scFv-
intimina, 12-15 pSMT3 scFv-intimina. A seta indica os tamanhos dos fragmentos de interesse
liberados de 750 pb (scFv-intimina), 5600 pb para o vetor pSMT3, 3200 pb para o vetor pPIG16 e
2900 pb para o vetor pAE.

Ao analisar a figura 25, observa-se que dos 14 clones analisados, em 4 nao
ocorreu a clonagem como mostrado nas canaletas de 8 a 11. Esses 4 clones,
correspondentes ao pPIG16 scFv-intimina, foram descartados. Escolheu-se entdo os
clones referentes ao pAE scFv-intimina (canaletas 3 a 7) e ao pSMT3 scFv-intimina
(canaletas 12 a 15) para os posteriores testes de expresséao.

Para verificar a correta identidade dos clones obtidos, com a confirmacao da
presenca do inserto de interesse, dois clones sendo um pAE scFv-intimina e outro
pSMT3 scFv-intimina foram submetidos a sequenciamento utilizando os iniciadores
T7 Foward e Reverse, para verificacdo de fase de leitura e presenca de mutacdes.
As reagOes de sequenciamento foram realizadas no Centro de Estudos do Genoma

Humano, do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.
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Os resultados indicaram que as sequéncias analisadas apresentaram 100% de
identidade entre os clones pAE scFv-intimina e pSMT3 scFv-intimina, confirmando a
clonagem em fase de leitura correta e a auséncia de mutacdes. No quadro 8 estao
0S numeros de aminoacidos presentes, a real massa molecular e o ponto isoelétrico
dos clones pAE scFv-intimina e pSMT3 scFv-intimina obtidos pela ferramenta

ProtParam (disponivel em: http://expasy.org/tools/protparam.html).

Quadro 8 - Dados obtidos do blast no Expasy param dos clones pAE scFv-intimina e
pPSMT3 scFv-intimina.

pPAE scFv-intimina pSMT3 scFv-intimina
Numero de aminoacidos (aa) 246 356
Massa molecular (PM)
ored 26,58/30,0 39,3/40,0
redlta/
real
Ponto isoelétrico (PI) 6,81 6,63

6.2 Expressédo do anticorpo recombinante scFv-intimina e anélise funcional

Com a clonagem do fragmento scFv-intimina concluida, iniciou-se o processo
de expressdo do anticorpo recombinante. A linhagem de Escherichia coli utilizada
para os ensaios preliminares foi a BL21(DE3). Primeiramente, a linhagen de E. coli
BL21(DE3) competente foi transformada com os clones 1, 2 ou 3 de pAE scFv-
intimina e os clones 1, 2 ou 3 de pSMT3 scFv-intimina que foram induzidos com
IPTG. A partir da analise do perfil proteico, pode-se observar um componente de
massa molecular relativa de 30 kDa para pAE scFv-intimina e 40 kDa para pSMT3
scFv-intimina, na fracdo induzida das células transformadas com ambos os clones,
respectivamente (Figuras 26 e 27).

Uma vez definida a cepa de expressao, analisou-se a localizagéo celular da
proteina recombinante apos inducdo em pequena escala. Para isso, o volume total
da cultura celular induzida (10 mL) foi centrifugado e o precipitado ressuspendido em
1 mL de PBS para sonicacgéo. As fracées do sobrenadante do lisado e do precipitado
do lisado foram analisadas. Por SDS-PAGE observa-se um componente de massa

molecular relativa correspondente a proteina de interesse presente nas fragdes
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induzida e precipitado do lisado (Figura 26 e 27 — canaletas 2 e 4,6 e 8, 10 e 12)

indicando uma expressao em corpusculos de inclusdo da proteina recombinante.

Figura 26 - Perfil eletroforético do ensaio de inducdo de células E. coli BL21(DE3)
transformadas com os clones 1, 2 e 3 de pAE scFv-intimina.
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Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% correspondente a expressao do scFv-intimina no vetor pAE:
PM — Padrao de massa molecular (Protein Misxture — GE), clones 1, 2 e 3 respectivamente - 1-5-9
Fracéo ndo-induzida (preto), 2-6-10 Fracéo induzida (vermelho), 3-7-11 Sobrenadante do lisado (azul)
e 4-8-12 Precipitado do lisado (rosa).

Figura 27 - Perfil eletroforético do ensaio de indugéo de células E. coli BL21(DE3)
transformadas com os clones 1, 2 e 3 de pSMT3 scFv-intimina.
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Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% correspondente a expressdo do scFv-intimina no vetor
pSMT3: PM - Padrao de massa molecular ((Protein Misxture — GE), clones 1, 2 e 3 respectivamente -
1-5-9 Fracao nao-induzida (preto), 2-6-10 Fracdo induzida (vermelho), 3-7-11 Sobrenadante do lisado
(azul) e 4-8-12 Precipitado do lisado (rosa).
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Dentre os clones avaliados, tanto os clones de pAE scFv-intimina quanto os
clones de pSMT3 scFv-intimina apresentaram resultados semelhantes entre si. Para
continuagdo das etapas posteriores foi selecionado o clone 1 de cada uma das
amostras e 0 mesmo processo foi repetido para realizagdo de um immunoblotting
empregando o anticorpo monoclonal IgG anti-histidina que confirmaria a presenca

dessas proteinas (Figuras 28 e 29, respectivamente).

Figura 28 - Perfil eletroforético do ensaio de inducdo de células E. coli BL21(DE3)
transformadas com o clone 1 de pAE scFv-intimina e o clone 1 de
PSMT3 scFv-intimina.

pAE scFv-intimina pSMT3 scFv-intimina
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Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% correspondente a exp
PM - Padrdo de massa molecular (Protein Misxture — GE), 1 e
Fracao induzida (vermelho), 3 e 7. Sobrenadante do lisado (azul,
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Figura 29 - Imunodeteccdo dos anticorpos recombinantes pAE scFv-intimina e
pPSMT3 scFv-intimina.

pAE scFv-intimina pSMT3 scFv-intimina
PM 1 2 3 4 PM 5 6 7 8
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Immunoblotting empregando o anticorpo monoclonal IgG anti-histidina ap6s a indugdo por IPTG dos
anticorpos recombinantes scFv-intimina: PM - Padrdo de massa molecular (Full Range Rainbow —
GE), 1 e 5. Fracdo nao induzida (preto), 2 e 6. Fracdo induzida (vermelho), 3 e 7. Sobrenadante do
lisado (azul), 4 e 8. Precipitado do lisado (rosa).

Esses resultados levaram-nos a escolher o clone 1 do pAE scFv-intimina para
dar prosseguimento a purificacdo da proteina em coluna de afinidade a Ni?*, e como
se observou a presenca da proteina no sobrenadante do cultivo bacteriano (Figura
29 — canaleta 7), optou-se pela purificacdo do clone 1 do pSMT3 scFv-intimina. O
método de Batch Ni?*, foi escolhido por ser mais préatico e rapido para a identificacdo

da fracdo soluvel.

6.2.1 Purificacdo em coluna de afinidade a Ni** do anticorpo recombinante pAE scFv-

intimina

Com a escolha do clone a ser expresso, além da linhagem de E. coli
BL21(DES3) para expressao e determinacao das condicdes de expressao, o préximo
passo foi a obtencdo do anticorpo recombinante por purificacdo em coluna de
afinidade a Ni**. Uma vez que a localizacdo celular da proteina recombinante era
conhecida, o precipitado do lisado foi tratado com tampdo 8 M de ureia para a
solubilizagdo da proteina presente em corpusculos de inclusdo, sendo submetida a
renaturacao por diluicdo. Diferentes metodologias para a renaturacdo das proteinas
recombinantes sdo conhecidas e cada uma delas necessitam ser otimizadas, de
acordo com a molécula a ser renaturada (VERMA et al., 1998). Durante o processo
de renaturacdo, ocorreu a precipitacdo de algumas proteinas solubilizadas com o

tampdo de 8 M de ureia, que foram retiradas apos centrifugacdo e filtragem do
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tampdo de renaturacdo. ApoOs sua obtencdo, a proteina recombinante foi
quantificada, apresentando concentracdo de 380 ug/mL, tendo um rendimento de 0,5
mg por litro de cultivo bacteriano (Figura 30).

Figura 30 - Perfil eletroforético da purificacdo do anticorpo recombinante pAE scFv-
intimina apdés inducéo por IPTG.
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Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% correspondente a purificagdo do anticorpo recombinante
scFv-intimina apés inducao por IPTG. PM - Padrdo de massa molecular (Protein Misxture — GE), 1 —
Fracéo ndo purificada, 2- Lavagem (flow-through), 3 a 9 — Fracdes eluidas a 500 mM de imidazol.

Além da anélise por SDS-PAGE a 12%, o processo de purificacdo do anticorpo
recombinante scFv-intimina também foi analisado por immunoblotting empregando o
anticorpo monoclonal IgG anti-histidina. Na figura 31, observa-se a presenca de um
componente de massa molecular relativa de 30 kDa presente nas fracdes eluidas

com 500 mM de imidazol.
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Figura 31 - Imunodeteccdo do anticorpo recombinante pAE scFv-intimina apods
inducao por IPTG.

30 kDa

Immunoblotting, empregando o anticorpo monoclonal IgG anti-histidina, da purificacdo do anticorpo
recombinante scFv-intimina apds inducdo por IPTG. PM - Padrdo de massa molecular (Full Range
Rainbow - GE), 1 a 6 — Fraces eluidas a 500 mM de imidazol.

6.2.2 Purificacdo do anticorpo recombinante pSMT3 scFv-intimina por batch NI**

Ao analisar-se o immunoblotting (Figura 29), verificou-se a presenca do
anticorpo recombinante na fracdo do sobrenadante do lisado (Figura 29, canaleta 7),
sendo este também utilizado para obtencdo do anticorpo recombinante. As
concentracdes de imidazol empregadas no processo de purificacdo foram 20 mM, 40
mM e 60 mM, por 10 minutos cada, para eliminacdo das proteinas contaminantes. A
eluicdo do anticorpo recombinante foi realizada com 2 mL de tampéao de elui¢cdo (50
mM Tris-Hcl; 200 mM de cloreto de sodio; 500 mM de imidazol — pH 8.0), incubando-
0 com a resina por 1 hora.

Pela analise do perfil eletroforético realizado com as fracdes coletadas durante
0 processo de purificacdo, observou-se um componente de massa molecular relativa
de 40 kDa referente ao anticorpo recombinante obtido a partir do pSMT3 scFv-
intimina (Figura 32). A fracdo da eluicao (canaleta 1) também apresenta proteinas
contaminantes além da proteina de interesse, indicando que as concentracdes de

imidazol ndo foram suficientes para a retirada das mesmas.
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Figura 32 - Perfil eletroforético da purificagdo do anticorpo recombinante scFv-
intimina apoés inducao por IPTG.
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Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% correspondente a purificagdo do anticorpo recombinante
scFv-intimina apés inducdo por IPTG. PM - Padrdo de massa molecular (Protein Mixture — GE), 1 —
Fracdo eluida com 500 mM de imidazol, 2- Fracdo eluida com 60 mM de imidazol, 3 — Fracdo eluida
com 40 mM de imidazol, 4- Fracdo eluida com 20 mM de imidazol.

O componente proteico observado no gel de SDS-PAGE foi confirmado através
da sua deteccao no immunoblotting (Figura 33).

Infelizmente, essa proteina recombinante ndo pode ser utlizada, pois a
presenca de contaminantes e o baixo rendimento protéico inviabilizariam a

realizacdo de todos os testes funcionais.

Figura 33 - Imunodeteccéo, empregando o anticorpo monoclonal IgG anti-histidina,
da purificacdo do anticorpo recombinante scFv-intimina apés inducao
por IPTG.

PM 1 2 3 4
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Immunoblotting da purificagdo do anticorpo recombinante scFv-intimina apés indug¢do por IPTG.
Canaletas: PM - Padrdo de massa molecular (Full Range Rainbow — GE), 1 — Fracao eluida com 500
mM de imidazol, 2- Fracao eluida com 60 mM de imidazol, 3 — Fracéo eluida com 40 mM de imdazol,
4- Fracado eluida com 20 mM de imidazol.
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6.3 Andlise funcional do anticorpo recombinante scFv-intimina

6.3.1 Reatividade do scFv-intimina por imunofluorescéncia indireta

O anticorpo recombinante purificado a partir de corpusculos de inclusao foi
entdo submetido a ensaios funcionais.

Para isso, os isolados E2348/60, prototipo de tEPEC e H10407, protétipo de
ETEC, foram cultivados e pelo ensaio de imunofluorescéncia, o scFv-intimina
mostrou-se reativo (Figura 34A), reconhecendo o isolado E2348/69 e nao reativo
com o isolado H10407 (Figura 34B).
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Figura 34 - Reatividade do scFv-intimina frente aos controles, por ensaio de
imunofluorescéncia indireta.

A

Isolados de E2348/69 e H10407 permeabilizados e incubados com scFv-intimina na concentragéo de
13 pg/ml, anticorpo monoclonal IgG anti-histidina 1:2000 e anticorpo conjugado a FITC de
camundongo 1:100. A: E2348/69, B: H10407.

6.3.2 Validacdo do scFv-intimina

Foram analisados 199 isolados na sua totalidade sendo incluidos os isolados
controles positivo (E2348/69) e negativo (H10407). O percentual de reatividade do

scFv-intimina com os isolados esta descrito na tabela 1.
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Tabela 1 - Percentual de reatividade do scFv-intimina nos diferentes isolados de E.
coli e outras enterobactérias.

paper URE DI o
aEPEC 72 100 7272
tEPEC 37 100 37/37
EHEC 23 100 23/23

ETEC 10 0 0/10
EAEC 10 0 0/10
EIEC 10 0 0/10
DAEC 10 0 0/10
STEC 5 0 0/5

E. coli S.F.V. 10 0 0/10
LE 0 0/10

ENTEROBACTERIAS

Nota: aEPEC (Escherichia coli enteropatogénica atipica)
tEPEC (Escherichia coli enteropatogénica tipica)
EHEC (Escherichia coli enterohemorragica)
ETEC (Escherichia coli enterotoxigénica)
EAEC (Escherichia coli enteroagregativa)
EIEC (Escherichia coli enteroinvasora)
DAEC (Escherichia coli de adesao difusa)
STEC (Escherichia coli produtora da toxina de shiga)
E. coli S.F.V. (Escherichia coli sem fator de viruléncia para DEC)

Ao analisar os dados da tabela 1, pode-se concluir que o scFv-intimina é
sensivel (100%) e especifico (100%). Um painel representativo da reatividade, ou
nao do scFv-intimina por imunofluorescéncia indireta pode ser observado na Figura
35: A —-aEPEC, B —tEPEC, C - EHEC, D - ETEC, E - EAEC, F - EIEC, G — DAEC,
H - STEC, | - E. coli S.F.V, e J — Outras enterobactérias.
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Figura 35 - Painel representativo da reatividade, ou ndo do scFv-intimina por
imunofluorescéncia indireta.
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llustracdo de um isolado de cada categoria analisada, permeabilizados e incubados com scFv-intimina
na concentragéo de 30 ug/mL, anticorpo monoclonal IgG anti-histidina 1:2000 e anticorpo conjugado a
FITC de camundongo 1:100. A: aEPEC, A’: aEPEC ML B: tEPEC, B’: tEPEC ML, C: EHEC, C’:
EHEC ML, D: ETEC, D’: ETEC ML, E: EAEC, E’: EAEC ML, F: EIEC, F’: EIEC ML, G: DAEC, G’
DAEC ML, H: STEC, H’: STEC ML, I: E. coli S.F.V, I’: E. coli S.F.V ML, e J: Outras enterobactérias,
J’: Outras enterobactérias ML.
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7 DISCUSSAO

A diarreia € um grave problema de saude publica mundial, principalmente em
regides menos favorecidas. Dados da Organizacdo Mundial de Saude apontam que
as infeccdes sdo desencadeadas a partir do consumo de alimentos contaminados
como carne mal cozida, saladas, 4gua ndo potavel ou até mesmo pela propagacao
entre pessoas que vivem em precarias condicdes sanitarias (auséncia de &agua
tratada e saneamento basico). Como medidas preventivas, além do melhoramento
das condicdes sanitarias e acesso a agua tratada, as acbes de boas praticas de
higiene e a vacinagdo s&o de extrema importancia (CLEMENTS et al., 2012; WHO,
2012).

O controle dos surtos de diarreia depende do rapido diagnéstico e identificacédo
da fonte de infeccdo. No entanto, na rotina de laboratérios clinicos, somente os
ensaios de identificacdo do antigeno somatico tém sido amplamente aplicados no
diagnostico de doencas gastrointestinais causadas por EPEC e EHEC, essa
identificacdo ndo é conclusiva, pois ndo ha correlagdo entre sorogrupo e as
diferentes categorias de E. coli diarreiogénica. Além disso, no caso das EHEC,
apenas o sorotipo O157:H7 é pesquisado, mesmo ndo sendo o Unico representante
deste patotipo (CAMPOS et al., 2004b; TRABULSI et al., 2002).

A identificacdo dos genes de viruléncia caracteristicos seria uma escolha para a
deteccdo dos patotipos das DEC. A técnica de PCR simples, multiplex PCR ou até
mesmo o uso de sondas de DNA para a deteccdo de genes de viruléncia, tem sido
empregados com sucesso na identificagdo de EPEC e EHEC, assim como outras
categorias de DEC (ARANDA et al., 2004, 2007; BUERIS et al., 2007; COCOLIN et
al., 2000; FENG; MONDAY, 2000; FRANKE et al., 1994; KARCH; MEYER, 1989;
KIMATA et al., 2005; MULLER et al., 2006; OSEK, 2003; PASS et al., 2000; PATON,;
PATON, 1998, 2002; PERSSON et al., 2007; RAPPELLI et al., 2001; RICH et al.,
2001;). No entanto, estes testes ndo sdo factiveis na realidade de paises em
desenvolvimento por serem economicamente inviaveis. Além disso, a detec¢do do
gene ndo garante a expressao do fator de viruléncia correspondente (ABE et al.,
2009; MENEZES et al., 2010; NARA et al., 2010; VILHENA-COSTA et al., 2006).
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Dentre os métodos para deteccdo da expressao dos fatores de viruléncia, os
ensaios imunossorolégicos podem ser considerados a primeira via alternativa, por
apresentarem alta sensibilidade determinada pelos anticorpos policlonais, e alta
especificidade determinada pelos anticorpos monoclonais que se apresentam de
forma homogénea e sédo produzidos ilimitadamente (MURPHY et al., 2008;
SVENNERHOLM et al., 1986). Diante disso, em nosso laboratorio foram produzidos
anticorpos especificos para as toxinas LT e ST de ETEC (MENEZES, 2002;
MENEZES et al., 2003, 2006), para a toxina Pet de EAEC (VILHENA-COSTA et al.,
2006) e para a toxina Stx de STEC (MENDES-LEDESMA et al., 2008; ROCHA et al.,
2012).

Em comum, EPEC e EHEC compartilham um mesmo fator de viruléncia, a
adesina intimina (ADU-BOBIE et al., 1998), que por ser altamente imunogénica,
demonstra ser um importante alvo para imunodiagnostico (JERSE; KAPER; 1991).

Dessa forma, anticorpos policlonais anti-intimina (KOGA et al., 2003) e
anticorpos monoclonais IgG2a e IgG2b foram obtidos e caracterizados (MENEZES et
al., 2010). Por immunoblotting contendo extrato protéico de diversos isolados
bacterianos foi observado uma especificidade de 100% de ambos o0s anticorpos.
Esses autores identificaram uma reatividade de 97% dos anticorpos policlonais e
68,8% dos anticorpos monoclonais, que apesar de ser uma reatividade maior do que
50%, ainda € um percentual inferior para o imunodiagnéstico (MENEZES et al.,
2010).

Diante disso, para tentar melhorar esta reatividade e utilizando a tecnologia de
anticorpos recombinantes, um fragmento variavel de cadeia Unica (scFv) do
anticorpo anti-intimina foi obtido e foram realizados testes funcionais e modelagens
estruturais in silico deste anticorpo, mostrando o perfeito reconhecimento do mesmo
frente aos isolados controles (MENEZES et al., 2011).

Inicialmente, a estratégia do presente trabalho era construir um gene sintético
scFv-intimina partindo do clone obtido por Menezes et al (2011) para a validagao do
imunodiagndstico. O gene sintético foi construido, subclonado no vetor de expressao
pPAE (RAMOS et al, 2004), expresso em E. coli BL21 e purificado por cromatografia
de afinidade ao niquel. No entanto, ap0s 0s primeiros ensaios para testar sua

reatividade por imunofluorescéncia indireta, constatou-se que 0 anticorpo nédo era
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estavel. Isto nos levou a analisar novamente a sequéncia de aminoacidos do scFv-
intimina, e se observou que a por¢ao variavel da cadeia leve (V) era aberrante, ou
seja, faltava uma cisteina antes do CDR-L3 da cadeia leve, a qual € um pré-requisito
para o perfeito reconhecimento das regifes determinantes de complementariedade,
sendo que a porcao variavel da cadeia pesada (Vy) confere a especificidade do
anticorpo e a porgdo varidvel da cadeia leve (V) confere a estabilidade
(HOLLINGER; HUDSON, 2005).

Uma vez que os linfécitos B ou hibridomas podem ser utilizados como fonte do
material genético para a amplificacdo das regibes variaveis leve e pesada, partiu-se
para a contagem de suas células a fim de se averiguar se 0o numero de células era
suficiente para extragdo de RNA total, no caso do kit utilizado neste trabalho, o
nimero de células deveria ser inferior a 3-4 X 10° células por mL. O RNA total de
hibridomas produtores de anticorpos anti-intimina foi entdo extraido, e utilizado para
a amplificacdo de uma nova porcdo variavel da cadeia leve, que por
sequenciamento, comprovou-se que a mesma era normal e ndo aberrante, e possuia
350 pares de bases (GE HEALTHCARE, 2002; KOHLER; MILSTEIN, 1975;
SVENNERHOLM et al., 1986;).

Partindo das analises anteriores, construiu-se um segundo gene sintético
utilizando a sequéncia da porc¢ao variavel da cadeia pesada (Vy) e o ligante peptidico
obtido por Menezes et al. (2011), e a nova sequéncia da por¢ao variavel da cadeia
leve (VL).

Com as sequéncias confirmadas, a proxima etapa foi selecionar os vetores que
seriam utilizados para a expressao do gene sintético. Escolheu-se trés vetores com
diferentes estratégias de expressao.

O primeiro vetor de escolha foi o vetor pAE, que une as caracteristicas de
pPET3-His e pRSET. O vetor pET3-His tem a vantagem de conter seis residuos de
histidina na porcdo N-terminal e multiplos sitios de clonagem a apenas nove
aminoacidos a partir da metionina, mas a sua origem de replicacdo (pBR322) nao
possui alto niumero de coOpias. Por outro lado, o vetor pRSET tem a vantagem de
conter uma origem de replicacdo de alto niumero de coépias (pUC19), mas nao
contém multiplos sitios de clonagem como no sistema pET. O vetor pAE foi
construido com a base do vetor pRSET contendo a origem de replicacdo de alto
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namero de cépias, com o sitio multiplo de clonagem contendo 6 residuos de histidina
a partir do vetor pET3-His. Além disso, o vetor pAE tem um tamanho reduzido (2,8
kb) se comparado ao pET3-His (4,6 kb) e o pRSET (2,9 kb). Utilizando este vetor,
Ramos et al (2004) clonaram o fragmento C de toxina tetanica (Fc) e expressaram
em E. coli BL21 (DE3). A fracdo Fc foi expressa de forma insolivel, mas com um
bom rendimento. Devido essas vantagens, o vetor pAE foi um dos vetores escolhidos
para a expressao de scFv anti-intimina.

O segundo vetor de escolha foi o vetor pSMT3, o qual é fusionado a proteina
SUMO (Small Ubiquitin-related modifier) utilizada para promover a solubilidade de
proteinas recombinantes. Outras proteinas de fusdo também sdo descritas na
literatura como a GST (Glutatione S-Transferase), a MBP (Maltose Binding Protein) e
a NUS-A (N-Utilizing substance A). A proteina SUMO mostra-se bastante eficaz além
de garantir a solubilidade. Em conjunto, o vetor pSMT3 promove elevados niveis de
expressdo da proteina recombinante por possuir o promotor T7, assim como o vetor
pAE. Uma das maiores vantagens do sistema de fusdo SUMO ¢é a sua protease, que
remove a proteina SUMO através da clivagem, em diferentes temperaturas e pH, de
forma precisa e eficaz ao fazer o reconhecimento da estrutura terciaria,
diferenciando-se das demais proteases de fusdo que normalmente reconhecem
sequéncias curtas e degeneradas de peptideos (BUTT et al, 2005; ZUO et al, 2005).

O terceiro vetor é o vetor pPIG16, que por possuir um peptideo sinal, expressa
a proteina para a sua liberacdo no periplasma. E um vetor derivado do pPIC9
(Invitrogen), que foi modificado inicialmente por Andrade et al., (2000),
acrescentando-se sitios de clonagens e a propria sequéncia da proteina A, com o
objetivo de torna-lo ideal para a expressdo de scFvs recombinantes. Este vetor foi
novamente melhorado por meio da retirada de sitios de restricdo indesejaveis, a fim
de aumentar a meia vida do fragmento de anticorpo, melhorando assim, a eficiéncia
do sistema de expressao (BRIGIDO et al., 1993).

O desenvolvimento do DNA recombinante e das técnicas de producdo de
proteinas heter6logas em micro-organismos vem possibilitando varios avangos na
producdo de anticorpos (MARANHAO; BRIGIDO, 2001). Grande parte dos esforgos
despendidos na expressdo de proteinas heterélogas, visando obté-las em

guantidade adequada para estudos funcionais e estruturais posteriores, se concentra
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na experimentacdo de sistemas de expressdo alternativos, incluindo bactérias,
leveduras, células de insetos e mamiferos; e no uso de proteinas de fusdo como
facilitadores do enovelamento e purificacdo de proteinas recombinantes como citado
anteriormente.

O sistema mais comumente utilizado para a expressdo de proteinas
heter6logas € o que utiliza E. coli como célula hospedeira (LEWIN, 1994, 1997;
STRYER, 1988; ZAHA et al., 1996). Este sistema € amplamente difundido deviso a
facilidade e baixo custo de se cultivar esta bactéria, e pela reprodutibilidade e
abundéancia de proteinas que a mesma produz. Além disso, modificacbes nos
vetores e linhagens de E. coli sdo frequentemente feitas no sentido de aumentar a
eficiéncia e versatilidade do sistema original.

A eficiéncia da expressdo de proteinas heter6logas estd na combinacdo de
inumeros fatores como o vetor de expressao, a célula hospedeira, a composicao do
meio de cultura e a temperatura de inducédo da expresséo, a cepa de E. coli que foi
utilizada no presente estudo para atender a todas essas necessidades, foi a E. coli
BL21(DES3), a qual proporcionou um bom nivel de expressdo do scFv-intimina nas
construcbes pAE scFv-intimina e pSMT3 scFv-intimina, ndo sendo observada
nenhuma banda além da predita. A construcdo pPIG16 scFv-intimina foi descartada
antes mesmo da expressao do scFv-intimina, pois infelizmente a subclonagem do
scFv-intimina no vetor pPIG16 ndo ocorreu.

Diante desse resultado, com a cepa de escolha, as construcfes desejadas, e a
confirmacédo dos clones por sequenciamento, partiu-se para a expressao dos
fragmentos pAE scFv-intimina e pSMT3 scFv-intimina. Inicialmente, foram testados
trés clones de cada construcdo para verificar a melhor expressao, e assim, escolher
apenas um clone de cada para expressar em larga escala e realizar a purificagéo.
Dentre os clones avaliados, todos tanto pAE scFv-intimina como o pSMT3 scFv-
intimina apresentaram resultados semelhantes entre si. Portanto, um clone de cada
uma das proteinas foi selecionado, e 0 mesmo processo foi repetido para realizacao
de um immunoblotting.

A expressao de proteinas recombinantes em E. coli, muitas vezes ocorre na
forma de corpusculos de inclusdo. Esses agregados, além de tornar o processo de

purificacdo mais trabalhoso, devem ser solubilizados com agentes desnaturantes
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para que possam ser purificados, e uma vez desnaturados, um processo de
reenovelamento (refolding) € necessario para reconstituir a conformacao original da
proteina. Como esse processo de reenovelamento nem sempre é eficiente, a
obtencdo da proteina recombinante na forma soltvel e funcional seria desejavel
(BURGESS, 2009; NOVAGEN, 2003).

Ao analisar-se os resultados anteriores, escolheu-se o clone 1 do pAE scFv-
intimina para dar prosseguimento a purificacdo da proteina em coluna de afinidade a
Ni**, e o clone 1 do pSMT3 scFv-intimina para ser purificado pelo método de Batch
pela presenca de proteinas na fracéo soluvel.

O aumento dos niveis de expressdo de proteinas recombinantes pode ser
influenciado pela temperatura de inducdo, concentracdo do agente indutor e até
mesmo pelo meio de cultura a ser utilizado (MAKINO; SKRETAS; GEORGIOU,
2011), sendo assim, ambos os clones foram induzidos em larga escala utilizando um
meio de cultura rico o 2YT, o qual pode aumentar em até quatro vezes a expressao
do scFv-intimina na forma solluvel, sendo por isso testado para a expressdo do
pSMT3 scFv-intimina (KIPRIYANOV, 2009).

Com o intuito de se obter o anticorpo recombinante na sua forma sollavel, o
pSMT3 scFv-intimina foi purificado pelo sistema batch. Este método de purificacdo é
rapido e simples, pois é utilizado um pequeno volume de amostra e consiste na
separacdao das fracbes de lavagem, em que o tampao ndo pode ser removido
totalmente, e eluicdo, através da decantacdo da resina com diferentes concentracfes
de imidazol para detectar a existéncia de uma fracdo soluvel protéica (PORTES
JUNIOR, 2010). Infelizmente, a fracdo eluida apresentou além da proteina de
interesse de massa molecular relativa de 40 kDa, proteinas contaminantes,
indicando que as concentra¢gfes de imidazol ndo foram suficientes para a retirada
das mesmas. Esta proteina recombinante ndo foi utilizada, pela presenca de
contaminantes na amostra eluida, e pelo baixo rendimento obtido para os testes de
imunofluorescéncia indireta a serem realizados. A presenca destas proteinas
contaminantes dificultaria a quantificacdo da proteina SUMO scFv-intimina,
necessaria para o calculo da concentracéo de protease SUMO a ser utilizada para a
clivagem da proteina de fusdo (BATCH AND SPIN CUP METHODS FOR AFFINITY
PURIFICATION OF PROTEINS, 2002).
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O pAE scFv-intimina foi expresso de forma insoluvel, sendo necessario realizar
o tratamento de solubilizacdo da proteina de interesse presente no corpusculo de
inclusdo. O precipitado do lisado foi desnaturado com ureia 8 M, e renaturado em
concentracbes decrescentes do mesmo agente desnaturante. Por SDS-PAGE,
observou-se um componente de massa molecular relativa de 30 kDa, o qual foi
quantificado e apresentou uma concentracao de 380 ug/mL, comprovando a eficicia
na obtengao do pAE scFv-intimina purificado.

A proteina expressa contém quatro residuos de cisteina, apresentando duas
pontes dissulfeto, que foram quebradas com o tratamento de solubilizacdo. Com o
intuito de reconstituir essas pontes, foi utilizado glutationa oxidada como agente
oxidante em uma das etapas da renaturacdo (UMETSU et al., 2003). Uma pequena
guantidade da proteina precipitou, no entanto, recuperou-se grande quantidade
(cerca de 0,5 mg/L) da fracdo solubilizada. Essa fracdo foi utilizada nos ensaios de
funcionalidade, possibilitando assim, o retorno a estrutura conformacional original.

Ao correlacionar-se a obtencdo do scFv-intimina apds o0s processos de
purificacbes anteriores, a metodologia de renaturacdo utilizada na constru¢cdo pAE
scFv-intimina mostrou-se eficiente na recuperacdo da conformacdo nativa do
fragmento scFv-intimina, comprovando que a adicdo de glutationa oxidada ao
tampao de renaturacdo, em determinadas fases do processo, parece garantir a
obtencéo da conformacé&o nativa dos fragmentos dos anticorpos, jA que promovem a
formacdo correta das pontes de dissulfeto, além de evitarem a agregacdo de
proteinas (UMETSU et al., 2003); em contraste com a metodologia de purificacdo da
fracdo solivel do pSMT3 scFv-intimina que ndo foi eficaz, sendo descartada dos
ensaios posteriores de funcionalidade. Apés a obtencédo do scFv-intimina purificado,
verificou-se a reatividade por imunofluorescéncia indireta.

Os primérdios da imunofluorescéncia datam de 1942, quando Albert Coons e
colaboradores, demosntraram a marcacdo de anticorpos antipneumococos com
fluorescéncia no tecido pulmonar.

As reacdes imunolégicas que envolvem a ligacdo antigeno-anticorpo podem ser
visualizadas ou quantificadas por meio de diferentes marcadores para o antigeno ou
para o anticorpo. Entre os marcadores mais comumente empregados podem-se citar

os fluorocromos, as enzimas e 0os compostos radioativos e eletro-opacos.
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Os fluorocromos sao corantes que absorvem radiacao (luz ultravioleta), sdo por
ela excitados e emitem luz visivel. Para que funcionem como marcadores,
necessitam possuir grupos quimicos capazes de formar ligacdes covalentes com
moléculas protéicas, emitindo alta fluorescéncia no espectro visivel com coloracao
distinta da emitida pelos tecidos. Devem ter uma conjugacéo relativamente simples,
retencdo da atividade do anticorpo na proteina marcada e estabilidade do conjugado
fluorescente obtido. Um dos fluorocromos mais utilizados é o isoticianato de
fluoresceina (FITC), de cor verde, que tem um pico de absorcdo de 4901 e de
emissdo de 5201. A rodamina (isoticianato de tetrametil — TRICT), outro agente
utilizado de cor vermelha, possui picos distintos (5201 e 6101). O microscépio
utilizado para a leitura de imunofluorescéncia direta ou indireta pode ser de
epiluminescéncia ou confocal (AOKI et al., 2010).

Atualmente, os estudos de imunofluorescéncia s&o determinantes no
diagndstico laboratorial de diversas infec¢des e doencgas autoimunes, como também
permite a avaliacdo de auto-anticorpos circulantes, sendo, muitas vezes, possivel a
correlacéo clinico-laboratorial dos doentes (AOKI et al., 2010).

Existem dois tipos de imunofluorescéncia: a imunofluorescéncia direta em que
o anticorpo especifico marcado com fluorocromo (conjugado) € adicionado e se fixa
ao antigeno, formando um imunocomplexo estavel, sendo que o anticorpo nao ligado
€ removido por lavagens e o preparado € observado em microscépio de
fluorescéncia; e a imunofluorescénia indireta que pode ser utilizada para a pesquisa
de anticorpos ou para a pesquisa de antigenos (DUARTE et al., 2003; SCHAER et
al., 2010).

Para a pesquisa de anticorpos, antigenos padronizados séo fixados a laminas
de vidro, o soro do paciente é diluido e colocado sobre o antigeno, sendo incubado
para permitir a formacdo do complexo antigeno-anticorpo. Realizam-se lavagens
para a retirada dos anticorpos nao ligados e a preparacdo € incubada com o
conjugado fluorescente, na presencga de anticorpo no soro, o conjugado reage com o
anticorpo especifico para o antigeno, sendo o preparado observado em microscopio
de fluorescéncia. Para a pesquisa de antigenos, que é a técnica usada no nosso
estudo, incuba-se a célula, molécula ou tecido que se quer pesquisar o antigeno com

0 anticorpo especifico, levando a formagdo de um imunocomplexo, realizam-se as
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lavagens para a retirada do anticorpo ndo ligante excedente e a preparacao é
incubada com um conjugado antiimunoglobulina, marcado com fluorocromo,
produzido em outra espécie animal, sendo o preparado observado em microscopio
de fluorescéncia (DUARTE et al., 2003; SCHAER et al, 2010).

As técnicas de imunofluorescénia ainda sdo empregadas na rotina laboratorial
no diagndéstico de varias doencgas infecciosas como a doenca de Chagas, Aids,
Hepatites e complexos em doencas auto-imunes, mas estdao sendo gradativamente
substituidas por testes imunoenzimaticos, principalmente devido a necessidade de
um microscépio de fluorescéncia, pela sua subjetividade na leitura e por ndo ser
automatizado (DUARTE et al., 2003; SCHAER et al., 2010).

No entanto, por se tratar de uma proteina de membrana externa ndo majoritaria,
a intimina é de dificil dissociacdo da bactéria, portanto dificil de ser utilizada nos
testes imunoenzimaticos. Varios protocolos foram testados na tentativa de remover
esta proteina da membrana: lise por ureia, polimixina, EDTA, aquecimento,
detergentes, porém nenhum processo foi eficiente o bastante para deteccdo da
intimina por ELISA ou immuno dot. A explicacdo para este fato seria a hipotese de
apos rompimento celular, por ser transmembranica, grande por¢cao de intimina ficaria
presa nas por¢cdes celulares lisadas e ndo é liberada para o sobrenadante; ou
quando liberada, aparece em quantidades insuficientes e somente detectadas na
sua forma desnaturada e linearizada por immunoblotting (MENEZES et al., 2010).

Neste sentido, foi utilizada a técnica de imunofluorescénia indireta para a
pesquisa de antigenos, a fim de testar a funcionalidade do scFv-intimina, ja que a
mesma utiliza etapas de permeabilizacdo e fixagdo para facilitar o acesso do scFv-
intimina ao antigeno alvo (intimina), além de possuir elevadas sensibilidade e
especificidade, boa reprodutibilidade, e ser uma técnica de facil execugdo e
padronizacdo, podendo-se utilizar o mesmo conjugado em diferentes sistemas de
deteccéao.

Alguns estudos descritos na literatura utilizam a técnica de imunofluorescéncia
indireta para determinar a viabilidade e rotulagem de anticorpos (MOYES, 2009);
avaliar a infeccdo de determinadas plantas hospedeiras como € o caso da Xilella
fastidiosa (CARBAJAL et al., 2004); para detectar anticorpos contra um determinado

virus murino em camundongos (KITAGAWA et al.,, 2010); ou até mesmo na
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avaliacdo de auto-anticorpos anti-nucleares em células HEp-2. No entanto, a maioria
desses ensaios sdo realizados em cultura celulares, para indentificar o processo
infeccioso, invasdo celular e atividade dos anticorpos frente ao antigeno utilizado.
Em contraste, no nosso trabalho utilizou-se um protocolo de imunofluorescéncia
indireta adaptado, ou seja, 0os ensaios foram realizados em suspensdes bacterianas
e ndo em culturas celulares, permitindo assim, o perfeito reconhecimento da intimina
em EPEC e EHEC pelo scFv-intimina.

Algumas tentativas de padronizacdo do ensaio de imunofluorescéncia indireta
foram realizadas, tendo apenas uma variavel a ser padronizada a cada ensaio.
Inicialmente, foram testados os solventes para as lavagens em solucdo de PBS
contendo leite desnatado (5%) e o BSA (Sigma - 1%). O BSA foi escolhido por
eliminar os nao ligantes em cada processo mantendo o fundo livre de artefatos para
uma boa visualizacdo da lamina. Em seguida, diferentes concentragdes do Triton-X-
100 (Sigma), 1%, 2% e 4% alternadas entre 10, 15 e 20 min de agitacdo foram
testadas. A concentracdo de 4% a 10 min foi a ideal para 0s nossos ensaios, pois a
permeabilizacao foi eficaz mantendo a integridade dos isolados bacterianos. Apos,
foram testados diferentes fixadores como o formaldeido (Sigma) a 1%, 2% e 4%; o
metanol (Sigma), a acetona (Sigma) e o etanol puro (Sigma) alternados entre 10 e 20
min. O formaldeido 1% a 20 min foi o fixador de escolha, pois manteve as amostras
permeabilizadas anteriormente. E por fim, a dltima variavel testada foi o FITC
(Sigma) nas diluicbes 1:50 e 1:100, em que a diluicdo 1:100 escolhida determinou
uma excelente identificacéo e visualizacao dos isolados bacterianos.

Dessa forma, padronizadas as etapas da imunofluorescéncia indireta com 0s
isolados controles positivo (E2349/69) e negativo (H10407), realizou-se a varredura
dos isolados propostos. Foram analisados 72 isolados de aEPEC, 37 isolados de
tEPEC, 23 isolados de EHEC, todos positivos comprovando a existéncia do gene
eae nestas amostras; e 10 isolados de ETEC, 10 isolados de EAEC, 10 isolados de
EIEC, 10 isolados de DAEC, 5 isolados de STEC, 10 isolados de E. coli sem fator de
viruléncia para DEC e 10 isolados de outras enterobactérias, todos negativos
comprovando a auséncia do gene eae, sendo totalizados 199 isolados computando

com os isolados controles. Os ensaios de imunofluorescéncia indireta resultaram na
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deteccédo de 132 isolados eae-positivos (100% de sensibilidade) e a ndo deteccéo de
67 isolados eae-negativos (100% especificidade).

Com base neste estudo, a indicacdo de aplicacdo do teste de
imunofluorescéncia indireta para a deteccdo de EPEC e EHEC seria realizada da
seguinte forma:

- a amostra de fezes seria semeada em meio de cultivo indicado (LB ou 2YT) e

cultivada por 16-18 h para o enriquecimento;

- posterioremente, 0,5 mL do cultivo seria permeabilizado com 4% de Triton-X-
100 por 10 min; fixado com 1% de formaldeido por 20 min e incubado com 1%
de glicina por 10 min;

- 0 preciptado seria ressuspendido com 30 yg/mL de scFv-intimina, seguido da
incubac&o com o anticorpo monoclonal IgG anti-histidina diluido 1:2000.

- apos, seria adicionado o soro de cabra anti-lgG de camundongo conjugado a
isotiocianato de fluoresceina (FITC) em uma diluicdo de 1:100.

- todas as etapas seriam realizadas por 1 h a temperatura ambiente, em um
volume final de 0,3 mL, lavagens subsequentes em solucdo PBS/BSA (1%)
por 5 min, sob agitacdo minima e constante;

- a leitura da suspensdo bacteriana seria realizada em microscopio de
fluorescéncia (aumento de 1000 X).

- desta forma, a partir da coleta da amostra, o resultado estaria pronto apds 20-
22 h, aproximadamente.

Assim, o ensaio de imunofluorescéncia indireta padronizado mostrou-se eficaz

e rapido, e o scFv-intimina é uma excelente ferramenta para o imunodiagnéstico de
EPEC e EHEC.
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8 CONCLUSAO

Neste trabalho a partir de um gene sintético otimizado da sequéncia de
fragmentos de anticorpos recombinantes anti-intimina, obteve-se um scFv-intimina,
uma ferramenta para o diagnostico rdpido de linhagens de Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC) e de Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) por

imunofluorescéncia indireta.
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ANEXO A —Isolados bacterianos

Quadro A.1l - Isolados bacterianos utilizados no presente estudo.

] (continua)
CATEGORIA ngllg(él\;) E SOROTIPO PREEEE%;DO

aEPEC BA 86 076:H19 +
aEPEC BA 92 02:H16

aEPEC BA 151 ONT:H9 +
aEPEC BA 179 023:H16 +
aEPEC BA 320 O55:H7 +
aEPEC BA 356 0O33:H7 +
aEPEC BA 365 ONT:H19 +
aEPEC BA 442 035:H19 +
aEPEC BA 462 051:H40 +
aEPEC BA 487 055:H7 +
aEPEC BA 558 0111:H40 +
aEPEC BA 580 0119:H2 +
aEPEC BA 585 0157:H16 +
aEPEC BA 589 O5:H2 +
aEPEC BA 655 088:H25 +
aEPEC BA 714 0111:H- +
aEPEC BA 852 088:H25 +
aEPEC BA 956 O111:H15 +
aEPEC BA 1244 055:H7 +
aEPEC BA 1250 ONT:H6 +
aEPEC BA 1324 034:H45 +
aEPEC BA 1444 0115:H8 +
aEPEC BA 1649 0111:H38 +
aEPEC BA 1652 0131:H4 +
aEPEC BA 1738 080:H26 +
aEPEC BA 1768 051:H40 +
aEPEC BA 1887 0111:H38 +
aEPEC BA 2034 ONT:H10 +
aEPEC BA 2062 0171:H48 +
aEPEC BA 2065 ONT:H5 +
aEPEC BA 2073 ONT:H5 +
aEPEC BA 2103 026:H11 +
aEPEC BA 2117 ONT:H5 +
aEPEC BA 2145 0105:H7 +
aEPEC BA 2294 09:H33 +
aEPEC BA 2297 0153:H11 +
aEPEC BA 2459 026:H11 +




(continua)
CATEGORIA ISOLADO SOROTIPO PRCEEEE%;DO

aEPEC BA 2468 ONT:H19 +
aEPEC BA 2482 0119:H11

aEPEC BA 2613 0101:H33 +
aEPEC BA 2775 0113:H19 +
aEPEC BA 2853 ONT:H10 +
aEPEC BA 2923 034:H6 +
aEPEC BA 2964 051:H40 +
aEPEC BA 2975 088:H25 +
aEPEC BA 2991 034:H- +
aEPEC BA 3148 035:H19 +
aEPEC BA 3157 0119:H2 +
aEPEC BA 3160 0110:H- +
aEPEC BA 3170 0145:H2 +
aEPEC BA 3378 0104:H2 +
aEPEC BA 3392 0124:H11 +
aEPEC BA 3443 088:H25 +
aEPEC BA 3574 ONT:H38 +
aEPEC BA 3690 0O111:H38 +
aEPEC BA 3733 0119:H19 +
aEPEC BA 3800 ONT:H19 +
aEPEC BA 3836 ONT:H19 +
aEPEC BA 3851 ONT:H38 +
aEPEC BA 3977 ONT:H45 +
aEPEC BA 4009 0114:H25 +
aEPEC BA 4013 088:H- +
aEPEC BA 4047 01:H16 +
aEPEC BA 4058 020:H- +
aEPEC BA 4077 064:H23 +
aEPEC BA 4095 04:H45 +
aEPEC BA 4132 051:H48 +
aEPEC BA 4135 0108:H25 +
aEPEC BA 4147 055:H7 +
aEPEC BA 4157 ONT:H25 +
aEPEC BA 4182 0125:H56 +
aEPEC BA 4192 O111:H25 +
tEPEC E2348/69 0127:H6 +
tEPEC C54-58 O55:H6 +
tEPEC F196-51 055:H6 +
tEPEC 9-83 O55:H6 +
tEPEC 18-83 055:H6 +
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(continua)
CATEGORIA ISOLADO SOROTIPO PREEEE%geDO

tEPEC 59-4HC 055:H6 +
tEPEC 160 086:H34

tEPEC 736 086:H34 +
tEPEC C787/90 086:H34 +
tEPEC C1197/85 086:H34 +
tEPEC C1207/86 086:H34 +
tEPEC EPM-3821-1 0111:H2 +
tEPEC C194-65 0111:H8 +
tEPEC CDC-2309 0111:H2 +
tEPEC 9557 0111:H2 +
tEPEC 142 0111:H2 +
tEPEC EC 16/97 0114:H2 +
tEPEC EC 17/97 0114:H2 +
tEPEC 38 0119:H6 +
tEPEC 58/82 0119:H6 +
tEPEC 5 0119:H6 +
tEPEC 37 0119:H6 +
tEPEC - 0119:H6 +
tEPEC 112 0127:H6 +
tEPEC 37 0127:H6 +
tEPEC 45 0127:H6 +
tEPEC 28 0129ab:H6 +
tEPEC 56 0142:H6 +
tEPEC 115 0142:H6 +
tEPEC 297 0142:H6 +
tEPEC 573 0142:H6 +
tEPEC 604 0142:H6 +
tEPEC 14 0142:H34 +
tEPEC 105 0142:H34 +
tEPEC 124 0142:H34 +
tEPEC 174 0127:H40 +
tEPEC 280 0127:H40 +
tEPEC 262 0127:H40 +
EHEC 82-LDC 0157:H7 +
EHEC 82-LCDC 0157:H7 +
EHEC C 1520-77 0103:H2 +
EHEC C 374-83 0118:H16 +
EHEC EPM 20 0111:H8 +
EHEC EPM 23 0111:H8 +
EHEC EPM 26 0111:NM +
EHEC EPM 27 O111:NM +
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(continua)
CATEGORIA ISOLADO ~ SOROTIPO ~ FRESENGA DO

EHEC BA 1(53) O157:H7 ¥
EHEC BA 57B 026:H11

EHEC BA 59 026:H11 +
EHEC BA 60 026:H11 +
EHEC BA 64 026:H11 +
EHEC BA 67 026:H11 +
EHEC 4(82) 0157:H7 +
EHEC EPM 94 0157:H7 +
EHEC EPM 11 0118:H6 +
EHEC 3299-85 0157:H7 +
EHEC 46240 0157:H7 +
EHEC 3104-88 0157:H7 +
EHEC 3077-88 0157:H7 +
EHEC C7-88 0157:H7 +
EHEC EPM 1 0157:H7 +
ETEC H10407 O78:H11 -
ETEC 4702-1 OR:HNT -
ETEC 40T OR:H- -
ETEC 2335 OR:H16 -
ETEC 4011-1 0153:H45 -
ETEC 3891-1 0153:H45 -
ETEC 75525-1 OR:H7 -
ETEC 4 OR:H16 -
ETEC 5 06:H16 -
ETEC 155A1 06:H16 -
ETEC 156A1 ONT:H34 -
STEC EDL933 0157:H7 -
STEC EPM 2 0157:H7 -
STEC EPM 9 0103:H2 -
STEC EPM 16 026:H11 -
STEC EPM 20 0111:H8 -
DAEC BA 5 NT )
DAEC BA 20 NT ]
DAEC BA 29 NT )
DAEC BA 32 NT ]
DAEC BA 45 NT )
DAEC BA 48 NT ]
DAEC BA 55 NT )
DAEC BA 66 NT ]
DAEC BA 74 NT )
DAEC BA 78 NT ]
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(concluséo)

PRESENCA DO

CATEGORIA ISOLADO SOROTIPO GENE eae

EIEC 38 0164:H- -
EIEC 25 0143:H- -
EIEC 45 0143:H- -
EIEC 24 0143:H- -
EIEC 14 0124:H30 -
EIEC 19 0136:H- -
EIEC 48 0167:H- -
EIEC 26 0144:H- -
EIEC 6 029:H- -
EIEC 7 029:H- -
EAEC BA 144 0175 -
EAEC BA 120 ONT -
EAEC BA 249 065 -
EAEC BA 328 065 -
EAEC BA 396 ONT -
EAEC BA 613 0154 -
EAEC BA 732 017 -
EAEC BA 810 o78 -
EAEC BA 1024 044 -
EAEC BA 1638 ONT -
E. coli S.F.V. BA 1 NT -
E. coli S.F.V. BA 3 NT -
E. coli S.F.V. BA 18 NT -
E. coli S.F.V. BA 24 NT -
E. coli S.F.V. BA 34 NT -
E. coli S.F.V. BA 48 NT -
E. coli S.F.V. BA 76 NT -
E. coli S.F.V. BA 81 NT -
E. coli S.F.V. BA 115 NT -
E. coli S.F.V. BA 121 NT -
Citrobacter freundii 21 - -
Morganella morganii 85 - -
Providencia spp. 91 - -

Shigella boydii 1 - -

Shigella flexneri
Proteus mirabilis
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter cloacae
Serratia marcescens
Salmonella flexneri

45
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Nota: aEPEC (Escherichia coli enteropatogénica atipica)
tEPEC (Escherichia coli enteropatogénica tipica)
EHEC (Escherichia coli enterohemorragica)
ETEC (Escherichia coli enterotoxigénica)
EAEC (Escherichia coli enteroagragativa)
EIEC (Escherichia coli enteroinvasora)
DAEC (Escherichia coli de adeséo difusa)
STEC (Escherichia coli produtora da toxina de shiga)
E. coli S.F.V. (Escherichia coli sem fator de viruléncia para DEC)
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