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RESUMO

SILVEIRA, C. R. F. Uma nova ferramenta para o diagndéstico de Escherichia coli
enterotoxigénica: obtencdo de anticorpos recombinantes contra a toxina
termoestével. 2013, 70f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Anticorpos recombinantes vém sendo utilizados como ferramenta diagndstica por
serem produzidos com baixo custo e em larga escala. Partiu-se de um gene sintético
que codifica um fragmento de anticorpo (scFv) especifico contra a toxina
termoestavel, com otimizacdo de cddons para expressdo em Escherichia coli. Esse
gene foi amplificado no vetor de clonagem e subclonado em vetor de expressao
pET28a. Células E. coli BL21(DE3) foram transformadas com o plasmideo
recombinante e induzidas em meio de expressao. O fragmento de anticorpo obtido
estava contido na fracdo insoluvel, portanto foi submetido a purificado por
cromatografia de afinidade ao niquel na presenca de ureia, seguido de renaturacao.
A molécula se apresentou funcional e sem reatividade com inespecifica por ensaios
de imunofluorescéncia e ELISA. Além disso, mostrou-se estavel quando
armazenada a 4°C, sendo assim uma ferramenta promissora para ser utilizada no
diagndstico de ETEC para deteccao da toxina ST.

Palavras-chave: ETEC. ST. scFv. Clonagem. Expresséo. Escherichia coli.



ABSTRACT

SILVEIRA, C. R. F. A new tool of enterotoxigenic Escherichia coli diagnosis:
recombinant antibodies against heat-stable toxin. 2013. 70f. Masters thesis
(Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sao
Paulo, 2013.

Recombinant antibodies have been used as diagnostic tools since they can be
produced at low cost and on a large scale. A synthetic gene encoding an antibody
fragment (scFv) specific for the heat-stable toxin (ST) with optimized codon for
Escherichia coli expression was employed. This gene was amplified in the cloning
vector and subcloned into pET28a expression vector. E. coli BL21(DES3) cells were
transformed with the recombinant plasmid and induced. Large amounts of antibody
fragment were found in the insoluble fraction. Thus it is submitted to nickel-affinity
chromatography in urea presence, followed by refolding step. By
immunofluorescence assay and ELISA, the obtained antibody showed to be
functional with no cross-reaction to the negative controls. Furthermore, it was stable
when stored at 4 °C, therefore a promising tool for ETEC diagnosis detecting the ST
toxin.

Keywords: ETEC. ST. scFv. Cloning. Expression. Escherichia coli.
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1 INTRODUCAO

1.1 Escherichia coli

Escherichia coli, como todo membro da familia Enterobacteriaceae, é um
bacilo gram-negativo, anaerobio facultativo, oxidase negativa, predominante na
microbiota intestinal humana e de inimeras espécies animais. Segundo Krieg e Holt
(1984), a E. coli fermenta glicose através de fermentacdo acido mista, produzindo

acido latico, acético e formico.

Capaz de desempenhar um papel importante na manutencdo da fisiologia
intestinal (EDWARDS, 1986), suprimindo o crescimento de bactérias nocivas e
sintetizando quantidades apreciaveis de vitaminas. E. coli geralmente permanece
‘sem causar danos” confinada a luz intestinal, entretanto, em hospedeiros
debilitados ou imunodeprimidos, ou quando barreiras intestinais sao violadas, cepas
nao patogénicas de E. coli podem causar infecgdo (NATARO; KAPER, 1998).

Devido a grande capacidade de adaptacao, determinadas linhagens de E. coli
adquiriram propriedades especificas de viruléncia, causando um amplo espectro de
doencas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Estes fatores de viruléncia podem
causar infeccdes intestinais, infec¢cdes urinarias, septicemias, meningites e outros
tipos de infeccdes.

As amostras de E. coli associadas a infec¢des extraintestinais sdo chamadas
de ExPEC. Outros patotipos relacionados a gastroenterite sdo conhecidos como E.
coli diarreiogénicas (DEC). Greig e Ravel (2009) analisaram 4.093 surtos de
infeccOes de origem alimentar entre os anos de 1995 e 2005 e encontraram E. coli
sendo incriminada em 9,5% dos casos, sendo a terceira maior causa de infeccao,

perdendo apenas para Salmonella spp e Norovirus.

1.2 E. coli diarreiogénicas (DEC)

As amostras de E. coli diarreiogénicas estdo classificadas em seis categorias
baseadas nos mecanismos de viruléncia especificos, as sindromes clinicas que
causam, os sorotipos O:H, os aspectos epidemiolégicos e os tipos de interacdo com
linhagens celulares in vitro (NATARO; KAPER, 1998).
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Existem mais de 170 diferentes sorogrupos identificados de E. coli, e ha uma
certa correlagdo entre sorogrupo e viruléncia. A classificacdo através do sistema de
viruléncia é baseada em caracteristicas como: forma de adesdo da bactéria as
células do hospedeiro, efeitos da adesédo as células do hospedeiro, producédo de
toxinas e grau de invasdo. Segundo Torres, Zhou e Kaper (2005), os fatores de
adesdo das cepas patogénicas de E. coli sdo estruturas proteicas associadas a
superficie da membrana bacteriana e podem ser divididos em adesinas fimbriais e

nao fimbrias.

Meng, Feng e Doyle (2001) alertam que a classificacdo dos grupos de E. coli
leva em consideracao os dois sistemas (sorogrupo e viruléncia), porém nem sempre
ha como classificar uma cepa apenas baseado nessas diferencas, pois a
capacidade patogénica da bactéria pode ser transmitida geneticamente entre as

cepas através de plasmideos, fagos e ilhas cromossdmicas de patogenicidade.

As seis categorias de E. coli diarreiogénicas descritas sdo: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora
(EIEC), E. coli produtora da toxina de Shiga (STEC) e seu subgrupo E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli que apresenta
padréo de adeséao difusa a células epiteliais (DAEC) (KAPER et al., 2004).

EPEC é a principal causadora de diarreia infanti em muitos paises em
desenvolvimento (TRABULSI; FERNANDES; ZULIANI, 1967). As estirpes de EPEC
nao produzem toxinas, entretanto aderem a mucosa do intestino delgado e causam
uma lesd@o histopatolégica caracterizada por um rearranjo de actina nas células do
hospedeiro bem como in vitro denominada de leséo attaching and effacing (A/E). As
EPEC podem ser divididas em dois subgrupos, o das EPEC tipicas e das atipicas.
As EPEC tipicas sdo caracterizadas pela presenca do plasmideo pEAF (E. coli
Adherence Factor) onde esta presente o operon bfp, que codifica uma fimbria do tipo
IV denominada BFP (bundle forming pilus). Nas EPEC atipicas este plasmideo
encontra-se ausente (HERNANDES et al., 2009).

As cepas de EIEC apresentam a capacidade de invadir e de multiplicar-se em
células epiteliais, causam diarreia aquosa e quando a infec¢ao € severa pode causar

colite inflamatdria. S&o bioquimica, genética e patogenicamente semelhantes a
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Shigella spp., entretanto ndo produzem a toxina de Shiga (LEVINE, 1987; NATARO;
KAPER,1998).

As estirpes de E. coli produtora da toxina de Shiga (STEC) apresentam seus
principais fatores de viruléncia codificados por genes localizados em elementos
genéticos moveis. Ela esta relacionada a um amplo espectro de doen¢as humanas,
que compreende desde diarreias leves a colite hemorragica (HC) e a Sindrome
Hemolitica Urémica (SHU, cuja possivel sequela mais grave €, possivelmente, a
faléncia renal) e a purpura trombocitopénica trombotica (TTP), em seres humanos
(GRIFFIN; TAUXE, 1991; NATARO; KAPER, 1998). EHEC constitui uma
subcategoria de STEC, que diferenciam entre si através da capacidade das cepas
de EHEC de produzirem a lesdo A/E, de forma semelhante a causada por EPEC
(NATARO; KAPER, 1998).

DAEC é a categoria de E. coli diarreiogénica que apresenta um padrdo de
adesdo difusa em células epiteliais em cultura (ELLIOTT; NATARO,1995). Além de
causar varias infeccbes entéricas, como diarreia em criancas, também estao
relacionadas com infec¢cdes no trato urinario (pielonefrite, cistite e bacteridria
assintomatica). Sua patogénese ainda é pouco conhecida, e ndo ha descricao de

surtos relacionados com alimentos até o0 momento.

EAEC é caracterizada por aderir a células epiteliais cultivadas no padréao
denominado de adesao agregativa (tijolos empilhados) (NATARO et al. 1987). Este
patdgeno estd normalmente associado a diarreia persistente em criancas,

principalmente em paises desenvolvidos (SEARS; KAPER, 1996).

ETEC é importante causadora de diarreia desidratante em criancas em paises
em desenvolvimento. Estes organismos produzem as enterotoxinas termo estavel
(ST) e termo labil (LT), que dentre as enterotoxinas sdo as melhores caracterizadas
(SEARS; KAPER,1996).

Os diferentes patotipos de E. coli diarreiogénicas estdo representados na

Figura 1 e seus respectivos fatores de viruléncia.
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Figura 1 — Esquemas representativos de DEC e seus principais fatores de viruléncia
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1.3 E. coli Enterotoxigénica (ETEC)

A Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) € a causa mais comum de diarreia
em paises em desenvolvimento, causando anualmente entre 280 e 400 milhdes de
episédios de diarreia em criancas menores de 5 anos, 100 milhées de episddios em
criangas com idade entre 5-14 anos e estima-se 400 milhdes de casos por ano em
pessoas com mais de 15 anos (WHO 2006). Apesar de impressionantes, estes
nameros podem estar subestimados, uma vez que diarreia causada por ETEC é
também associada com doenca cronica nutricional. Esta correlacdo é encontrada
principalmente em criangas nas localidades menos desenvolvidas da Asia, Africa,
Oriente Médio e América Latina (ABU-ELYAZEED et al., 1999). Estudos realizados

no Egito e em Bangladesh apontaram cepas de ETEC como principal causa da
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diarreia em criangas com menos de cinco anos de idade, acometendo 70% e 90%
dos casos estudados, respectivamente (revisto por QADRI et al., 2005).

No Brasil, um estudo realizado com 119 criancas que apresentavam diarreia
aguda endémica em Salvador, detectou ETEC como sendo o segundo patotipo de E.
coli diarreiogénica mais frequentemente isolado (7,5%) (FRANZOLIN et al., 2005).
Em outro estudo realizado na mesma cidade, com 1207 criangas que apresentavam
ou nao diarreia aguda endémica, cepas de ETEC foram detectadas em 3,7% dos
casos estudados (BUERIS et al., 2007). Em Jodo Pessoa, dados de um estudo
realizado por Moreno e colaboradores (2008) semelhante, demostram que a ETEC
foi encontrada nas fezes de 11% dos casos de diarreia aguda, ficando atras apenas
da EAEC.

Além de ser uma das principais causas de diarreia em criancas, ETEC também
€ o principal agente associado a chamada “diarreia dos viajantes”, que acomete
turistas em transito em regides onde esse patdégeno é endémico (WENNERAS et al.,
1999).

Cepas de ETEC patogénicas para o homem se restringem a um numero
limitado de sorotipos e podem produzir, isoladamente ou simultaneamente, dois
tipos de enterotoxinas: a toxina termolabil (LT) e a toxina termoestavel (ST), que
diferem entre si em estrutura e mecanismo de agdo (BEAUSOLEIL; LABRIE;
DUBREUIL, 2002; LEVINE et al., 1983).

A presenca de uma ou de ambas as toxinas definem as amostras como
ETEC. Sendo assim, a deteccdo dessas toxinas € o modo mais simples de
identifica-las. Diversos estudos epidemiol6gicos mostraram que 75% das cepas de
ETEC expressam ST e/ou LT, encontrando uma clara associacdo entre as cepas de
ETEC que expressam essas toxinas e a diarreia, considerando-as, portanto, um

importante fator de viruléncia (revisto por WOLF, 1997).
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1.4 Enterotoxina termolabil (LT)

Devido a similaridade com a toxina colérica (CT) de Vibrio cholerae, a
enterotoxina termolabil (LT) pode ser considerada o fator de viruléncia de ETEC
melhor caracterizado.

A LT é uma toxina com estrutura do tipo AB5, grande e oligomérica. Portanto
€ composta de uma subunidade A e outra B. O mecanismo de acdo da LT se d&
pela ligacdo da subunidade B ao receptor GM1 dos enterOcitos sendo assim
endocitada. Ocorre entdo uma dissociacao das duas subunidades, e a subunidade A
é transportada ao citosol, onde deve ativar as ARFs (ADP-ribosylation factors). Este
processo gera um aumento de AMP-ciclico intracelular causando um influxo de
eletrdlitos, levando assim a diarreia (FLECKESTEIN et al., 2010).

1.5 Enterotoxina termoestavel (ST)

A toxina termo estavel (ST) é pequena, monomérica, com cerca de 2 kDa. O
gene estA que a codifica esta associado a um transposon localizado em um
plasmideo (SO; MCCARTHY, 1980). Este gene codifica uma toxina rica em
cisteinas, variando entre 18 e 19 aminoacidos (THOMPSON; GIANNELLA, 1985),
sua regidao C-terminal € conservada, apresentando 13 aminodacidos, dos quais seis
residuos sdo cisteinas que formam trés pontes de dissulfeto. Essas pontes séo
responsaveis pela atividade enterotoxica e a natureza termoestavel da toxina
(RASHEED; GUZMAN-VERSEZCO; KUPERSZTOCH,1990) (Figura 2).
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Figura 2 — Estrutura do dominio téxico (residuos 6 a 18) da STp. N e C terminais

estdo marcados. As 3 pontes de dissulfeto estdo demonstradas por “sticks”.

FONTE: Taxt et. al., 2010

A ligacdo de ST ao seu receptor celular resulta na estimulacdo de guanilato
ciclase a qual leva a um aumento intracelular de GMP ciclico. Esse aumento de
GMP ciclico afeta o fluxo eletrolitico, com inibicdo da absorcdo de sddio e estimulo
na secrecao de cloretos, essas alteracdes resultam na diarreia caracteristica das
infecgdes por ETEC (GIANNELLA, 1995) (Figura 3).

A enterotoxina ST pode ser classificada em STa (STI), ST-la (ST-P) e ST-Ib
(ST-H), sendo estas relacionadas ao receptor GC-C e presentes em amostras que
acometem humanos. Existem ainda outro tipo, a STb (STII), tipicamente relacionada
a cepas porcinas. A STb tem a ligacao feita por diferentes receptores e a ndo é bem
esclarecida a sua relagdo no quadro de diarreia em humanos (FLECKESTEIN et al.,
2010).

ST-I é produzida por ETEC e por varias outras bactérias gram-negativas
incluindo Yersinia enterocolitica e Vibrio cholerae ndo O1. ST-I possui cerca de 50%
de identidade proteica com a toxina termoestavel EAEC EAST1. Inclusive, algumas
amostras de ETEC podem também expressar EAST-1 além de ST-I (NATARO;
KAPER,1998; SAVARINO et al,1996; YAMAMOTO; ECHEVERRIA, 1996).
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Figura 3 - Mecanismo de acado da toxina ST-1 de ETEC
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1.6 Diagnéstico de ETEC

Ensaios imunossorolégicos foram desenvolvidos para detec¢cdo de ST,
incluindo RIA (radioimmunoassay) (GIANNELLA et al.,, 1981) e ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) (CRYAN, 1990). Para LT, diferentes ensaios
imunolégicos foram descritos, dentre eles o teste Biken (HONDA et al., 1981), ELISA
(YOLKEN et al., 1977), ensaios de aglutinacao (ITO; KUWAHARA; YOKOTA, 1983),
ensaio de aglutinacdo de latex passiva reversa (SCOTLAND; RICHMOND; ROWE,
1983) e ensaio de coaglutinacdo estafilococcica (CHAPMAN; DALY, 1993). O
ELISA-GM1 (SACK et al, 1980; SVENNERHOLM; HOLMGREN, 1978;
SVENNERHOLM; WIKLUD, 1983) foi desenvolvido primeiramente para detectar LT,
sendo, subsequentemente, combinado para deteccdo de ST e LT. No entanto, ele
tem sido utilizado somente em estudos epidemiolégicos (QADRI et al., 2005). Como
alternativa ao ELISA GM-1, devido ao seu elevado custo, um ELISA de captura foi
desenvolvido utilizando a fragcédo enriquecida em IgG do anticorpo anti-LT-1 obtido em
coelho e um anticorpo monoclonal anti-LT-I, caracterizado como IgG2b. Este ELISA
apresentou 100% de sensibilidade e 99% de especificidade diante das cepas
testadas (MENEZES et al., 2006).
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Os ensaios imunossorologicos apresentam diversas vantagens quando
comparados a outros métodos de deteccdo. Dentre as inUmeras vantagens desses
métodos podemos citar: alta especificidade, sensibilidade, facil preparacdo da
amostra, facil execucdo, além da réapida obtencdo dos resultados. Os ensaios
citados acima necessitam de anticorpos anti-LT ou anti-ST para a sua execucao.
Esses anticorpos policlonais ou monoclonais sdo obtidos a partir de animais e
apresentam diferentes caracteristicas quando comparados. Anticorpos gerados a
partir da resposta imune natural ou através de imunizacao (policlonais) apresentam-
se como uma mistura de moléculas com diferentes afinidades e especificidades,
sendo produzidos em quantidades limitadas (MURPHY; TRAVERS; WALPORT,
2008).

1.7 Anticorpos monoclonais

Em contraste aos anticorpos policlonais, 0s 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)

Em 1974, Pontecorvo descreveu que protoplasmas de plantas quando
tratados com polietilenoglicol (PEG) poderiam ser rapidamente fundidos. Em 1975,
Kdhler e Milstein descobriram que era possivel obter a fusdo de linfécitos B de
camundongo com capacidade de produzir anticorpos com células de mieloma de
camundongo se utilizando do mesmo agente. As células hibridas cresceriam
ilimitadamente, produzindo grandes quantidades de anticorpos com alta
especificidade predeterminada para um epitopo e homogéneos (HARLOW E LANE,
1988). Estes anticorpos foram denominados anticorpos monoclonais e as células
hibridas que os produziam hibridomas. Os anticorpos monoclonais abriram novas
perspectivas de investigagdo no campo da biologia e da medicina (KOHLER E
MILSTEIN, 1975).

Ao contréario das células de mieloma, as células de bacgo ou de outros 6rgaos
linfoides de um animal imunizado com o antigeno de interesse, além de possuir
genes correspondentes a imunoglobulina, produzem a enzima hipoxantinaguanina-

fosforribosil-transferase (HGPRT) que atua na producdo dos acidos nucléicos.
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Existem duas vias para a sintese de acidos nucléicos em linfocitos B normais,

denominadas via 'de novo' e via de salvamento.

Algumas células mieldides sdo mutantes para a producao da enzima HGPRT.
Apenas a via 'de novo' encontra-se presente para a sintese dos acidos nucléicos
nestas células. No momento da fuséo a via 'de novo' pode ser bloqueada através de
drogas, tais como: azaserina, metrotrexato e aminopterina. A aminopterina € a
droga mais utilizada para selecionar as células de mieloma nédo fusionadas, sendo
assim, os hibridomas permanecem vivos devido a presenca da via de salvamento
encontrada nas células B e, consequentemente, possuem assim a enzima HGPRT.
Sendo assim as células de mieloma néo fusionadas acabam morrendo.

Anticorpos monoclonais contra a toxina termoestavel (ST) de ETEC foram
produzidos no Laboratorio de Bacteriologia do Instituto Butantan (MENEZES, 2002)

com o objetivo de serem utilizados como ferramenta para diagnastico.

1.8 Anticorpos recombinantes

Com o intuito de se manter a homogeneidade dos anticorpos monoclonais,
além da sua especificidade, aliados ainda a producdo em larga escala com baixo
custo, a engenharia genética tem sido utilizada para obtencdo de anticorpos

recombinantes.

A tecnologia do DNA recombinante permite o desenvolvimento de
construcbes que 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 expressao para obté-los
(HAGEMEYER et al., 2009). Dentre as diferentes constru¢des baseadas na estrutura
do anticorpo, podemos citar os fragmentos varidveis em cadeia Unica (single chain
Fragments variable ou scFv). Esses fragmentos sdo constituidos dos dominios
variaveis (V), mas ndo dos dominios constantes (C) da molécula de anticorpo
(GIVOL, 1991). Os genes que codificam para esses dominios podem ser
especificamente amplificados, clonados individualmente, e posteriormente
subclonados formando um segmento Unico de DNA, constituido de cerca de 740
pares de bases (HUSTON et al., 1988). Para formar o segmento unico de DNA, o
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dominio variavel da cadeia pesada (Vu) € ligado ao dominio variavel da cadeia leve
(VL), através de uma sequéncia que codifica para um polipeptideo de ligacéo flexivel
(linker). Esse polipeptideo pode apresentar tamanho e composicdo variavel,
prevenindo a dissociacdo entre os dominios, além de influenciar na estrutura e
valéncia do scFv. A insercdo do polipeptideo ligante permite o distanciamento entre
a porcao C-terminal de um dominio e a por¢do N-terminal do outro dominio. Dessa
forma, a flexibilidade da molécula expressa € preservada para melhor se ligar ao
antigeno. Geralmente, polipeptideos com 15 aminoacidos de comprimento
apresentando os aminoacidos (Gly,;Ser;); ha sua composi¢do sao os mais utilizados,
uma vez que linkers com comprimento superior a 12 residuos de aminoacidos
permitem interacdes entre V| e Vy semelhantes as nativas (HOLLIGER; HUDSON,
2005; JOOSTEN et al., 2003; KORTT et al., 1997; ZDANOV et al., 1994). Na Figura
4 podemos observar a ilustragdo de uma molécula de IgG e seu derivado, um

fragmento variavel em cadeia Unica (scFv).

Figura 4 — 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 producao de scFv,
podendo-se optar entre ceélulas procaridticas ou eucarioticas, desde que seja
mantida a funcionalidade dessa molécula. Verma e colaboradores (1998) analisaram

comparativamente os sistemas de expressdo em bactérias, leveduras, células de
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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
consideracao alguns fatores, como: a infraestrutura e experiéncia do laboratorio; a
variante do anticorpo a ser explorada e sua citotoxicidade; a necessidade de
modificacdes pos-traducionais, bem como seu grau de complexidade; o rendimento
e 0 grau de purezas desejadas; aspectos regulatérios e de segurancga; 0S custos
esperados e, por fim os resultados de ensaios preliminares. Além disso, diversos
fatores como solubilidade, estabilidade, tamanho e a sequéncia primaria dos
aminoécidos também podem influenciar diretamente no rendimento e na atividade

biologica da proteina.

Dentre as bactérias utilizadas como sistema de expressédo, a Escherichia coli
tem sido amplamente utilizada para expressao 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 modificacdes pds-traducionais. Duas
estratégias sao utilizadas para obtencédo de scFv em E. coli. A primeira € a producao
do fragmento no citoplasma bacteriano, na forma de corpusculos de incluséo,
seguida de renaturacdo para recuperacao de moléculas biologicamente ativas. Ja a
segunda estratégia consiste na expressao da proteina recombinante fusionada a um
peptideo sinal, que propiciaria a sua secre¢do para 0 espaco periplasmatico da
célula bacteriana, no qual seria processada na conformacdo correta e na forma
soltvel. Entretanto, a utilizacdo de peptideos sinais ndo garante a solubilidade da
proteina, ja que esta tende a se acumular no espaco periplasmatico na forma de
corpusculos de inclusdo, quando expressas em grandes quantidades. O sucesso
para o processamento correto do fragmento do anticorpo no espacgo periplasmatico
parece estar relacionado com a sequéncia primaria dos aminoacidos nos dominios
variaveis (KIPRIYANOV; LE GALL, 2004).

A afinidade destes anticorpos pode ser significativamente aumentada
aplicando técnicas dirigidas a evolucdo. Em geral, estas metodologias incluem varias
etapas de mutacdo, expressdo (display), selecdo e amplificacdo (WARK &
HUDSON, 2006).
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Levando-se em conta as vantagens dos anticorpos recombinantes (scFv), o
MRNA do hibridoma produtor de anticorpos contra a toxina ST foi isolado, foi
transcrito em cDNA por uma reacdo de transcriptase reversa, e este foi utilizado
como molde. As regifes do gene responsaveis pela traducdo das por¢cdes variaveis
das cadeias leves e pesadas da imunoglobulina foram amplificadas utilizando
iniciadores que compde o kit Mouse scFv Module/Recombinant Phage Antibody
System (GE Healthcare, EUA). Os produtos obtidos foram clonados no vetor pGEM-

T Easy (Promega, EUA) para subsequente sequenciamento.

Com as sequencias, foi montado um gene sintético otimizado para expressao
em bactérias. Este gene obtido em outro trabalho (dados nao publicados) foi entéo

utilizado como matéria prima para este trabalho (Figura 5).

Figura 5 — Mapa do vetor pMA contendo o fragmento do gene correspondente ao
ScFv-ST (GeneArt)
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Quadro 1 — Sequéncia de nucleotideos do gene sintético scFvST inserido no

plasmideo pMA

Sequéncia de
nucleotideos do
gene sintético

scFvST

GAGCGGAAGGCCCATGAGGCCAGTTAATTAAGAGGTACCGGC
CCAGCCGGCCGTGAAACTGCAGCAGAGCGGTGCGGAACTGGC
CAATCCGGGTGCGAGCGTGAAACTGAGCTGCAAAGCGAGCGG
CTATACCTTTAGCAACTATTGGATGCATTGGGTGAAACAGCGT
CCGGGTCAAGGCCTGGAATGGATTGGCTTTATTAATCCGCGCA
ACGGCTATATTAAATACAACCAGAAATTCAAAGATAAAGCGAC
CCTGACCGCGGATAAAAGCAGCAGCACCGCGTATATGCAGCTG
ACCAGCCTGCCGTATGAAGATAGCGCGGTGTATTATTGCGCGC
GTGATGATAACGGCGGCTTTGATTATTGGGGCCAGGGCACCAC
GGTTACCGTGAGCAGCGGCGGTGGTGGTAGCGGTGGCGGCGG
TAGCGGTGGTGGTGGCAGCGATATTCAGATGACCCAGAGCCCG
AGCAGCCTGGCCGTTAGCGCGGGTGAAAAAGTGACCATGAGCT
GCAAAAGCAGCCAGAGCCTGCTGAACAGCCGTACCCGTAAAAA
CTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAACCGGGTCAGAGCCCGAAA
CTGCTGATTTATTGGGCGAGCACCCGTGAAAGCGGCGTGCCGG
ATCGTTTTACCGGCAGCGGCAGCGGCACCGATTTTACCCTGAC
CATTAGCAGCGTGCAGGCGGAAGATCTGGCCGTGTATTATTGT
AAACAGAGCTACAACCTGCTGACCTTTGGTGCGGGCACCAAAC
TGGAAATTAAAGCGGCCGCGAGCTCATGGCGCGCCTAGGCCTT

GACGGCCTTCCGCCA

33
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho consistiu na obtencdo de fragmentos de anticorpos
recombinantes (scFv) contra a toxina termoestavel (ST) de Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC), purificacdo e caracterizacdo dos anticorpos recombinantes

guanto sua atividade funcional.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéo datoxina ST

Para obtencdo de ST, o isolado 3321-4 (O153:H43 - prototipo) gentilmente
cedido pela Profa. Beatriz Guth da disciplina de Microbiologia do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade Federal de Sao Paulo, foi
cultivado a 37 °C por 16-18 horas a 250 rpm em 3 mL de meio Luria Bertani (LB)
(Triptona 10 g/L, Extrato de Levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L, pH 7.0). Esta cultura foi
espalhada uniformemente em placas de CFA (1% de acido casaminico, 0,15% de
extrato de levedura e 2% de &gar) e incubada a 37 °C por 18 horas. O contetdo
bacteriano foi retirado e ressuspendido em Tampéao Salina Fosfato (PBS) 0,01 M, pH
7,4 e este submetido alise bacteriana. O material foi centrifugado, e 0o sobrenadante
coletado foi submetido a um filtro de exclusdo molecular de 30 kDa. Este foi
analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-
PAGE, como descrito por SCHAGGER; VON JAGOW, 1987) e utilizado como

antl’geno controle nos testes.

3.2 Clonagem do gene correspondente ao fragmento variavel do anticorpo
(scFv) anti-ST

3.2.1 Amplificacdo do gene sintético scFvST

Utilizando iniciadores (primers) obtidos em outro trabalho em nosso
laboratorio, foi possivel a amplificacdo do fragmento variavel de cadeia Unica do
anticorpo scFv-ST e insercao dos sitios de restricdo para BamHI e Xhol, as
sequéncias destes iniciadores estdo demonstradas no quadro 2.
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Quadro 2 — Sequéncia de nucleotideos dos iniciadores utilizados para amplificacéo

do gene correspondente ao scFvST.

ScFvST Foward: 5 GGATCCGTGAAACTGCAGCAGAGCG 3’

BamHlI

scFvST Reverse: 5 CTCGAGTCATTTAATTTCCAGTTTGGTGCC 3’

Xhol

Para isto foram utilizados 0,2 mM de uma mistura de dNTPs, 1,5 mM de
MgCl,, 0,2 mM de cada um dos iniciadores (foward e reverse), tampdo de PCR
(Polymerase Chain Reaction), 2,5 U de Pfx DNA Polymerase, 50 ng de DNA
Plasmidial contendo o gene sintético. A agua foi utilizada como controle negativo. A
reacdo foi realizada em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, EUA), sob as seguintes condicdes: 94 °C por 50 segundos, 58 °C por
50 segundos, 72 °C por 1 minuto, totalizando 35 ciclos. Entdo o produto de PCR foi
analisado em gel de agarose 0,8% e purificado utilizando o kit de extracdo de gel
PureLink Quick Gel Extration (Invitrogen, EUA), segundo recomendacdes do

fabricante.
3.2.2 Eletroforese em gel de agarose
Os produtos de PCR, extracbes plasmideais e analises de restricdo foram

analisados em géis de agarose, preparados em diferentes concentra¢cdes, conforme

indicado. A agarose (GE Healthcare, EUA) foi dissolvida por aquecimento em
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tampao TAE (Tampéao Tris-Acetate - Tris 40 mM, Ac. Acetico 20 mM, EDTA 1 mM) e
acrescentando-se 1 pL de GelRed (Biotium, EUA) para a visualizagdo. Uma aliquota
de 5 pL das amostras foi homogeneizada com 1 pL de tampao de amostra (0,25%
de azul bromofenol; 0,25% de xileno cianol; 30% de glicerol), e como padréao
molecular foi utilizado 1 kb DNA Ladder ou 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, EUA).
Estas foram submetidas & migracéo sob corrente constante de 90 V. Para fotografia
do gel foi utilizado o sistema de captacdo de imagem Alphalmager 2200 (Alpha
Innotech, EUA).

3.2.3 Adicao de adenina terminal ao gene scFvST

Para a clonagem do gene scFvST no vetor pGEM-T foi necessario a adicao
da adenina terminal. Para isto, foram utilizados neste procedimento: 750 ng do
fragmento scFvST, 0,2 mM de dATP, 1,5 mM de MgCl,, 5 U de Taq DNA
Polimerase, tampédo de PCR e agua ultrapura para um volume final de 10 pL. A
reagao foi incubada a 72°C por 30 minutos em termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems, EUA) sendo purificado com o kit GFX PCR DNA and Gel
Band Purification kit (GE Healthcare, Reino Unido), seguindo as recomendacfes do

fabricante.

3.2.4 Clonagem do gene scFvST no vetor pGEM-T

Uma vez purificado, para aumentar a massa de coOpias do gene scFvST,
seguido de sequenciamento e aumentar a eficiéncia da digestdo para insercdo nos
vetores de expressao, o produto de PCR foi recombinado com o vetor pGEM-T Easy
(Promega, EUA) utilizando a razdo molar inserto:vetor de 3:1. Para cada 50 ng de
vetor foram utilizados 40 ng de fragmento, 3 U de T4 DNA Ligase (Promega, EUA),
tampdao de ligacao fornecido pelo fabricante e agua ultrapura estéril para um volume

final de 10 pL. A reacao foi incubada a 4 °C por 18 horas.

3.2.5 Transformacéo bacteriana por choque térmico

Células da cepa DH5a competentes por tratamento com cloreto de calcio,
foram transformadas por choque térmico o produto da reacdo de ligacdo. Foi
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adicionado 1 pL do produto da reacdo de ligacdo em aliquotas de 50 pL de células
competentes, sendo incubado por 30 minutos em gelo. As células foram submetidas
a choque térmico a 42 °C por 45 segundos e mantidas novamente por 2 minutos em
gelo. As células transformadas foram recuperadas com o acréscimo de 950 uL de
meio Luria-Bertani (LB) (Triptona 10 g/L, Extrato de Levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L, pH
7.0), sendo mantidas a 37 °C sob agitacdo a 150 rpm. Um volume de 100 pL da
cultura foi plaqueado, em duplicata, em placas LB agar (Triptona 10 g/L, Extrato de
Levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L, Agar 15 g/L, pH 7.0) contendo 100 pg/mL de
ampicilina, 40 pg/mL de 5-bromo-4-chloro-indolyl-B-D-galactopyranoside (X-Gal)
(Invitrogen, EUA) e 1 mM de Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (Sigma
Aldrich, EUA). As placas foram incubadas a 37 °C, por 18 horas e as colbnias

resultantes do crescimento bacteriano foram selecionadas.

3.2.6 Extracéo plasmidial

O protocolo empregado para a extracdo plasmideal foi baseado no descrito
por Birnboim e Doly (1979) com ligeiras modificagdes. Apenas as coldnias brancas
provenientes do crescimento da transformacgao das células DH5a com o produto da
ligagdo foram utilizadas, enquanto as azuis foram descartadas. As colOnias
selecionadas foram inoculadas em 5 mL de meio LB (Triptona 10 g/L, Extrato de
Levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L, pH 7.0) com 100 pug/mL de ampicilina e mantidas sob
agitacao (180 rpm), a 37 °C por 18 horas. Um volume de 4,5 mL do crescimento
bacteriano, foi centrifugado a 16000 x g, por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspenso em 300 puL de um solucédo de EDTA 0,5 M,
Tris 1 M pH 8,0, glicose 20%, agua ultrapura g.s.p. e incubando por 5 minutos em
gelo. Em seguida 600 pL de uma solucdo de hidroxido de sédio 10 N, dodecil sulfato
de sddio 20%, agua ultrapura g.s.p.foram adicionados, homogeneizados lentamente
por inversdo e incubado em gelo por 5 minutos. Uma solucédo de acetato de sédio 3
M, pH 4,8 foi adicionada ap0s a incubagcdo em um volume de 450 L,
homogeneizada lentamente por inversao e incubada 30 minutos no gelo. O lisado
celular foi centrifugado a 16000 x g por 15 minutos a 4 °C.

Apbs a centrifugacdo, ao volume de 1,2 mL do sobrenadante coletado foram
adicionados 2,5 volumes de etanol 100%, previamente resfriado e homogeneizados

lentamente por inversdo e centrifugados a 16000 x g por 10 minutos a 4 °C. O
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sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1 mL de etanol 70%
resfriado, centrifugados a 16000 x g por 5 minutos a 4 °C. Apds o descarte do
sobrenadante, o precipitado foi seco em temperatura ambiente até a completa

evaporacao do etanol e ressuspenso em 50 yL de agua ultrapura estéril.

3.2.7 Digestéo do vetor de expresséo pET28a e dos clones de pGEM-scFvST

O vetor de expressédo pET28a e os clones de pGEM-scFvST foram digeridos
com as enzimas de restricdo BamHI e Xhol. Os clones de pGEM-scFvST foram
digeridos para obtencédo do fragmento scFvST, enquanto o pET28a, foi digerido para
a linearizacao e posterior ligacdo do fragmento scFvST. Nessas reacdes de digestédo
foram utilizadas as mesmas concentracfes de DNA e volumes de reagentes, como
também as mesmas condi¢des de incubacao.

Para cada uma das reagOes foram utilizados 750 ng de DNA plasmidial,
tampéo React 2, 10 U de enzima Xhol (Invitrogen, EUA) e agua ultrapura estéril para
volume final de 15 pL, sendo incubadas a 37 °C por 2 horas. Ao produto dessa
primeira digestdo foram adicionados tampdo React 3, 10 U de enzima BamHI
(Invitrogen, EUA) e &agua ultrapura estéril, totalizando 25 pL, sendo também
incubadas a 37 °C por 2 horas. As digestdes foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose 0,9% em 50 mL de TAE (Tris-acetate-EDTA pH 8) com 1 pyL de GelRed
(Biotium, EUA), os fragmentos liberados e os vetores de expressao digeridos foram
purificados do gel de agarose com o kit PureLink Quick Gel Extration (Invitrogen,

EUA), segundo recomendacdes do fabricante.

3.2.8 Clonagem do fragmento de scFvST no vetor de expresséo pET28a

Para a reacdo de ligagdo com o vetor pET28a, empregando a razdo molar
inserto:vetor de 3:1, foram utilizados 3,75 yL da amostra a 2,5 ng/mL de fragmento
ScFvST, 10 pL da amostra a 20 ng/uL de vetor pET28a, tampéo de ligacao
fornecido com a enzima e 40 U de T4 DNA Ligase (New England Biolabs, EUA) e
agua ultrapura para completar um volume de 20 pL. Apds incubacao da reacéo de 1
hora a temperatura ambiente seguida de 18 horas em termociclador a 16 °C. A
reacao de ligacao foi utilizada para transformar E. coli DH5q, por choque térmico. As

bactérias foram cultivadas a 37 °C e entdo foi realizada a extragéo plasmidial.
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3.2.9 Analise de restricao dos clones de pET-scFvST

Os seis clones de pET-scFvST foram submetidos a analise de restricdo com
as enzimas BamHI e Xhol. As reacdes de digestao foram realizadas com 250 ng de
DNA plasmidial, tampéao React 2, 10 U de Xhol (Invitrogen, EUA) e agua ultrapura
estéril para um volume final de 10 pL. Estas reac¢des foram incubadas a 37 °C por 2
horas. ApoOs a digestdo com a enzima Xhol, realizou-se a digestdo com a enzima
BamHI, sendo acrescentadas a reacao de digestdo tampao React 3, 10 U de BamHI
(Invitrogen, EUA) e agua ultrapura estéril totalizando um volume final de 15 pL.
Estas reacgfes foram incubadas a 37 °C, por 2 horas e a andlise de restricao foi feita

apos a migracdo dos produtos da digestdo em gel de agarose 0,8%.

3.2.10 Sequenciamento e andalise de DNA

Com a confirmacdo da presenca do inserto de interesse, os clones foram
submetidos a sequenciamento para verificacdo da fase de leitura e presenca de
mutacdes. As reacgdes de sequenciamento foram realizadas no Centro de Estudos
do Genoma Humano, do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo, com
a utilizacdo dos iniciadores T7 foward 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 sofwares BioEdit, e em seguida alinhadas com auxilio do programa
Clustal W2 (disponivel em: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?). A traducdo da

sequéncia de DNA em proteina foi realizada com auxilio do programa Generunner,
enquanto os célculos do ponto isoelétrico e de massa molecular foram calculados
por meio da ferramenta ProtParam, presente no servidor ExPasy (disponivel em:

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

3.2.11 Modelagem molecular do scFvST

As sequéncias dos frameworks e dos CDRs foram utilizadas,
independentemente da investigacéo de similaridade usando um banco de dados de
uma sequéncia com estrutura resolvida (blastp contra as sequéncias de proteina

banco de dados). Uma vez que os modelos adequados para cada cadeia foram


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2
http://expasy.org/tools/protparam.html
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selecionados, estas foram modeladas usando o programa Modeller 9v9. (SALI &

BLUNDELL, 1993). Para gerar as imagens, o programa "Noc 3.0" foi utilizado.

3.3 Expresséao do scFvST

3.3.1 Padronizac&o do meio de cultivo para expresséo do fragmento scFvST

Células BL21(DE3) foram transformadas com o plasmideo pET-scFvST e
desta cultura transformada foi preparado um pré-inéculo de 3 mL em meio LB com
50 pg/mL de canamicina, cultivado a 37 °C, por 18 horas a 200 rpm. Este pré-indculo
foi utilizado para preparar o indculo de expressao utilizando-se de uma diluicdo
1:100 em 500 mL de meio LB ou 500 mL de meio 2YT (SAMBROOK & RUSSELL
2001), ambos com 50 pg/mL de canamicina (Invitrogen, EUA) a 37 °C, 200 rpm até
atingir um Aggo de 0,6 a 0,8. Uma aliquota de 1 mL de cultura (controle ndo-induzido)
foi retirada. Ao frasco de cultura foi acrescentado IPTG em uma concentracéo final
de 1 mM. A cultura foi mantida sob agitacdo por mais 4 horas, sendo coletado 1 mL
da cultura (controle induzido) ao final dessa incubacdo. Os volumes restantes das
culturas foram centrifugados e os precipitados ressuspendidos em 1 mL de Tris/HCI
20 mM pH 7,6 para lise celular por rompimento. Apés a lise, a suspensao foi

centrifugada e as fracdes sollveis e insollveis do extrato celular foram separadas.

3.3.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Os ensaios de inducdo foram analisados por SDS-PAGE em condicbes
redutoras e desnaturantes, segundo protocolo descrito por Laemmli (1970).
Aliquotas de 80 uL das etapas de lavagem e eluicdo, como também os precipitados
dos controles ndo-induzidos e induzidos ressuspensos em 80 pL de agua ultrapura,
foram homogeneizados com tampdo de amostra (tris (hidroximetil) aminometano
hidrocloreto 60 mM, pH 6,8; dodecil sulfato de so6dio 2%; glicerol 10%; azul de
bromofenol 0,001%; B-mercaptoetanol 5%). Em seguida foram aquecidas a 100 °C
por 5 minutos e submetidas a eletroforese em gel de SDS-PAGE na concentracao
de 12%. A eletroforese foi efetuada a 15 mA, por cerca de 2 horas em tamp&o Tris-
Glicina (tris aminometano hidrocloreto 0,025 M, dodecil sulfato de sédio 0,1%, glicina

0,192 M), juntamente com o padrdo de massa molecular Full-Range Rainbow
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Markers RPN 800E (GE Healthcare, Reino Unido). Apdés eletroforese, os géis foram
corados por Coomassie Bleu R-250 (BioRad, EUA), sob agitacdo, a temperatura
ambiente por 1 hora e descorados com tampao descorante (metanol 30%, acido

acético 7% e agua ultrapura g.s.p.) por 18 horas.

3.3.3 Western-blot

As proteinas separadas por SDS-PAGE foram transferidas para membranas
de nitrocelulose Hybond-C Extra (GE Healthcare, EUA), utilizando o aparato em
sistema Umido (BioRad Laboratories, EUA), sob corrente elétrica constante de 150,
a 4 °C, por 18 horas em tampao de transferéncia (tris 250 mM, pH 8,3; glicina 192
mM; metanol 20% v/v), segundo Towbin, Staehelin e Gordon (1979). Uma vez feita a
transferéncia, as membranas foram coradas com Ponceau S (Sigma-Aldrich, EUA)
para coloracdo do padrdo molecular, sendo bloqueadas com solucdo de 10% de
leite desnatado (Nestlé, Brasil) em PBS 10 mM, por 1 hora, a temperatura ambiente,

sob agitacao.

3.3.4 Immunoblotting

Apoés o bloqueio, a membrana foi submetida a imunodeteccdo empregando o
anticorpo monoclonal 1gG2a anti-His (GE Healthcare, EUA) diluido 1:3.000 em
solucdo de leite desnatado 10%. Apds a incubacdo por 1 hora, a temperatura
ambiente, sob agitacdo, a membrana foi lavada, por 3 vezes de 5 minutos cada, com
PBS-Tween 20 a 0,05% (Synth, Brasil). Uma vez lavada, a membrana foi incubada
com IgG de cabra anti camundongo conjugado a peroxidase (Sigma Aldrich, EUA)
diluido 1:1.000 em solucdo de leite desnatado 10% por 1 hora, a temperatura
ambiente, sob agitagdo. Antes da revelagdo com uma solug¢do contendo 3,3’-
diaminobenzidina (DAB) (5 mg de DAB, 30 mL de PBS, 150 pL de peréxido de
hidrogénio), o ciclo de lavagem das membranas foi repetido. A revelacdo foi

interrompida com a adi¢cao de agua destilada.
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3.4 Purificagdo do scFvST

3.4.1 Purificacdo do scFvST por cromatografia de afinidade a Niquel em FPLC

Como previamente descrito, ceélulas de E. coli BL21 (DE3) foram
transformadas com pET-scFvST e submetidas a expressdo protéica. A fracdo
insoltvel, obtida através da lise bacteriana, foi solubilizada em tamp&o 1 contendo
Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), NaCl 200 mM, imidazol 5 mM e ureia 8 M, e incubada a 4
°C sob agitacao por 18 horas. A solucao foi centrifugada a 12000 x g por 30 min e o
sobrenadante apds ser filtrado foi submetido a coluna de Niquel-Sepharose (GE
Healthcare, Reino Unido) previamente equilibrada em AKTAprime plus (GE
Healthcare, Reino Unido). Apés a lavagem com tampao 1, amostra foi eluida com
tampao 2 contendo Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), NaCl 200 mM, imidazol 500 mM e
ureia 8 M. A proteina purificada foi submetida a analise por eletroforese em gel SDS-
PAGE.

3.4.2 Renaturagéo do anticorpo recombinante scFvST

O processo de renaturacdo foi realizado pelo método de didlise com
concentracfes decrescentes de ureia. A proteina em solucdo de ureia a 8 M foi
depositada em uma membrana de diadlise de 8000 Da em tampao de solubilizacéo
descrito previamente, contendo ureia 5 M. Ap6s 12 horas a 4 °C, o tampéo foi
trocado por outro contendo ureia 3 M e a didlise efetuada da mesma forma. O
processo foi repetido para as concentragdes a 2 M, 1 M, 0,5 M de ureia, sendo a
tltima dialise realizada apenas com o tampéao de solubilizacdo. Ao tampéao de 0,5 M
de ureia, foi acrescentado glutationa oxidada (GSSG) 375 pM para o auxilio da
reestruturacdo das pontes dissulfeto. A proteina foi concentrada por PEG 6000,
submetida a SDS-PAGE e quantificada pelo kit Micro BCA Protein Assay (Thermo
Scientific — EUA).
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3.5 Ensaios Funcionais do scFv

3.5.1 Imunofluorescéncia

Os isolados 3321-4 de ETEC (cepa prototipo produtora de ST) e E2348/69
(cepa protétipo de EPEC tipica utilizada como controle negativo) foram cultivados
em caldo LB a 37 °C por 18 horas, a 250 rpm. Um mililitro e meio foi centrifugado a
12000 x g por 10 minutos e lavado 3 vezes com PBS. O sedimento foi submetido a
permeabilizacdo utilizando triton X-100 a 2% sob agitacdo por 10 minutos e lavado 3
vezes com PBS, seguido de incubacdo com paraformaldeido a 1% por 20 minutos e
3 lavagens subsequentes com PBS. A suspenséo bacteriana foi tratada com glicina
1%. O bloqueio foi realizado utilizando-se BSA 1%. A reacdo de imunofluorescéncia
foi realizada utilizando-se o scFvST diluido 1:10 obtido neste trabalho, seguido de
uma incubacdo com anticorpo anti-histidina, diluido 1:2000. Em seguida foi
adicionado o anticorpo de cabra anti-lgG de camundongo conjugado a isotiocianato
de fluoresceina (FITC) (Sigma Aldrich, EUA) em uma diluicdo de 1:100 em azul de
Evans. Todas as incubacdes foram realizadas por 1 hora a temperatura ambiente.
Uma gota da suspensédo bacteriana foi colocada em uma lamina de vidro e
observada em microscopio de fluorescéncia (Axioskop — Zeiss, Alemanha) em

aumento de 1000 x.

3.5.2 Padronizacdo do teste ELISA utilizando os fragmentos de anticorpos
scFvST

Uma placa de poliestireno MaxiSorp (Nunc, Dinamarca) foi sensibilizada com
diluicbes seriadas do sobrenadante do lisado de 3321-4, com o objetivo de se obter
um limite de deteccdo, em tampédo carbonato/bicarbonato 0,05 M pH 9,6 por 18
horas a 4 °C. A placa foi blogueada com 1% de BSA em PBS e incubada com
SCFVST em uma diluicdo seriada partindo de 20 pg/mL, ou com anticorpo
monoclonal anti-ST (como controle positivo), ou com anticorpo monoclonal anti-Stx1
(como controle negativo). Em seguida, foi adicionado o anticorpo anti-histidina,
diluido 1:2000, seguido pelo o anticorpo de cabra anti-lgG de camundongo
conjugado a peroxidase (Invitrogen, EUA) diluido 1:10000. Todas as etapas foram

incubadas a 37 °C por 1 hora e lavadas 3 vezes com PBS Tween 0,05%. A reagao
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foi revelada com substrato cromdgeno contendo O-fenilenodiamina (OPD) 5 mg em
10 mL de Tampdo citrato e 5 pL de peroxido de hidrogénio. A absorbancia foi

medida no comprimento de 492 nm no leitor Multiskan EX (Labsystems).

3.5.3 ELISA dos isolados de ETEC produtores de ST

O teste foi realizado conforme descrito no item anterior, sendo que a placa foi
sensibilizada com 200 pL dos sobrenadantes dos isolados produtores de ST da
colecéo do Laboratorio de Bacteriologia do Instituto Butantan, cultivados a 37 °C por
18 horas a 250 rpm em caldo E. coli (Merck — Alemanha) com lincomicina 100 pg/mL
e ciprofloxacino 5 ng/mL. O scFvST foi utilizado em duas concentracfes, 5 pug/mL e
2,5 ug/mL. Como controle positivo, o scFvST foi substituido pelo monoclonal anti-ST
a 20 pg/mL. Para o controle negativo, o scFv foi substituido por PBS, para verificar
se existe algum ligacéo inespecifica do anticorpo anti-histidina com a toxina ST.

3.5.4 Western-blot e Immunoblotting

Este teste foi realizado como o descrito nos itens 3.3.3 e 3.3.4, sendo o
preparado de ST submetido & SDS-PAGE de baixo peso molecular e transferido a
uma membrana de PVDF. O scFvST foi utilizado nas concentragdes de 15 pg/mL e
30 pg/mL e o monoclonal anti-ST em 30 pg/mL. O anticorpo anti-histidina foi usado
diluido 1:5000 e seguido de uma incubag¢do com anticorpo de cabra anti IgG de
camundongo conjugado com peroxidase diluido 1:5000. A revelacdo foi realizada
com uma solucao contendo 3,3’-diaminobenzidina (DAB) (DAB 5 mg, 30 mL de PBS,

150 pL de peroéxido de hidrogénio) e interrompida com a adicdo de agua destilada.
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4 RESULTADOS
4.1 Obtencao datoxina ST

A toxina ST foi obtida por lise celular e apresentou-se na forma de pré-pro-
peptideo. A toxina apresentou uma massa molecular relativa, entre 8,5 kDa e 12

kDa, como observado na Figura 6.

Figura 6 — Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida-SDS de tris-tricina corado

com Coomasie Blue R-250.
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PM: Padrdo de peso molecular de baixo peso; 1: ST na forma de pré-pro-

peptideo.

4.2 Clonagem do fragmento variavel do anticorpo (scFv) anti-ST

Para a clonagem em pET28a foi necessario sua amplificacéo, utilizando-se
iniciadores com sitios de restricAo compativeis com 0s sitios multiplos de clonagem,

neste casos para as enzimas BamHI e Xhol. A amplificacéo foi realizada atravées de
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uma reacdo de PCR utilizando o gene sintético como molde. O fragmento scFv-ST
aparece como um produto da reacao de PCR com 725 pb (Figura 7).

Figura 7 — Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8 do produto de PCR
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. L) Ladder 1 kb Plus (invitrogen, EUA); P) Fragmento scFv-ST com a

insercao dos sitios para BamHI e Xhol

Para se obter maiores concentracdes do fragmento de gene correspondente
ao anticorpo, este foi ligado ao vetor de clonagem pGEM-T, e esta construcao foi

utilizada para transformar células DH5a da qual foram recuperados 7 clones.

ApoOs uma extracao plasmideal, os clones do plasmideo pGEM-scFvST foram
submetidos a digestdo pelas enzimas BamHI e Xhol. Os fragmentos resultantes
foram dosados utilizando o padrdo Low Mass (Invitrogen, EUA). Concluiu-se por
comparacao visual com o padrdo de peso molecular que os insertos estavam na
concentracdo de 30 ng aproximadamente. O perfil desta extracdo pode ser
observado na Figura 8.
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Figura 8 — Perfil de eletroforese em gel de agarose 0,8% do inserto (SCFvST)
purificado apds a digestdo do plasmideo pGEM-scFvST com as enzimas BamHI e
Xhol
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O mesmo procedimento foi realizado com os vetores de expressao pET28a e
pSMT3. A dosagem dos vetores digeridos foi realizada com o padrdo High Mass

(Invitrogen, EUA), segundo as instrucdes do fabricante.

A concentracdo do vetor pSMT3 foi tdo baixa que ndo pode ser visualizada na
figura, por ser um plasmideo considerado de baixa coOpia. A concentracdo do
pET28a digerido foi considerada de aproximadamente 5 ng/uL pela comparacéo

visual, o que pode ser visto também na Figura 9.
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Figura 9 — Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% de vetores purificados apo6s
a digestdo com as enzimas BamHI e Xhol.
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ApOs a dosagem aproximada do inserto (scFv) e do vetor pET28a, foi
realizada a ligagdo. E para confirmagédo se esta foi realizada com sucesso 0s 6
clones obtidos foram submetidos a uma analise de restricdo utilizando as enzimas
BamHI e Xhol . Pode-se observar na Figura 10 que todos os clones liberaram um

fragmento entre 850 pb e 650 pb.
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Figura 10 — Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% da analise de restricdo do

vetor pET-scFvST digeridas com as enzimas BamHI e Xhol.
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enzimas BamHI/Xhol) (C).

O sequenciamento mostrou que o fragmento correspondente ao scFvST
presente no vetor pET-scFvST construido, possuia 100% de identidade com o
fragmento presente no gene sintético, o que possibilitou e viabilizou a continuacéo
do trabalho. Através desta sequéncia, dezenas de modelos foram gerados, foi
selecionado apenas aquele com melhor energia. Os resultados da andlise da
sequéncia do scFvST permitiu a definicdo da estrutura funcional importante para a
compreensao das suas atividades e para o processo de modelagem molecular com

base na homologia (Figura 11).
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Figura 11 - Representacdo esquematica do scFvST feita pelo programa Modeller

9v9 e visualizada pelo programa Noc 3.0

4.3 Expressao do scFvST em pET28a

A expresséo da proteina (scFv) foi identificada no immunoblotting em maior
concentracdo na fracdo do sedimento (figura 9, fracdes P1 e P2), sugerindo que esta
esteja sendo expressa em corpusculos de inclusdo, sendo assim insoluvel. O meio
2YT foi utilizado como alternativa para inducdo dos clones pET-scFvST 1 e 2,
transformados em células BL21(DE3). A expressédo da proteina recombinante pode
ser observada nas Figuras 12 e 13, principalmente na fragdo correspondente ao

sedimento do cultivo bacteriano, indicando a baixa solubilidade desta.
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Figura 12 — Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida-SDS a 12% corado com
Coomasie Blue R-250 do ensaio de inducdo de células E.coli BL21(DES3)

transformada com o clone 1 e 2 de pET-scFvST em meio 2YT.

PM NI1 11 S1 SB1P1 NI2 12 SB2 P2

52K

38K
31K

24 K
17K

12K

Peso molecular (PM); Aliquota coletada antes da indugao (NI); Aliquota pés-inducao ();
Aliquota pés-sonicacéo (S); Pellet (P); Sobrenadante (SB).
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Figura 13 — Membrana de nitrocelulose contendo as fragBes protéicas bacterianas.
Immunoblotting com anticorpo anti-His do ensaio de inducdo de células E.coli
BL21(DES3) transformada com o clone 1 e 2 de pET-scFvST em meio 2YT.

PM NI1 11 S1SB1P1 NI2 12 SB2 P2

52 K

38 K
31K

24 K
17K
12 K

Peso molecular (PM); Aliquota coletada antes da inducao (NI); Aliquota pés-inducao (1);
Aliguota pés-lise (S); Pellet (P); Sobrenadante (SB).

4.3.1 Purificacdo do scFvST por cromatografia de afinidade a Niquel em FPLC

O sobrenadante do sonicado bacteriano foi submetido a cromatografia de
afinidade a niquel, devido a presenca da cauda de histidina sintetizada juntamente

com o anticorpo.

No gréfico a seguir podemos observar o perfil cromatografico da purificacéo
do scFvST, sendo que a flecha indica o pico de eluicdo do scFv. Este pico foi

dividido em duas fracdes, as quais foram analisadas separadamente.
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Gréafico 1 - Perfil cromatografico da purificacdo do scFvST em coluna de Niquel-
Sepharose em AKTAPrime Plus.
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A seta destaca o pico de eluicdo da proteina com uma solu¢do de 500mM imidazol; os

retdngulos destacam as duas fra¢Ges coletadas.

ApoOs a purificacdo, as duas fracdes coletadas e o flow foram submetidas a
SDS-PAGE, para verificacdo das massas moleculares relativas. A figura 14 mostra
o perfil eletroforético deste experimento. O componente de massa molecular relativa

de 35 kDa correspondente ao scFvST pode ser observado em ambas as fracoes.
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Figura 14 — Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida-SDS a 12% corado com
Coomassie Blue R-250 das amostras coletadas no AKTA apds cromatografia do
SCFVST.

PM F 1 2
52K e
38 K -
—
31 K
24 K
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12K |

Peso Molecular (PM), Flow (F), fracdo 1 (1), fracdo 2 (2).

4.3.2 Renaturacao do anticorpo recombinante scFvST

Apbs o processo de renaturacdo por didlise em diversas concentracfes de
ureia, um gel de poliacrilamida foi realizado. N&o houve qualquer alteragdo na

massa molecular relativa da proteina purificada pos-renaturacéo (Figura 15).
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Figura 15 — Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida-SDS a 12% corado com
Coomasie Blue R-250 das amostras coletadas no AKTA do experimento de

cromatografia do scFvST pds-renaturacao.

PM 2 1

52 K

38K
31K

24 K

17K

12K

Peso Molecular (PM), fracdo 1 pos-renaturagéo (1), fracdo 2 pdés-renaturacgao (2).

Apébs o processo de renaturacdo, a proteina foi dosada utilizando o kit Micro
BCA Protein Assay (Thermo Scientific — EUA) sendo utilizada como padrdao uma
curva de BSA, cujo o R? foi igual a 0,996. A amostra apresentou uma concentragao
de 381 pg/mL aproximadamente.

4.4 Ensaios Funcionais do scFv

4.4.1 Imunofluorescéncia

Para avaliar a reatividade do scFvST foram realizados diversos ensaios de
imunofluorescéncia. Os resultados obtidos podem ser observados na figura 16. Os
isolados bacterianos foram permeabilizados com Triton X-100 permitindo a
exposicdo da toxina ST pré-secretada endogena. Esta foi marcada com os
anticorpos scFvST, anti-His e anti-IgG FITC.
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Figura 16 - Reatividade do scFvST pelo ensaio de imunofluorescéncia.

Isolados de 3321-4 (ETEC) e E2348/68 permeabilizados e incubados com scFv, anticorpo anti-His e
anticorpo conjugado a FITC. A, B, C, D e E: 3321-4. F: E2348/68 (controle negativo).

4.4.2 Padronizacdo do teste ELISA utilizando os fragmentos de anticorpos
SCcFvST

Apo6s a confirmagédo da funcionalidade do scFvST por imunofluorescéncia
indireta, testou-se em outros ensaios imunosorolégicos. Como ndo sabiamos qual a
melhor concentracdo do antigeno (extrato de ST), optou-se por uma titulacdo em

bloco variando-se as concentracdes do scFvST e do antigeno (gréfico 2).

Os resultados dessa titulagdo foram extremamente Uteis pois através dela
definiu-se as concentracdes de 5 ug/mL e de 2,5 pg/mL do anticorpo recombinante

para os experimentos seguintes.
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Gréfico 2 - Reatividade do scFv anti-ST a toxina ST. Ensaio de ELISA com a placa
sensibilizada com diversas diluicées do lisado de ST tratado, seguido de incubacao
com o scFv em concentracdes decrescentes, do anticorpo anti-His, e do conjugado

peroxidase.
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4.4.3 ELISA dos isolados de ETEC produtores de ST

Cada um dos isolados de ETEC produtores de ST foram cultivados e os
sobrenadantes foram testados por ELISA utilizando as condi¢cdes apresentadas no
teste de padronizacdo, visto no grafico 2. Os resultados deste experimento podem

ser observados nos graficos 3 e 4.
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Grafico 3 - Reatividade do scFv anti-ST a toxina ST de diversos isolados de ETEC.
Ensaio de ELISA com a placa sensibilizada com os sobrenadantes dos isolados,
seguido de incubagédo com o scFv na concentracao de 2,5 pg/mL, outra do anticorpo
anti-His, e por fim do conjugado peroxidase. Como controle positivo, foi utilizado o

monoclonal anti-ST em substituicdo ao scFv.

ELISA scFv-ST (2,5 pg/mL)
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Grafico 4 - Reatividade do scFv anti-ST a toxina ST de diversos isolados de ETEC.
Ensaio de ELISA com a placa sensibilizada com os sobrenadantes dos isolados,
seguido de incubacdo com o scFv na concentracdo de 5 pg/mL, outra do anticorpo
anti-His, e por fim do conjugado peroxidase. Como controle positivo, foi utilizado o

monoclonal anti-ST em substituicdo ao scFv.

ELISA scFv-ST (5 ng/mL)
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4.4.4. Immunoblotting

Para comprovacdo das especificidade do scFvST, um immunoblotting foi
realizado. Na figura 17, pode ser observada a reatividade do scFvST com a toxina
ST na forma de pré-pro-peptideo de massa molecular relativa de 9.
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Figura 17 - Membrana de nitrocelulose contendo o lisado de 3321-4 tratado.

Immunoblotting com scFvST, anticorpo anti-His, e anti-lgG peroxidase.
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17
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PM: Peso molecula, 1: scFv na concentracdo de 15 pg/mL, 2: scFv na concentracdo de 30 pg/mL, C:

controle positivo (monoclonal anti-ST na concentra¢éo de 30 ug/mL).5.
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4 DISCUSSAO

Os experimentos realizados visaram a clonagem, expressao, purificacdo e
analise da reatividade dos anticorpos recombinantes (scFv) contra a toxina
termoestavel ST de ETEC.

Para a obtencdo dos anticorpos recombinantes (scFv), foi utilizado o gene
sintético como molde para amplificacdo com iniciadores especificos desenhados, a
amplificacdo do fragmento do gene que corresponde ao anticorpo recombinante
entre 850 pb e 650 pb, tendo este 762 pb. Além disso foi adicionado o sitios de
BamHI e Xhol para auxiliar a ligagéo tanto no vetor pET28a como para o pSMT3.

A construcao utilizada foi em plasmideo pET28a, pelo fato do plasmideo
pSMT3 ser de baixa coOpia, sendo pouco reprodutivel nos ensaios iniciais. Esta
construcdo foi um sucesso, pelas andlises de restricdo realizada com as enzimas
citadas acima, podemos observar a liberagdo do fragmento correspondente ao

anticorpo recombinante.

Quanto a expressao, o protocolo de inducdo utilizando o meio 2YT foi
considerado eficiente, pois este propiciou melhores condi¢des para que as bactérias
produzissem maior concentracdo de anticorpo, uma vez que néao interferiu na
solubilidade do anticorpo, jA& que mesmo no meio LB, a proteina recombinante foi

encontrada principalmente na fracdo do sedimento.

Na fracdo ndo induzida ocorre uma expressao basal da proteina, mas no
entanto pode ser verificado um aumento significativo com o tempo de incubacao de
4 horas na presenca de IPTG a 37 °C. O ensaios de immunoblotting confirmam a
presenca da proteina expressa, além disso, a acessibilidade da cauda de histidina
facilitou a purificacdo da proteina por cromatografia de afinidade com niquel (IMAC)
na presenca de ureia, seguida pela etapa de renaturacdo, para garantir a
funcionalidade do anticorpo.

O protocolo de renaturacdo utilizado, se apresentou eficiente para o scFvST,
pois 0 anticorpo apresenta bastante estabilidade a 4 °C, além de ndo apresentar

alteracdo na massa molecular relativa apos o tratamento com altas concentracbes



63

de ureia. Além disso, 0 anticorpo apresentou uma boa reatividade em testes

imunossorolégicos.

Podemos observar que baixas concentracfes do scFvST sdo necessarias
para altas de absorbancias a 492 nm, sendo as concentracdes de 2,5 pg/mL e 5
pHg/mL as escolhidas para serem utilizadas nos testes posteriores, pelo fato de
apresentarem um perfil de alta leitura mas sem apresentar densidades o6ticas em

saturacao para diferentes concentracfes de ST.

O teste de ELISA para os isolados de ETEC produtores de ST foi realizado
para verificar a reatividade do scFvST para as toxinas produzidas. Os resultados
demonstram que o anticorpo recombinante é positivo para um grande espectro de
isolados, embora seja dificil de inferir a concentracdo de toxina secretada por estes.
Aos isolados cujos resultados foram negativos no teste sugere-se que estes tenham

perdido a capacidade de expresséo da toxina ST.

O scFvST foi utilizado no immunoblotting onde o componente correspondente
a ST foi revelado, mostrando a especificidade. O controle utilizado foi o0 monoclonal
anti-ST produzido pelo hibridoma do qual a sequéncia do fragmento foi extraida. A
respeito da massa molecular relativa da toxina ST apresentada nos géis de SDS e
no immunoblotting, podemos verificar que esta é maior que 2 kDa como é descrito
pela literatura. Isto se deve ao fato que se trata de uma toxina imatura, ou seja,
ainda ndo sofreu o processamento. No protocolo empregado, as bactérias séo
lisadas, liberando assim as toxinas pré-secretadas. Segundo Taxt et al., 2010, a
toxina ST é codificada por um plasmideo transmissivel e é expressa com 72
aminoacidos, dentre eles existe uma sequéncia de peptideo sinal a qual permite que
a proteina seja exportada por um sistema sec e se diferencia da sua forma

precursora por processamento.

Outras construcdes podem ser realizadas na tentativa de produzir um
anticorpo solavel, o que viabilizaria a producdo deste em termos de custo,
praticidade e rapidez. Além disso, técnicas de mutagénese sitio-dirigida podem

ajudar a aumentar a afinidade deste anticorpo.

Por fim, os resultados mostram que este anticorpo recombinante pode ser

uma ferramenta promissora para ser utilizada na elaboracéo de kits diagnosticos.
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5 CONCLUSAO

O fragmento de anticorpo (scFv) foi produzido em sistema de expressao em
bactérias (E.coli) e o protocolo de renaturacdo empregado possibilitou que a
molécula se tornasse funcional como o verificado em ensaios imunossoroldgicos.
Além disso, este anticorpo conseguiu reconhecer um espectro grande de toxinas ST
produzidas por diferentes isolados de ETEC, o que indica que este pode ser uma

ferramenta promissora para o diagnostico de ETEC produtoras da toxina ST.
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