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1. INTRODUGAD

A bactéria Escherichia cofi € o microrganismo anaerobico facuitativo predominante
na flora normal de mamiferos e aves, desempenhando importante papel na manutengéo da
fisiologla intestinal (Drasar & Hill,1974). Entretanto, algumas linhagens podem apresentar
fatores de virul&ncia, tormando-se muitas vezes patogénicas ao hospedeiro.

O grupo de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) € um dos agentes infeccioso
principais nas diarréias humanas e de animais, provocando cerca de um tergo dos casos em
leitdes recém-nascidos (Soderling & Molthy, 1978) A patogenicidade destas amostras esta
ligada a producdo de diferentes fatores de viruléncia como fimbrias e toxinas. Uma das
fimbrias mals comuns encontradas em ETEC enterotoxigenicas (ETEC) para suinos ¢ a K88
(F4) Dentre as toxinas associadas a esta infecgdo, a termo-estave! e pouco imunecgénica
ST-I & predominante (Gaastra & de Graaf, 1982).

O controle da infecgdo causada por este tipo de patdgeno t8m sido feita através de
vacinag4o com bactérias mortas (bacterinas), bactérias atenuadas por métodos
fisico-quimicos ou pela inoculagéo de toxinas antigénicas importantes na patogenicidade,
purificadas e modificadas (toxdides). Entretanto, os resuftados obtidos demonstraram que
estes metodos sdo pouco eficientes {Isaacson, 1985; Porter et af, 1974).

Q estudo molecular dos mecanismos de patogenicidade e fatores de virulgncia
aliado a0 aprimeramento de técnicas que permitem a manipulagéo génica, levou a uma nova
abordagem no desenvolvimento de vacinas. A construgdo de sistemas carreadores de
epitopos antigénicos e a utilizagéo de linhagens molecularmente atenuadas s&o apenas dois
dos caminhos mais promissores para o desenvolvimento de vacinas imunogenicamente mais

eficientes e certaments mais seguras.



Nos principais centros de desenvolvimento de vacinas do mundo, estudos ja
permitiram grandes avangos na construcdo de sistemas carreadoras e na atenuacso
molecular de algumas espécies de baclérias, como por exemplo Vibric cholera e espécies
do género Salmoneifa (Chatfield et af, 1989).

Este frabalho, que é parte de um projeto desenvolvido pelo laboratério de Biclogia
Molecular Bacteriana, do Departamento de Microbiologia e Imunologia da UNICAMP, tave
por objetivo a clonagem do gene faeG, responsavel pela codificacédo da subunidade
principal da fimbria K88ab (F4). Esta construgéo visa a possibilidade de futura insergéo de
sequéncias nucleotidicas, responséveis pela expresséo de proteinas de interesse
médico-veterinario, com consequente produgéo de uma proteina hibrida capaz de estimular

resposta imunologica a esles fatores de viruléncia hacterianos.

(Y]



2. CARACTERISTICAS DE Escherichia colf

O bacilo gram-negativo Escherichia cofi (Escherich, T., 1885), pertencente a familia
Enterobacteriaceae, é o anaerobico facultativo predominanie na flora bacteriana normal de
mamiferos e aves, desempenhando importante papel na manutengao da fisiologia intestinal
(Drasar & Hill, 1974). Entretanto, algumas linhagens podem apresentar fatores de viruléncia
tornando-se muitas vezes patogénicas ao hospedeiro,

A superficie da bactéria Escherichia coli possui substdncias que estimulam reagdes
imunolégicas e que séo, normelmente, utilizadas para a identificagdo sorolégica da amostra
e possibilidade de diferenciacdo entre linhagens patogénicas e ndo patogénicas. Estas
substancias mais comuns s&o os antigenos O e H. Os antigenos somaticos O s#o
fipopolissacaridios termoestaveis complexos constituintes de membrana externa, enquanto o
antigeno flagelar H possui natureza protéica e & termosensivel (Gaastra & de Graaf, 1982).

Em relagéo aos fatores de viruléncia, estes permitem &s bactérias patogénicas
causarem no hospedeiro tanto infecgdes intestinais, como diarréias agudas em mamiferos:
quanto infecgbes extraintestinais, como cistite e pielonefrite no homem: e infecgées
respiratorias em aves {Levine, 1984),

As linhagens de Escherichia colfi enteropatogénicas podem ser classificadas em
quatro categorias principais, de acordo com as caracteristicas clinicas observadas nas
sindromes diarréicas, propriedades de viruléncia, tipo de interag&o com a mucosa intestinal,
diferengas epidemiologicas apresentadas e sorogrupos especificos. Estes grupos séo:
Escherichia coli enterotoxigBnica (ETEC), Escherichia coli emeroinvasiva (EIEC),
Escherichia coli enleropatogénica (EPEC), Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) e

Escherichia coli enteroaderente (EAEC) (Mathewson, et a/., 1985; 1986: Levine, 1987).



As linhagens enteropatogénicas apresentam, geralmente, algumas caracteristicas,
comuns mesmo quando classificadas em grupos diferentes. Estas caracteristicas s&o: {fy 05
fatores de viruldncia principais geraimente séo codificados por plasmidios, (i) existe uma
interag&o caracteristica com a mucosa intestinal do hospedeiro, (jii) ocorre a produgéo de

toxinas e (iv) as linhagens s&c agrupadas em determinados sorogrupos Q:H (Levine, 1987).

2.1 Escherichia coli ENTEROTOXIGENICA PARA ANIMAIS

O grupo das Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC) é responsavel por causar
diarréia em humanos e em animais recém-nascidos, principaimente em paises
subdesenvolvidos. Nestas areas é comum ocorrerem duas a trés infecgdes por ETEC por
crianga durante os tr&s primeiros anos de vida. Em animals, alguns estudos revelaram que
Escherichia cofi enterotoxigénica € o agente causador de cerca de um terco das diarréias
em leitdes recém-nascidos (Soderling & Mollby, 1978).

A infeccdo por Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) ocorre através da ingestéo,
pele hospedeiro, de alimentos ou &gua contaminados. No aparelho digestivo, estas
bactérias colonizam a porgéo proximal do intestino delgado (Hinson & Willians, 1989) e

produzem enteroloxinas responsaveis pela sindrome diarréica (Betley ef a/., 1986).

2.1.1. ENTEROTOXINAS

As toxinas produzidas por Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) s#éo
classificadas em dois tipos: toxina termo-labil {LT), que é inativada por aquecimento a 60°C
por 30 min; e toxina termo-estével (ST), ativa mesmo apéds ser submetida a aquecimento de

100°C por 15 min (Smith & Gyles, 1970; Scotland, 1988).



2.1.1.1, ENTEROTOXINA TERMO-LABIL LT

A enterotoxine LT & uma proteina imuncgénice de alto peso molecutar {85 KDa a
90 KDa) composta por uma subunidade A e cinco subunidades B (Levine, 1984) A
subunidade B permite a ligacdo da holoenzima & membrana dos entericitos pela interagéo
com o gangliosidio GM1 de superficie epitelial & glicoproteinas (Holmgren,1973; Holmgren
et al. 1982), enquanto a subunidade A é clivada em dois polipeptideos sendo que um deles
{A4) tam a capacidade de estimutar 2 adenil ciclase por sua atividade ADP ribosilante (Gill &
Richardson, 1980). Devido a esta capacidade ocorre um acimulo de AMP ciclico, o que
causa uma secregdo de fluidos ricos em eletrdlitos pelas células da cripta e decréscimo da
absorcéo pelas células da hase das microvilosidades. O resuftado desta secre¢éo & a
origem de um quadro clinico diarréico (Levine, 1284)

A enterotoxina LT & muito semelhante a toxing colérica (CT) em estrutura atividade
biolbgica e determinanies anligénicos e, aléem disso, 05 genes codificadores das duas
toxinas mostram grande homologia (Dallas & Falcow, 1980; Clements ef af, 1980; Smith &
Sach, 1973: Betley et af., 1986; Yamamoto ef a/., 1987).

Duas formas diferentes de LT (LTh e LTp) foram encontradas em bactérias isoladas
do homem e suinos, respectivamente. As subunidades B das duas formas diferem em
apenas 4 dos 103 residuos de aminoéacidos e as subunidades Aq diferem em 1 dos 194
residucs (Dykes ef g/, 1983; Yamamoto ef af., 1987).

Uma forma variante de LT (LT-ll) foi isolada de bofalos com diarréia na Taildndia e
apresenta atividade bhioldgica semelhante a LT-I, apesar de néo apresentar neutralizacéo
por anticorpos anti-L T-1 ou anti-CT {Green ef a/.. 1983; Pickelt ef &/, 1986). Os genes que
codificam LT-l parecem estar localizados no cromossomo bacteriane & produzem uma
proteina de peso molecutar de 87 KDa composta por duas subunidades (A e B) {(Pickett &t
al. 1986; Holmes ef al, 1986). Recentemente, duas variantes da toxina LT-Il {LT-lla e

L. T-lib) foram descritas por Guth ef a/., 1986.



2.1.1.2. ENTEROTOXINA TERMO-ESTAVEL ST

A toxina ST também possul dois tipos principais denominados ST-1 (ou STa) e ST-It
{fou &Tb) (Whipp ef #f,1981). A toxina ST-l &€ um pequeno polipeptideo com
imunogénicidadde reduzida, a menos que esteja acoplada a uma proteina carreadora
(Klipstein, et a/, 1982). ST-! & soluvel em metano!, ativa no modelo do camundongo
recém-nascido € exerce sua atividade biologica através da estimulagéo da guanitato ciclase,
elevando 0s niveis intracetulares de GMP ciclico (Mughes, et af. 1978; Pickett ef a/, 1986).
Néo esta clero, ainda, o mecanismo pelo qual esta toxina reconhece e penetra nos
entergcttos, ativando a guanil ciclase. Esta ativagdo, entretanto, altera a membrana dos
enterdcitos e resulta numa elevada secre¢do de fluidos com consequente diarréia (Field
et al., 1978).

Verificou-se, posteriormente, com a utilizagéo de sondas especificas, que dentro do
grupo ST-I existem dois tipos de toxinas: um denominado STal ou STap por ter sido
descoberta em Escherichia coli patogénica para suinos e outro denominado STa2 ou STah
descoberto em amostra patogénica para humanos (Moseley ef a/., 1983).

Atoxina ST-1 é sintetizada como uma forma precursora de 72 amino4cidos que apds
a maturagdo, originam pequenos peptideos que possuem 6 residuos de cisteina e
apresentam 3 pontes dissulfeto intracadeia, essenciais para a configuragéo tridimensional
da forma ativa ( Guerrant ef al., 1980; Chan et a/., 1981; Gariepy et a/., 1987).

As formas ativas das toxinas STah e STap séo constituidas, respectivamente, por 19
e 18 residuos de aminoacidos (Field et a/., 1978; Frantz ef af., 1984; Gariepy & Shoolnik,
1986). Essas sequéncias apresentam grande homologia, tendo apenas 4 aminoacidos
diferentes, 3 na regidio amino-terminal & 1 na regido carboxi-terminal; & 1 aminocacido a mais
na toxina 5Tah. A capacidade de reconhecimento de receptores e toxigenicidade parece
estar relacionada aos 13 residuos de aminoacidos da regido carboxi-terminal (Gariepy ef al.,

198€; Shimonishi ef a/., 1982; Thompson & Gianella, 1985).
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A toxina ST-ll @ insoluvel em metanol, ativa em alga ligada intestinal de suinos de 5 2
7 semanas e estimuia a secrecac intestinal por um mecanismo ainda desconhecido que nao
anvolve alteracdes das concentracfes de nuclectideos ciclicos (Kennedy ef a/ ., 1984
Weickel ef &/.,1986). Quando ST-Il foi analisada em ensaio com alga ligada de suinos,
obsenrvou-se uma secrecdo ativa de bicarbonato (Weikel ef g/, 1926). 3T-! ¢ codificada por
genes plasmidiais e sintetizada come uma cadeia polipeptidica de 71 amincacidos, sendo 05
23 primeiros correspondentes a regido de peptideo sinal. Entretanto, apds a maturagéo esta
proteina fica constituida por 48 amincécides com um peso molecular de 5 KDa, Néo foi
ohservada homologia entre as sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos de ambas as

toxinas (Lee ef af., 1983).

2.1.2. FATORES DE COLONIZAGAQ

Linhagens de Escherichia colfi enterotoxigénicas (ETEC) produzem adesinas ou
fatores de colonizagdo que permitem a adesdo na mucosa intestinal do hospedeiro com
consequente resisténcia ao movimento peristaltico de limpeza (Levine, 1984),

Um tipo especial de adesinas, dencominada fimbria, ¢ compaosta por estruturas
protéicas filamentosas ou fibrilares localizadas na superficie hacteriana (Mool & de Graaf,
1985). As fimhrias reconhecem receptores especificos de diversas células, incluindo
enterdcitos e geralmente eritrocitlos. A capacidade de aderir ou néo a eritrocitos
{hemaglutinagéo) de diferentes animais € do homem pode ser utilizada para identificacéio e
classificagdo das diferentes fimbrias (Gaastra & de Graaf,1982). Atualmente sdo conhecidos
varios tipos de fimbrias com antigenicidade. peso molecular e especificidade a receptores

caracleristicos, como mostram as Tabelas 1 e 2,



Tabela 1. Caracteristicas de fimbrias de Escherichia coli enterotoxigénica isoladas de

animais, quanto ao sorogrupo, toxinas relacionadas e hemagiutinagéo

FIMBRIA SOROGRUPQ TOXINAS HEMAGLUTINACAQ
K88 (F4) 03, 09, G20, 045, ST, LT, ST+LT cobaia, galinha
0138, 0147, 0149,
0157
K89 (F5) 08, 09, 020, 064, ST tavalo, carneiro
0101, 0148
98TP (F8) 08,09, 020, 064, ST ND 2
0141, 0149
Fd1 04, 020, 064, G101 8T humane, cobaia, cavalo,
carneiro

4 ND, ndo determinado com espécies animais utilizadas

Fonte - Gagastra & de Graaf. 1982,

Tabela 2. Caracteristicas de fimbrias de Escherichia colf enteroioxigénica isolades de

animais, quanto a morfologia, peso moiecular, localizacéo » genélica & hospedeiro

FivBRIA MORFQLOGIA Ph 2 LOCALIZACAO ORIGEM
Tipo1 (F1} rigida 15700 Crormossomo animais, homem
KE38 {F4) flexivel 27540 plasmidio suinos
K48 (F5) flexivel 13200 plasmidio suiNos, bovinos,
937P (F6) rigida 20000 CIOMossomo suinos
F41 flexivel 29500 cromossomo suino, hovino,
Fa2 rigida 31000 piasmidio suinos
FY flexivei 20000 ND b hovinos

BRI neso molecular em dallons
NI nao determinado

Fonte - Gaasira & de Graaf, 1982; Moon, 1990,



Fimbrias Tipo1 (F1) s&o encontradas nas bactérias patogénicas e n&o patogénicas,
possuem morfologia rigida, apresentam variacfo de fase (Klemm,1986), ndo s#o
termoreguladas e a aglutinacéo de eritrocitos é inibida pelo agucar D-manose (de Graaf,
1990).

As fimbrias hospedeiro-especificas incluem K88 (F4) (Orskov ef a/., 1964), 987P (F6)
{Nagy ef al ., 1976), FA2 (Yano et af., 1986) e F165 (Fairbrother ef af., 1986) presentes em
Escherichia coli isoladas de suinos; K99 (F5) (Orskov ef af., 1975) e F41 (de Graaf &
Roorda, 1982) presentes em amostras de suinos, ovinos e bovinos; CFAA, CFAA {Evans et
af.. 1975; Evans & Evans, 1978), CFA/Il (Honda ef a/., 1984) CFAAMV (Thomas ef al., 1982)
e o fator de colonizac&o proposto PCF0159 (Tacket ef af., 1987) associadas a amostras de
origem humana.

A exprassao da maioria das fimbrias é regulada pela temperatura de crescimento da
cultura de bactérias. Em temperaturas préximas a 37°C a maior parte das fimbrias séo
produzidas, enquanto a temperaturas entre 16°C e 25°C dificiimente se expressam (Moot &
de Graaf, 1985).

Algumas fimbrias de £scherichia coli, como Tipo1 e 987P, apresentam variagdo de
fase, isto &, dentro de uma mesma populagdo bacteriana que apresente estas fimbrias,
algumas bactérias n&c as expressam devido a capacidade de inversgo da regi&o promotora,
com consequente bloqueio da transcrigdo génica (Hinson & Willians, 1989).

As fimbrias séo compostas de varias subunidades protéicas que, apds serem
sintetizadas, s&o transportadas através das membranas e montadas na superficie celular.
Geralmente 5 a 8 polipeptideos produzidos pelo mesmo operon estdo envolvidos no
processamento, transporte e ancoragem das subunidades principais das fimbrias (Mooi ef

al., 1982; Norgren ef af, 1984 van Die et af., 1989; de Graaf ef al., 1984 Mooi & de Graaf,

1985).



Dois tipos morfologicamente diferentes de fimbrias s&o conhecidos (Levine, 1984;
Levine, 1887; Mooi & de Graaf, 1985). Um tipo morfoldgico é representado pelas fimbrias
Tipot, CFAA, CS1, CS2, CS4, CS5, CFAAI, F42, F165 & PCF0159 ¢ s&o constituidos por
flamentos protéicos rigidos, com diametro de aproximadamente 7 nm. O segundo tipo
morfolégico é representado pelas fimbrias K88, K93, F41, CS3 e CS6 que sd0 estruturas
finas e flexiveis com didmetro entre 2 a 5 nm, chamadas fibrilas ou fimbrias fibritares.

As fimbrias de ETEC formam um grupo funcional e estrutural relacionado gue podem
ter evoluldo a partir de genes ancestrais comuns (Mooi & de Graaf, 1983). A astritura
primaria das subunidades estruturais de algumas fimbrias foram parcialmente ou totaimente
sequenciadas. Foi ocbservada uma sequéncia de aminoacidos conservada em maior grau na
regido carboxi-terminal e, em menor grau, na amino-terminal. Estas regifes estdo
envolvidas, provavelmente, com fungdes como fransporte através da membrana externa,
ancoragem, ligacdo entre as subunidades & manutengéo da estrutura. As por¢des centrais
séo mais varidveis e estdo provavelmente relacionadas ao reconhecimento de diferentes
raceptores ou podem ter simplesmente divergide em resposta 3s pressdes imunolbgicas,
devido a menor importaAncia estrutural e funcinnal afribuide a eslas regides (Mool & de
Graaf, 1985

Com relagdo a genética molecylar dos diferentes fatores de colonizagio presentes
em amostras de Escherichia cofi enterotoxigénica, o5 genes responsaveis podem ser

cromossémicos ou plasmidiais {(de Graaf, 1990)
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A fimbria K88 foi obtida a partir de amostras de CTEC patogénicas para suinos e
descrita como sende um tipo de antigeno capsular {do alemdo Kapsel) em 1964. Os
primeiro estudos j& destacavam a Iimportdncia deste fator na patogenicidade bacteriana e
muitos esforgos foram centralizados ne descoberta de sua constituigdo, estrutura,
mecanismo de agfo e genética molecular.

A fimbria K88 € constituide de numerosas subunidades protéicas de
aproximadamente 26 KDa, codificadas por genes plasmidiais, e com expresséo dependente
da temperatura (Mooi & de Graaf, 1985). A regulagdo por temperatura parece néo atuar a
nivet transcriciona! {Bak ef &/ 1972).

Sorologicamente, pelo menos trds variantes do antigeno KB8 podem ser
distinguidos, K88ab, K88ac & K88ad. Estes variantes possuem em comum um determinante
antigénico a € um diferente b, ¢ ou d (Orskov ef af., 1964; Guinée & Jansen, 1979).

Estudos realizados por Smith & Parseli, 1975, verificaram que linhagens de
E£scherichia coli enterotoxigénicas produtoras de fimbria K88 e isoladas de suinos
apresantavam a capacidade de metabolizagdo do agucar rafinose. Qutros pesquisadores
demonstraram que 05 genes responsaveis pela expresséo da fimbria K88 eram encontrados
em um plasmidio ndo conjugative de 50 MDa, mobilizavel por plasmidios conjugativos,
proximos aos genes para utilizacdo de rafinose (Shipley ef &/, 1978) .

O plasmidio selvagem pRIBB0O1T de 51 MDa, contendo 05 determinantes genéticos
da fimbrla K88ab & da proteina responséavel pelo metabolismo do agicar rafinose, fol
utilizado para clonagem destes determinantes no vetor pBR322. Os genes responsavels
peia producéo da fimbria K88ab foram detectados em um fragmento Hindill de 7.7 MDa e a
expresséo da fimbria fol altamente dependente da orientagdo de clonagem do fragmento

{Mooi et g/, 1979).



O plasmidio recombinante pFM200, contendo o fragmento Hinditl de 7,7 MDa, foi
utilizado para a construgdo de um plasmidio de menor tamanho (pFM205, Figura 4) por
delecdo "in vitro" de um fragmento £coR! de 34 MDa. O plasmidio pFM205 néo foi
distinguide do pFM200 com respeito a producdo de antigenos K88ab, e apresentou uma
produgéo quatro vezes maior em relagdo ao plasmidio setvagem pRIS801 e trinta vezes
maior quando crescido a 37°C, em compara¢do ao mesmo a 19°C. Este aumento da
expressao pode estar relacionado ao niumero de cépias do plasmidio (Mooi et af, 1979).

¢ plasmidio recombinante pFM205 possui todos os genes necessarios para a
produgdo de uma fimbria normal, entretanto ndo contém todos os genes do operon K88ab. A
expresséo neste plasmidio é dependente do promotor £, do plasmidio pBR322, indicandc
gue o promotor natural néo foi clonado. Quando o promotor £, foi deletado observou-se
uma diminuigdo de 10 a 20 vezes da produgdo de K88ab. A pequena producéo pode estar
relacionada a existénoia de um promoter fraco incalzado provimo ac gene faeC.
Curiosamente, o operon clonado continua a apresentar uma produgdo de fimbria
dependente de temperatura. Esta regulagdo perece estar ralacionada com uma regidio de
simetria localizada posteriormente ac gene faeC (Mooi & de Graaf, 1985)

O fragmento de DNA envolvido na biossintese de K88ah foi estudado e contém um
operon com seis genes designados faeC até faefH, precedidos de sequéncia peptideo sinal
(Mooi ef a/. 1981) (Figura 2). O gene faeG codifica a subunidade protéica principal,
enquanto 05 outros genes codificam proteinas necessarias para secregdo ¢ montagem das
subunidades e componentes menores (Tabela 3) (Qudega ef af 1989; Mooi ef af., 1982). A
proteina FaeC € um componente menor, localizado na extremidade da estrutura (Qudega ef
al., 1989), enquanto FaeD € uma proteina localizada na membrana externa. As proteinas
Faek e FaeF estio localizadas no espago periplasmético (van Doom ef 2/, 1982). A

tocalizagéo da proteina FaeH ainda néo foi determinada.



A andlise do sequenciamento nucleotidico de um clone, que contém os
determinantes genéticos completos para a sintese da fimbria K88ab, revelou g existéncia de

pelo menos outros dois genes denominados faeB e faef localizados em regido anterior ap

faeC e posterior ao faeH, respectivamente {de Graaf, 1990).

Tabela 3. Propriedades dos polipeptideos da fimbria K88ab e o efeito da mutagdo nos

genes do operon K88ab

PROPRIEDADES MLITACAD
POLIPERTIGEDS LOCALZACAD HEMAGLUTINACAD BIDGENESE DA FUNCAD
SUBCELULAR FiMBRIA FROVAVEL
FasC Extraceiular rao 1 sem produgdc de componente menor
finbria da firmbyia KaGab
2o acurnulo intrcelulay
e e e e i 6 15 AL e £ 2 L L i e e e a1 SN GE '— 396 P—
rembiana exiama nag tesem produgde de transpors de Fash
fimbria atraves da membrana
2 acmuic de gxlgms £ ancoragam
PrECINSOIES NG @SPacH da fimbra
peiiplasmatics
FaafE BSpaco néo 1. gem produgén de trensporte de FaeG
patiglasmatice fmbria através da membrana
2. degradacfo de Faels axterns
2 Fagh
Fant BSpaAcn néo 1- trancporte de FaeGs modificacins do
periplasmatice através da membiana Fasi

gxtarna g mantanem da
fimbna reduzida

2- acumulo de
PTRLHSDIES ND BHPHGT

nannplasr

Fada {prncipaly saliacalular [ih:1) e picdugdc da fiimbna  Components principa
d3 fimbria ¥BHab
Faghi e5pagi 1ogUZ ida dimiruwic 4o da siniese de néo getarmmnada
perplAsmAlTy Fas® s da produrlo de
fimbiis

+onie - Mooi & de Graaf, 1985.



Um modelo para a secre¢éo das subunidades da fimbria foi proposto com base na
localizag&o celular de cada proteina relacionada ao operon K88ab (Mooi & de Graaf, 1985;
Pedersen & Andersen, 1991). Neste modelo (Figura 1), a subunidade protéica principal da
fimbria K8Bab (Fae(G) codificada pelo gene faeG ¢ transportada através de membrana
interna conforme a via secretdria comum das protelnas periplasmaticas. No espago
periplasmético, FaeG se associa com FaeE e adquire a conformacdo adequada para
atravessar a membrana externa. Estes dimeros possuem haixa afinidade entre si e portanto
formam multimeros gue mais tards ire faciliftar a montagem da fimbda Tais multimerss sdo
ligados a Fazef que permite afinidade com FasD O complexo formado provoca uma
mudang¢a conformacional na proteina Fae5 o gue permite ¢ transporie através de canais
formados na proteina FaeD. Os componentes FaeE e FaeF se dissociam sendo reutilizados
em outros ciclos e a conformagdo adquirida pela subunidade FasG permite ums altz
afinidade por outras moléculas idénticas formando a estrutura da fimbria. QO componenie

FaeC & considerado um constituinte estrutural menor da fimbria (Figura 1).

QOO0

=) N
>0 >0 »

‘—C#— MRNA ME - membrana externa

Ml - membrana interna
letras - subunidades Fae_ Ep - espago periplasmitico

Figura 1. Modelo proposto para a biogénese da fimbria K88ah
Fonte - Mooi & de Graaf, 1985



A pFM205
I B8ah)

4 regito de simetria relacionadn
W - peptidio sinal | - aregulagiio por temperetura

P1-promotor pBR32Z |atras - sequenciaa génicas fae_

Figura 2. Mapa genético do operon da fimbria K88ab clonado no plasmidio pFM205
Fonte - Mooi & de Graaf, 1985,

A sequéncia nucleotidica e os aminoacidos da proteina codificada pelo gene faef foi
comparada com outras, que apresentaram fungdo semelhante nas demais fimbrias,
verificando-se a existéncia de grande homologia. Estas proteinas fazem parte de uma
mesma familia de proteinas periplasmaéticas (Bertin, ef a/.. 1993).

A sequéncia nucleotidica do gene faeG foi determinada e apresenta 858
nucleotideos a parlir do primeiro cddon codificador (Figura 3). Os primeiros 63 nucleotideos
codificam os 21 aminoacidos da sequéncia peptideo sinal e esta ainda & precedida por uma
parte da regi&o promotora (Gaastra ef af, 1981). A estrutura primaria da subunidade
principal da fimbria K88ab também teve a sua sequéncia de aminoéacidos determinada
{Klemm, 1981). O peso molecular exato dos 264 residuos de aminoacidos da subunidade
proteica principal foi caleutado em 27,54 KDa (Klemm, 1981)

A subunidade principal da fimbria K88ab possui todos os 19 aminoacidos comuns,
com excesséo de cisteina. Pertante as forsas responsaveis pela manutengde da estrutura
tridimensional da fimbria s&o. principalmente, devido & hidrofobicidade ou interagbes
eletrostaticas entre subunidades adjacentes (Gaastra & de Graaf, 1982).

A partir da caracterizagdo genética e bioquimica, muitos estudos tem sido realizados
com o objetivo de utilizar a estrutura de montagem da fimbria para expressar sequéncias
peptidicas exdgenas, principaimente pela substituicdo de regifes variaveis (Thiry, et &/

1989; Pedersen & Andersen, 1991).



TTTAAACGGAGC CUCGOGATIGTTTTACGETAATTCCOGAAARAT AAGGITTACCOATTTCAGT T TATTATTTGTGATATC
Izl BztEIY Tata Box

Het Lys Lys Thr Leu Ile Ala Leu Ala Iie Ala Ala Sexr Ala Ala Ser
ARGGGGTTTAATTTT ATG AAA ARG ACT CTG ARTT GCA CTG GCA ATT GCT GLA TCT GCT GCA TCT
1és ribossome Feptideoc Sinal
Gly Met Rla His Ala Trp Met Thr Gly Asp Phe Asn Gly Ser Val Asp Ile Gly Gly Hex
GGT ATG GCA CAT GCC TG ATG ACT GGT GAT TTC ARAT GGT TCU OTC GAT ATC GOT GGT AGY

Ile Thy Ala Asp Asp Tyvr Arg Gln Lys Trp Glu Txp Lys Val Gly Thx Gly Leu Asn Gly

ATC ACT GCA GAT GAT TAT CGT CAG RAA TGCQ GAA TGG ARA GTT OOGT ACR GQT CIT AAT GGAR
Pacl

Phe Gly RAsn Val Teuw Asn Asp Leu Thr Asn Gly Gly Thr Ly# Len Thr Ile Thx Val Tiwx

TPT GGT AAT GTA TTG AAT GAC CTG ACC AAT GOT GUA ACC RAR CTG ACC ATT ACT &TT ALT

Gly Asn Lys Exro Ile Leu Leu Gly Arg Tix Lys Gla Ala RFhe ARla Thx Fxo Val Sax Gly
GGT AAT AAG CCR ATT TTG TTG GGC CGA ACTC AAA GAA GCA TTT GCT ACG CCA GTA AGT &GT

Gly Val Asp Gly Ile Pro Gln Ile Ala Phe Thx Resp Tyr Glu GLly Ala Fex Val Lys Leu

GCT GTA GAT GGA ATT CCT CAG ATT GCA TTT ACT GAC TAT GAA GGA GCT TCT GFA AARA CTC
ELoRL

Aryg Asn Thr Asp Gly Gla Thx Asn Lys Giy Leu Ala Tyx Phe Val Zan Fre Het Lys Axn

AGA ARC ADT GAT KT SRR ACT AAT RAR GOT TTR GUA TAT TTT GTT OTG CCG ATG RAA AAT

2la Blu Oly The Ivs Val Gly Sar Val Lys Val Rsn Rla Fexr Tyy Ala Bly Val Bhe Gly
GCA GAG GGC ACT AAR GTT GG@FF TCA GFTG AAR OTG AAT GCA TCT TAT GOC GOF GIG TTC &G

Lys Giy Gly Val Thr Ser Ala Asp Gly Glu Leu Fhe Ser Lsu Bhe Ala Asp Gly Leu Rrg
AAR GGT GGG GTT ACT TCT GCG GAC GGG GAG (TG TIT TCs CTT TIT GCG GAC GGG TTCG CGC

Bla Iie Phe Tyr Gly Gly Leu Thr Thr Thr Val Ser Sly Ala Ala Leu thx Sexr Gly Ser
GCT ATC TFe TRAT GOGT GGT TTF ACHG ACG ACT GTT TC3 GGT GCT GCA CIC ACG AGT GOG AT

Ala Ala Ala Als Ax¢g Thr Glu Leu Phe Giy Sexr Lau Sexr Axrg Asn Asp Lis Leu Gly Gin
GCC GCR GCO GCG CGC ACA GAG TTG TTT GGA AGT CTR TCA AGA AAT GRT ATIT CTC GOA CAG

Ile Gln Arg Val Asn Rla Asn Ile Thr Ser Leu Val Aspy Val Ala Gly Sex Tyx Arxg Glu

ATT CAA AGA GTA AAC GCA AAT ATT ACT TCT CTP GITF GAC GTC GCA GOT TCT TAC AGG GAA
HineXl

Asp Het Glu Tyx Thx Asp Giy Thx Val Val Ser Ala Ala Tyx Ala Lsa @iy Xie Als Asn

GAC ATG GREZ TAC ACT GAT GOA ACT G0 OTT TOT 0T GO0 TAT GOCR CUTG GGT ATT GCA AAC

Gly Gla Thr Ile Gin Ala Thr Phe Asn Gln Ala Val Thr Thx Sex Thxr Gln Txp Fer Alz
GGT CAG ACT ATT GMF GCA ACT TTT AAT CAG GCT GTA ACT ACC AGC ACT CAG TGG AGC GCT

Bro Leu Asn Val Ala Tie Thx Tyr Tyxr stoep
oG CTG ARAC GTA GCA RTA ACT TAT TAC TARA

Figura 3. Sequéncia nucleotidica e de aminoécidos correspondentes ao gene faeG. Inclul
as regides de peptideo sinal, 16s ribossdmico, “TATA BOX" (regido promotora)
principais sftios enziméaticos utilizados neste trabalho

Fonte - Gaastra ef a/., 1981; Klemm, 1981.



2.2 INFECGAOQ POR Escherichia coli EM SUINOS

Amostras de Escherichia coli podem causar em suinos trés tipos principais de
infecgbes: colibacitose entérica, doenga do edema e mastite (Wilson, 1984 Nielsen, 1984:
Bertschingler & Pohlens, 1984).

A doenga do edema é causada pela infecg&o do trato intestinal por determinadas
amostras patogénicas de Escherichia coli e caracteriza-se por progressivo quadro de
comprometimento neurolbgico, envolvendo paralisia das patas, convulsbes e coma. A
doenga do edema afeta sufnos recém-nascidos, provocande altas taxas de mortalidade.

A mastite é caracterizada por infec¢4o do tecido mamario de fémeas de suinos por
amostras de Escherichia coli e de outros géneros de bactérias. A taxa de morlalidade de
fémeas infectadas € haixa, mas suinos recém-nascidos sofrem mais com a doenga & casos
de mortalidade séo comuns.

A colibacilose entérica suina € a causa mais comum de mortalidade de animais
recem-nascidos. O agente etiolégico principal desta doenca séo linhagens de Escherichia
coli enterotoxigénicas (Wilson & Francis, 1986). A patogenicidade das mesmas esta ligada a
producéo de diferentes fatores de viruléncia tais como as loxinas STap, STh e LT e os
fatores de colonizagdo K88, K99, 987P, F41, F42 e F165 (Moon, 1990)

A infecgéo de sufnos pode ocorre principalmente em trés periodos de vida. Na
primeira semana ap0s o nascimento (neonata! imediata), ao redor de trés semanas apos o
nascimento (fase de amamentagdo) e durante as duas semanas seguintes ao desmame. As
nfecgdes mais severas sdo aquelas adquiridas antes e durante o periodo de amamentacao,
quando ¢ sistema imunologico ainda ndo esta totalmente desenvolvide, ficando o animal
dependents dos anticorpos obtidos do colostro do lelte materno. O anima! infectado sofre
desidratacdo e perda de peso, o que pode em muitos ¢asos levar a more (Stevenson,

1963).
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Mos Estados Unidos, cerza de 48" dos casos de diarréia neonatal em suinos 580
causados por amostras de Escherichia cofi (Wilson, 1984). No Brasil ainda no existem
muitos dados a este respaito, mas a incidéncia parece ser privima ou mesmo maior
{Pestana de Castro, A F ., comunicagBio pessoal). A taxa de monalidade de animais
infectados, principaimente neonatal, parece ser igualmente alta, g0 redor de 5S0%. A
mortalidade aliada & perda de peso dos animais sobreviventes é responsave! por grandes
prejuizos econdmicos a suinocuitura brasileira,

As amostras de ETEC patog#nicas a suinos geralmente pertencem a determinados
sorogrupos (Sojka,1965), Q levantamento de sorogrupos e fatores de viruléncia presentes
em amostras isoladas de suinos com diarréia no Brasil apresentaram parcial correla¢do com

os dados da literatura (Gatti ef af., 1985).

2.3, DESENVOLVIMENTO DE VACINAS

A grande incidéncia de colibacilose entérica suina e 05 muitos prejufzos decorrentes
desta doenga no Brasil aliada ao fato dos mecanismos de prevencdo e tratamento néo
serem totaimente eficazes, levam a necessidade de desenvolviments de vacinas eficientes.

A pesquisa e desenvolvimento de vacinas potenciais depende dos estudos basicos
de patogenicidade e imunologia os quais irdo delerminar os epitopos antigénicos capazes
de estimular o sistema imunolégico do hospedsiro em termos de uma resposta protetora

aficaz.

2.3.1. BACTERINAS, TOXOIDES E ATENUAGAO

As vacinas bacterianas disponiveis atualmente, podem ser divididas em dois grupas:

bacterinas e toxdides (isaacson, 1985)



Bacterinas s&o preparagdes que contém a célula total de bactérias moras por
tratamentos fisicos ou quimicos. Toxbides sdo derivados de componentes das toxinas
importantes. Atualmente toxdides s&o incluidos numa classe emergente e promisscra de
vacinas, as vacinas de subunidades. A grande vantagem do uso de vacinas de subunidades
em relagado as bacterinas deve-se a n&o utilizagdo de componentes celulares que, além de
nédo contribuirem para a ativagéo da resposta imunelégica poderiam ser toéxicos ao
hospedeirg,

Contudo, até o momento, a grande maioria de vacinas utilizadas na prevengéo de
infecgbes causadas por amostras de Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC) tem sido
baseadas em preparados de enterotoxinas e fatores de colonizagéo (Levine et a/., 1983).

Neste aspecto, a enterotoxina LT fortemente imunogénica e em experimentos de
imunizagéo apresenta a capacidade de estimular a resposta imunolégica, com consequente
producac de anticorpos anti-LT (Kaper & Levine, 1988). A enterotoxina $Ta, apesar de ser
considerado um imunogénico fraco devido ao pequeno tamanho da sue forma ativa (Frantz
& Robertson, 1981), pode adquirir maior capacidade imunogénica quando acoplada a uma
proteina carreadora (Gianella et af., 1981; Kauffman, 1981). De fato, quando a proteina de
membrana externa OmpC foi utilizada ¢como carreadora da toxina STa, a imunizacéo de
coelhos provocou uma producéo de anticorpos em resposta és duas proteinas (Saarilahti, ef
af., 1989).

Com relacdo as fimbrias de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) estas séo
consideradas fortemente imunogénicas e tem sido utilizadas no desenvolvimento de vacinas
(Levine ef &/ 1983). Diversos pesquizadores demonstraram gque arnticorpos produzidcs a
partir da Inonulagdo de Yimbrigs s@o capazes de dificuttar ou mesmo impedir a colonizacdo
do epitetio do intestino delgado do hospedeiro, pelas bactérias que as expressem {Rutter &
Jones, 1973, Acres et af, 1979; Morgan et a/, 1978; Sojka ef a/, 1978; Nagy ef &/, 1978;

'saacson ef al., 1980; Runnels ef a/., 1987; Contrepois & Girardeau, 1985).
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Os suinos recém-nascidos n#do apresentam o sistema imunolégico totalmente
formado, sendo dependentes de anticorpos adquirides do colostro e do leite materno. A
administragéo parenteral de fimbrias purificadas ou bacterinas em f8meas grévidas induzem
a producéio de anticorpos que acabam sendo transferidos para o5 recém-nascidos através
do colostro e do leite, mas nao através da placenta. (isaacson ef &/, 1985: Morgan ef a/.,
1978; Nagy ef af. 1978 Acres ef g/ 1979). Esta imunizacéo, entretanto, néo € capaz de
nroteger de maneira eficiente, os recém-nascidos (Porter, et 2/, 1974}

A imunizagfio por via oral, na maioria dos ¢as0s, tem apresentado maijor eficiéncia
quando comparada com as demais vias, pela ativagéo direta do sistema imunologico
intestinal, e consequente produgfio de IgA. Suinos imunizados por via oral com bactérias
mortas apresentaram resultados apenas moderados (Porter, ef af/.. 1974} contrastando com
a resposta oblida apés utilizacho de bhactérias vivas atenuadas. cujos resultados foram
promissores (Moon, 1981; Moon ef af | 1988; Francis & Willgohs, 1991)

Linhagens de Escherichia coli atenuadas apresentam capacidade de expressar
fimbrias como K88, K99 ou 987P e de colonizar a mucosa intestinal do hospedeiro, ativando
de modo mais eficiente uma resposta imunoldgica, sem contudo apresentar o
desenvolvimento de doenca, Fémeas de suinos imunizadas por este método apresentam
imunoglobulinas 1gA & IgM no colostro e no leite, bem como 1gG no soro sanguineo (Moon,

1984 Moon ef af., 1988).

232 TECNOLOGIA DO DNA RECOMBINANTE
A aplicacéo da tecnologia do DNA recombinante no desenvolvimento de vacinas tem
contribuido de maneira significativa na obtencdo de linhagens com atenuacéo estavel e
segura, além da construgdo de carreadores para epitopos antigénicos responsaveis pela
patogenicidade. Deste modo, linhagens podem ser desenvolvidas para expressar varios
epftopos antigénicos simultneos, simplificando @ producdc e permitindo & imunizagao

contra mais de um microrganismeo,
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As subunidades constituintes da estrutura da fimbria {8m sido estudadas am relagéo
a esta capacidade de expressar e carrear epitopos antigénicos exégenos, sem contude
evitar a montagem correta da fimbria. As regifes varidveis do gene estrutura!l da fimbria
Tipo1 foram substituidas pelas sequéncias génicas do virus da hepatite B, do antigeno C3
do virus da poliomielite Tipo1 e d¢ nicleo capsideo do virus da febre aftosa (klemm &
Hedegaard, 1990) Em muitos destes experimentos a fimbria foi expressa na superficie
bacteriana e reconhecida tanto por anticorpos anti-Tipo1 quanto por anticorpos confra os
antigenos carreados.

A substituicéo de regides na subunidade faeG da fimbria K88ab pela insercdo de
sequéncias nucleotidicas conhecidas e a analise da expressdo destas através do
macanismo de secrecéc & montagem da fimbria, também mostrou 2 possibilidade de
uttizacAo destas regides hipervanaveis para clonagem de genes exogenos {Thiry ef af
1989).

Um outro estudo utilizou 2 subunidade principa! da fimbria K88ab para construir uma
fus@do com a proteina pré-52 do virus da hepatite B, e também destacou a possivel
utitizacao deste sistema como vacinas recombinantes (Pedersen & Andersen, 1991), Estes
resultados promissores iniciam um nove campo de pesquisa e desenvolvimento de vacinas
bacterianas pela utilizagdo de fimbrias como carreadores de sequéncias antigénicas.

Entretanto, para uma vacina atingir indices elevados de eficiéncia imunologica é
importante estimular uma resposta simultédnea antibactéria e antitoxina, provocando assim
um efeito sinergistico. Desta maneira, o desenvolvimente de linhagens atenuadas com
capacidade de expressar antigenos fimbrianos ¢ antigenos de toxinas séo de extrema

importancia (Francis & Willgohs, 1991).



2.3.3. ATENUACAQ DE Salmonelfa

Muitos grupos de pesquisadores tém utilizado linhagens atenuadas de Sa/monelfa
como vacinas experimentais para a apresentacdo de antigenos heterdlogos a0 sistemsa
imune {Chatfietd ef af, 1589).

Linhagens de Salmoneffa atenuadas através de mutagéio no gene gaft tém sido
muito utilizadas para a inser¢céo e expresséo de plasmidios recombinantes dos genes de
antigenos de Shigeffa sonnel (Formal et a/., 1981}, subunidade B da toxina LT de Ecoff
(Clements ef s/, 1984), operon da fimbria K88ab de £ coli (Stevenson ef af | 1983), e gene
da P-galactosidase (Brown ef a/., 1987).

Entretanto. as linhagens de Salmonelfa mais utilizadas para expressdo de proteinas
recombinantes tém sido aquelas atenuadas por mutacdo nos genes aro de compostos
aromaticos. Plasmidios recombinantes codificande a subunidade B da toxina LT de E.colf
(Clements ef a/.. 1986; Schiidel ef a/, 1989), proteina M de Streptococcus (Poirier ef af,
1988), nucleoproteina de virys Influenza A (Tite et al., 1930), hemaglutinina filamentosa de
Bordetellta pertussis (Guzmén etal. 1991) foram inseridos em Safmonefia e estas
construgdes utilizadas para s= analisar a estimulagéo do sistema imune do hospedeiro.

As vantagens da utilizacéo de linhagens atenuadas de Safmonella como carreadores
inclul a possibliidade de serem utilizadas como vacinas administradas por via oral, e de
seram capazes de estimular no hospedeiro, resposta secretdria, humoral & mediada por
células (Chatfield et al 1989 Entretantc, apenas uma resposta imune fraca foi observada
nos testes das proteinas recombinantes, devido 8 instabilidade plasmidial na auséncia de
pressdn seletiva "in vivo®, possivelmente devido as linhagens atenuadas podersm se
multinticar algumas vezes dentro do hospedeiro na auséncia de antibidticos. Qutros estudos
demonstraram que pode ser obtida estabilidade pela inser¢fio do gene do antigeno
heterdlogo a ser expresso dirstamente no cromossomo de Saimonela (Strugnell ef af
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Diferentes grupos de pesquisadores t8m direcionade o5 seus estudos no
desenvolvimento de esiratégias que permitam inserir genes heterdlogos no cromessomo de
Satmoneffa, nrincipalmente nos genes aro dos compostos aromaticos e galt.

Uima linhagem de Salmonella galE atenuada fai construida através de clonagem em
ntasmidin do gene gaf delecdo de parte do mesmo e posterior recombinagaoc com o gene
galE cromossémico. Esta linhagem ndo apresentou reversfo e estimulon a produgdo de
anticorpos quando inoculada em camundongos (Hone et al, 1987). Posteriormente, esta
linhagem foi uhilizada para expressar o gene do operon da fimbria KBBab de E£.cofi pela
clonagem num plasmidio com o gene his deletado e recombinagéo com o mesmo gene
cromessBmico em Safmonella (Mone ef af, 1988).

Neste presente trabalho tivemos como objetive a clonagem do gene faeG de
Fscherichia cofi como possfvel carreador de sequéncias nucleotidicas de interesse
médico-veterinaric. Esta primeira etapa deverd contribuir para o desenvolvimento de
vacinas pela tecnologia do DNA recombinante e é parte integrante de um projeto extense do
ahoratério de Biologia Molecular, do Departamente de Microbiologia e !munologia da
UNICAMP Entretanto, a obtencdo de uma vatina eficiente e segura, seja pela ulilizagso de
fus@o g8nica e codificaclo protéica de carreadores acoplados a fatores de viruléncia, seja
pela \tiizacdo de Safmonelia etenuada ou sinda por um sistema misto, dependera de outros

resultados a sarem obtidos posteriormente,
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. PLASMIDIOS E LINHAGENS BACTERIANAS

Os plasmidios € linhagens bacterianas utilizados neste trabalho estdo relacionados

nas Tabelas 4 e 5, respectivamente.

Taheala 4, Plasmidios utilizados

PLASMIDIOS CARACTERISTICAS ORIGEM

pFMZ05 = K88ab~ % Ap't Mouoi ef af., 1979
puC1g’ Ap' fact Vieira & Messing, 1985
pUC19’ Ap' fact Vieira & Messing, 1985
PSM1 plC18/faeG ? Ap esie trabatho
pPSM2 pUC19/faeG Ap' este irabalho
pSM3 pUC19/faeG Ap' Hindlll- esta trabatho
poM4 pUC19/facG Ap’ Hindlll* &ste irabaiho

+K8Bab~, contém o operon da fimbria K88ab

 Ap'. apresenta resisténcia a ampicilina

©lac, possui o promotor fac, f-galactosidase positivo
1 faeG, gene da subunidade principal de fimbria K88ab
® esquema representado na Figura 4

' esquema representado na Figura 5



Tabeia 5. Linhagens de Escherichia coli utilizadas

LINHAGENS CARACTERISTICAS ORIGEM

DHSx supE4dd, AlaclU169 (4so Hanahan ef a/., 1983
facZ AM15), AsdK17 . recAt,
endAl, gyrASe, thi-t, relid

V17 referéncia de PM plasmidial Macrina ef a/., 1978
(32.04:5.19:3.48; 3.03;
2.24:1.69;151,1.25) 2

s valores de peso molecular em megadaltons
As amosiras bacterianas ulilizadas neste trabalho foram conservadas em meio

senti-soiido a temperatura ambiente com repigues a cada 6 meses.

Ap.  EcoRi

Hineli
»

faels \ EcoRl

pFM205
{(11,1Kb) Drai

Tc

Hindil
Figura 4. Mapa fisico do plasmidio pFM205

Fonte - Mooi et &af.. 19879,



lacZ

Plac

pUC18/pUC19
Ap' (2,89Kb)

polilinker

lacl

oﬂf

Plac
POLILINKER
—»

plC19
Thr Mot lie Thr Pro Ser Leu His Als Cyn Arg Ser Thr Lew Giy Asp Pro Arg Val Pro Ser Ser Asn Ser Leu Ale
ATG ACC ATG ATT ACG CCAAGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA CTG GCC

HindiH ~ Sphi Pt gall  Xbol  BemHl Smai Kpnl Sacl  Ecoll
Hinch Xmal

plUC18
Thr Met He Thr Asn Ser Ser Ser Val Pro Gly Asp Pro Leu Giu Ser Thr Cys Arg His Ala Ser Leu Ala Lev Ala
ATG ACC ATG ATT ACG AAT TCG AGC TCG GTA CCC GGG GAT CCT CTA GAG TCG ACC TGC AGG CAT GCA AGE TTG GCA CTG GCC

EcoRl Sacl Kpnl Smal BamHi Xbal Pst Sphi Hindilt

Sal
Xmal Accl
Hincll

Figura 5. Mapa fisico dos plasmidies pUC18 e pLUC18
Fonte - Vieira & Messing, 1985,



3.2. MEIOS DE CULTURA

Todos os meios utilizados para manulencdos. cullivo e ensaic das amosiras
bacterianas foram preparados som reagentes de grau P A, H.O destilada, & esterilizados
por autoclavagem a 121°C por 20 min. Qs antibidticos foram acrescentados nas
concentragdes adequadas, quando necessario Para prepara¢do de meios sdélidos foi

utillzado agar (Difco) na concentragdo de 15 g/l e para meios semi-solidos 7 git..

MEIC LB (Luria - Bertani)

hacto-tripfona ......................100¢
hacto-extrato de levedura ........... 50 ¢
NaCl o 100G

Os solutos foram dissolvidos em 800 m!i de H,C destilada, o pH acertado para 7.0

com NaOH 10 M e o volume completado para 1 L ¢ autoclavado.

MEIO BHI (Brain Heart Infusion)
40 g de BHI (Difco) foram diluidos em 1L de H,O destilade e autoclavado .

MEIO SOB
bacto-triptona .......... e 200 9
haclo-exirato de jevedura ... 5049
Lo R 059

Os solutos foram dissolvidos em 800 ml de H.O deslilada e fol acrescentado 10 m!
de KC! 250 mM antes de ser acerlado o pH para 7.0. © volume fol corrigido para 875 ml

apos ser autoclavado, foi adicionado ao meio 5 mi de solugdo MgCl- 2 M esterilizada.



MEIO S0C
Ao meio SOB foi adicionado 20 ml de solugéo de glicose 1 M esterilizada por filtragéo

em membrana Millipore 0.22 ;m.

3.3, SOLUCOES DE USO GERAL

Todas as solugbes utilizadas foram preparadas com reagemtes de grau PA, H,0
destilada defonizada MIlQ (Millipore inc.) e esterilizados, quendo necessario, por

autoclavagem a 121°C por 20 min oy filtragso em membrana Millipore 0 22 :m.

34 EXTRACAQ DE DNA PLASMIDIAL

3.4 .1, EXTRACAC DE DNA PLASMIDIAL EM PEQUENA ESCALA

Para extracdo rapide de DNA plasmidial em pequena escala fol utilizado o método
descrito por Birhoin & Doly 1979, com modificagdes.

As amostras hacterianas foram inoculadas em 4 ml de meio LB e fol acrescentou-se
100 Lg/m! de ampicilina naquelas resistentes. Ap6s 18 h de incubagéo a 37°C, 1.4 ml de
cultura fol transferida para fubo eppendorf (1.5 ml) e centrifugada & 12000 g por 1 min em
microcentrifuga. O sobrenadante foi removido e o sedimento ressuspendido em 100 | de
solucéo | (10 mM EDTA, 25 mM Tris-HC! pH 8.0). O tubo foi mantido em gelo por 5 min e
200 ui de solugdo N (02 N NaGH, 1% SDS) foi adicionado, homogengizando-se por
invers&o. A suspensao clara e viscosa foi mantida em gelo por 3 min & apds este periodo foi

adicionado 150 1l de solugéo Il {acetato de sodio 3 M noH 4.8).



O tubo foi inverlido por alguns segundos para a formagéo da rede de DONA e
mantido em gelo por 15 min para precipitagéo de proteinas, RNA de aito peso molecular &
DNA cromossémico. A preparagdo foi centrifugada a 12000 ¢ por & min e 400 1l de
sobrenadante transferidos para um tubo eppendorf novo onde 1 ml (2,5 vol.) de etanol 100%
gelado foi acrescentado pare precipitagéo de DNA plasmidial. O tubo foi invertido, mantido a
-20°C por 1 h, & entdo centrifugado a 12000 g por 6 min.

O sobrenadante foi retirado e o sedimento, apés secagem, foi ressuspendido em 40
il de TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA) para analise do perfil de DNA plasmidial por
glelroforese em gel de agarose. Nas preparagbes de DNA plasmidial a seram digaridas com
enzimas de restricdo, o sedimenta obtido foi ressuspendido em 100 .l de solucdo IV {acelato
de sodio 0 1 M, Tris-HCI 0.05 M pH 8.0) & adicionado 200 ::i {2 vol.) de etanol 100% gelado.
O tubo foi invertido, mantido 2 -20°C por 1 h, & novameante ¢entrifugado a 12000 g por § min.
Apos secagem, o sedimento foi ressuspendido em 36 ;i de TE (10 mid Tris-HCI pH 8.0, 1
mM EDTA) e acrescentado 4 i} de RNAse A (10 .g/ml) para concentracdo final de 1 ug/ml.

3.4.2 AMPLIFICAGAQ DE DNA PLASMIDIAL

Os plasmidios pBR322 e pFM205 foram amplificados antes de ser realizada a
axtragdo de DNA plasmidial em grande escala. Amostras bacterianas foram inoculadas em
tubo com 4 mi de LB e ampicilina numa concentragéo de 100 sg/ml e incubadas por 18 h a
37°C. Uma diluigso 1:100 realizada em um erlenmeyer com 50 m! de maio LB e ampicilina fol
incubada sob agitag8o de 150 rpm a 37°C até atingir a fase logaritmica de crescimento
{OD. 0.5). Uma nova diluiglo foi feita, agora de 1:10, em 2 frascos erlenmeyer com 50 mi de
meio LB cada. Os frascos foram incubados sob agitacdo de 150 rpm a 37°C até uma
densidade oplica OD 0,6, Aos frascos foi adicionado cloranfenicol numa concentracédo final
de 170 ug/mt e mantida a incubagéo sob agitagéo por 18 h. A cultura foi transferida para

tubos de polipropileno de 5C ml e centrifugade a 5000 rpm por 10 min.



343 EXTRAGCACQ DE DNA PLASMIDIAL EM GRANDE ESCALA

Para a exiracdo de DNA plasmidial am grande escala foi utilizado o método descrito
em Sambrook ef af., 1989, com modificagbes.

Amostras bacterianas foram incubadas em 4 m! de meio LB com o antibidtico
ampicilina (100 ng/m por 18 h a 37°C e 100 i transferidos para 2 frascos erlenmeyers
{150 ml) com 50 ml de LB e ampicilina. Os frascos foram incubados sob agitagéo de 150 rpm
a 37°C por 18 h e a cultura posteriormente transferida para lubos de polipropilenc (40 mi).
Os tubos foram centrifugados a 5000 rpm por 10 min, o sobrenadante retirado e cada
sedimento ressuspendido em 5 mi de solugéo ! {10 mM EDTA pH 8.0, 256 mM Tris-HCI
pH 8.0, 50 mM glicose, 2 mg/ml lisozima). Os tubos foram mantidos em gelo por 30 min e
adicionados 10 m! de solugdo I! (0.2 N NaOH, 1% SDS). Os tubos foram, entée, invertidos
suavemente, recolocados em gelo por 5 min e a lise alcalina interrompide pela adi¢éo de
7.5m de soluglo il (acetato de sodio 3 M) Apds incubac¢do de 30 min no gelo, a
preparag&o foi centrifugada a 12000 rpm por 15 min & o sobrenadante transferido para outro
tubo através de filtragdo em gase. A precipitagdo de DNA foi feita pela adigdo de 13,5 mi
(0.6 vo!y de isopropanoc! gelado, incubagéo a -20°C por 1 h e centrifuga¢éo a 10000 mpm por
10 min. O sedimento foi lavado com 10 ml de etanol 70%, seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em 1 mi de TE {10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA). A purificacéc de DNA
foi feita por extrac&o com fenol.cloroférmio:alcool iscamilico ou pelo kit de purificagéo de

DNA da Promega ("Magic™ DNA clean-up system"), conforme descrite nos itens .

3.5 QUANTIFICAGAC DE DNA POR ESPECTROFQTOMETRIA

A quantificacio de DNA por espectrofotometria fol feita de acordo com ¢ descrito em

Sambrook ef af. . 1989.
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As preparagles foram diluidas 50, 100 e 500 vezes e analisadas quanto 3
absorbancla nos comprimentos de onda 260 nm e 280 nm A leitura 2 260 nm permite
calcular a concentragdo de écidos nucléicos Umsa unidade de absorbancia (OD) a 260 nm
corresponde a 50 ugimi de DNA dupia fita, 40 ng/ml de DNA fita simples e RNA_ ou 20 pgfmi
de oligonuclsotideos fita simples. A razéo entre a leltura em 260 nm e 280 nm (ODog /0D
fornece uma estimativa da pureza da amostra. Preparacdes puras de DNA t3m valores desta

relacdo enire 1,8 e 2,0, S houver contaminagdo com proteina ay fenol, o valor serd menor .

36 CLONAGEM MOLECULAR

3.6.1. DIGESTAQ DE DNA COM ENZIMAS DE RESTRICAQ

As enzimas de restrigdo foram utilizadas de acordo com as especificagdes do
fabricante (Pharmacia LKB) e o método utilizado conforme descrito em Sambrook ef af.,
1989, com modificagdes.

Em tubo eppendorf novo, 1 g de DNA foi diluido em H,O deionizada até um volume
de 18 ul. A esta solugéo foram adicionados 2 ul de tampAo "one-phor-all buffer® (100 mM
tris-acetato pH 7.5, 100 mM acetate de magnésic, 500 mM de acetatc de potassio)
concentrado 10 vezes e fornecido pelo fabricante, O tubo fol mantido em gelo ¢ 0.5 1 da
enzima de restricdo adequada foi adicionada (5 - 10 unidades) & misturada.. A reagéc foi

incubada em temperaturas e tempos apropriados para cada enzima:

Bstell - 65°C 1 h Dral-37°C1h
Hincll - 37°C 1 h Hindlit-37°C1h
EcoRi-37°C1h Baml-37°C 1h
Psf-37°C1h

As reagdes foram inativadas por aquecimento a 65°C por 20 min ou por 85°C por 30

min. O resultado foi observado por elelroforese em gel de agarose.
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3.6 2, DESFOSFORILAGCAC DE DNA DO VETOR PLASMIDIAL

Os vetores pUC18 e pUCTY utilizados foram digeridos com enzimas adequadas e
desfosforilados pela adigéo de 2 |l de fosfatase alcaling (Pharmacia LKB), diluida 1:20 em
tampéo “one-phor-all buffer® fornecido pelo fabricante & diluido 1X. Apds 30 min a 37°C, a
reacdo fol inativada por aguecimento a 85°C por 15 min ou por adigso de EDTA 0.5 M para
uma concentracdo final de 5 mM. A preparagdo foi purificada por fenclicloroformio &

precipitada pelo acréscimo de etanol, apés corre¢do da concentragéo salina para 200 mM.

3.6.3. CLONAGEM MOLECULAR DO GENE faeG

A reacdo de ligagAo entre as extremidades abruptas do fragmenlo faeGG ao vetor
pUC18 foi realizada segundo métode descrito em Sambrook ef &/, 1988 e conforme
recomendacio do fabricante das enzimas (Pharmacia LKB), estando esquematizada na
Figura 13.

Num tubo eppendorf foram adicionados o equivalente a 0,1 .ig de DNA plasmidial do
vetor pUC18, clivado com enzima de restricdo Hincll e desfosforilado por fosfatase alcalina,
e 0.3 ug do fragmento faeG (pFM205), clivado com enzimas de restricéo Dral e Hincli e
purificado por “gene clean” (Bio 101) para um volume final de 12 1 Ao tubo foram
adicichados 2 uf de tampéo “one-phor-all huffer® 10X (Pharmacia LKE), 6,5 .1 de ATP 1 mM
2 1.5 4l de enzima T4 DNA ligase. A reagdo foi incubada a 16°C por 16 h e Inativada por
aquacimento a 65°C por 10 min. A eficiéncia da reagdo foi anallsada por eletroforese em ge!
de agarose e células competentes de DH5« foram transformadas, conforme descrito no item
. Os transformantes obtidos foram analisados guanto a presence do fragmento faeG

slonado.
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364 CLONAGEM MOLECULAR PARA CORRECAQC DA ORIENTACAO DO

GENE faeG

Em um tubo eppendorf fol adicionado o equivalente a 0,1 ;g de DNA plasmidial do
vetor pUC19, desfosforilado com fosfatase alcalina apos ser clivado com enzimas BamHi e
Hindill, e quantidade equimolar do fragmento faeG clonado no plasmidio pSM1, clivado com
as mesmas enzimas & purificado por "gene clean® {Bio101). H,O deionizada foi adicionada
para um volume final de 15 .l & entdo acrescentados 2 .l de tampéo “one-phor-all buffer®
10X (Pharmacia LKB), 2 ul de ATP 10 mM & 1 4l de enzima T* DNA ligase. A reac#o foi

incubada & 16°C por 18 h & ¢élulas de DHS> competentes foram fransformadas.

365 DELECACO SITIO ESPECIFICA PELO PREENCHIMENTO COM KLENOW
DNA POLIMERASE

O plasmidio pSM2 foi clivade com a enzime de restricdo Hindlll. Apos inativacéio
enzimatica, foi adicionado ao tubo 1 pl de solugdo de ANTP (dTTR, dATP, dCTP, dGTP) a
uma ¢oncentracdo de 1 mM cada, e 0.3 ul da enzima Klenow DNA polimerase (Pharmacia
LKB;}. A reagdo foi incubada por 15 min a temperatura ambiente e inativada por aguecimento
a 75°C por 10 min.

No tubo de reagéo foram entdo adicionados 1 4 de ATP 10 mM o 1 il de enzima T4
DNA ligase. A reacdo fol incubada a 16°C por 18 h e células DH5x competentes foram

transformadas.
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366 COLOCAGCAC DE "LINKER" PARA RESTABELECIMENTO DO SiTIO DE
RESTRICAD Hindlli

O plasmidio pSM3 foi digerido com enzima de restricdo Hincll, sendo 200 ng
transferidos para novo tubo onde foram adicionados 100 ng de “inker® Hindli, H,O
deionizada para um volume de 17 ul, 2 il de tampéo "one-phor-all buffer* 10X (Pharmacia
LKE) e 1 ol de T* DNA ligase. A reacdo foi incubada a 16°C por 16 h & a enZima inativada
por aquecimento a 65°C por 20 min.

O excesso de "linker" Hindll foi refirado por digestdo enzimatica com Hindil,
separacdo de fragmentos por eletroforese em gel de agarose, purificacdo por kit "gene
ctean” (S10101) e religacéio das exiremidades coesivas formadas. Uma saliquota desta

reacho foi utilizada para transformar células DH5x competentes.

3.7. PURIFICAGAQ DE DNA PLASMIDIAL

371, PURIFICACAO DE DNA PLASMIDIAL ATRAVES DE EXTRAGAO COM
FENOL : CLOROFORMIO : ALCOOL ISOAMILICO

A purificacle de DNA plasmidial através de extragdo com fenol © cloroformio @ &lcoot
isoamilico foi realizada conforme descrito em Sambrook ef @/, 1989,

A solucdo obtida na lise alcalina em grande escala foi dividida em tubos eppendorf
com 500 1! em cada. Aos tubos foram acrescentados igual volume de uma mistura de fenol
cloroférmio - Alcool iscamilico numa proporgéo de 25:24:1, e apés agitaglo suave, foram

centrifugados a 12000 g por 30 s a temperatura ambiente,



A fase aquosa superior foi transferida para novo tubo le o procedimento repetido até
ndo ser visuallzado residuo protéico na na interface liguida. A fase aquosa fol novamente
transferida e igual volume de cloroférmio : dlcool iscamilico acrescemado, novamente
misturado e centrifugado nas condigdes anterioras. A concentragéo salina fol acertada para
200 mM e adicionado 2,5 vol de efanol 100% ou 0.6 vol de isopropanol; o tubo fol entdo
invertido e colocado a -20°C de 1 h a 16 h. O tubo foi cantrifugado a 12000 g por 6 min, o

sedimento seco a vacuo e ressuspendido am H.O deionizada

372 PURIFICACAO DE DNA PLASMIDIAL PELO KIT "MAGIC™ DNA CLEAN-UP

SYSTEM" (Promega)

Sclucéc de DNA plasmidial de 100 14 foi misturada a 1 ml de resina em tubo
eppendorf. Esta mistura foi transferida para uma seringa de 3 ml &, apds colocacéc do
embole na seringa. a mistura foi injetada em uma minicoluna. A resina foi lavada com 2 ml
de isopropanol 80% & seca por centrifugacao de 20 5 em microcentrifuga. A minicoluna fol
conectada a um tubo eppendorf nove e 200 ) de H.O MilliQ pré-aquecida a 70°C
acrescentada a resina. Apds 1 min o sistema fol centrifugado por 20 seg. em microcentrifuga

para a eluicdo do DNA,

3.73 PURIFICAGAC DE FRAGMENTOS DE DNA PELO KIT “GENE CLEAN™

{Bio 101 Inc)

Os plasmidios digeridos com as enzimas de restricdo adequadas tiveram os
fragmentos separados por elstroforese em gel de agarose em tampéo TAE 1X (Tris-acetato
004 M, EDTA 1 mM). Os fragmentos ¢orretos foram detectados por visualizacdo em luz
ultravioleta de onda longa e excisados do gel. Os pedacos de agarose contendo o5

fragmentos foram colocados em tubo eppendorf e seu volume determinado.



Ao tubo fol acrescentade 2.5 a 3,0 vol de solucho estogue de Nal, sendo o tubo
mantido a 50°C até dissolugéio completa da agarose, quando foram adicionados 5 ul de
“glassmilk” (Bic 101). © tubo foi entdo incubado em gelo por 5 min e centrifugado a 12000 g
por 5 s sendo o sobrenadante retirado.

Q sedimento foi ressuspendido com 10 a 50 vol da solugéo "new wash® (Bio 101)
getada, os tubos foram centrifugado a 12000 g por 5 s e esta lavagem repetida outras duas
vezes. O sedimento foi, finalmente, ressuspendido com TE (Tris-HC! 10 mM, EDTA 1 mM)
ou dH20 num volume equivalente ac de “glassmilk” adicionados anteriormente, & apés nova

centrifugacéo o sobrenadante foi utilizado para clonagem molecular.

3.8, TRANSFORMACAD BACTERIANA

3.8.1. PREPARO DE CELULAS COMPETENTES

A linhagem DH5x foi inoculada em 3 ml de LB e incubada a 37°C por 18 h. Uma
aliquota deste crescimento foi transferida para 50 m! de LB em frasco erlenmeyer numa
dituicdo de 1:20 ou 1100, ¢ incubada sob agitagdo de 150 rpm a 37°C até atinglr
absorbaéncia 0.5. A cultura foi dividida para dois tubos de polipropiieno esterilizados (25
mifubo}, e mantida em gelo por 10 min A seguir esta cultura foi centrifugada a 5000 rpm por
10 min a 4°C, o sobrenadante retirade & o sedimento ressuspendido em 20 mi de solugso de
CaCiz 0.1 M. Os tubos foram mantidos em gelo por 10 min e centrifugedos nas mesmas
condigdes anteriores. O sobrenadante fol refirade e ambos os sedimentos foram
ressuspendidos em 2 ml de CaCiy 0,1 M, sendo entdo fransferidos para tubos de ensalo

previamenie gelados em aliquotas de 200 .l onde permaneceram em gelo no minimo 4 h.
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3.8.2 ADICAC DE DNA AS CELULAS COMPETENTES

Aos tubos anteriores foram adicionados 100 ng de DNA a ser inserido nas células
compeientes, sendo mantidos por 40 min em gelo. A seguir, foram submetidos a um choque
térmico de aguecimento por 5 min @ 37°C seguido de resfriamento em gelo por 2 min.

Em cada tubo foi adicionado 800 pl de meio SOC e, apés incubagéo a 37°C por 45
min, o conteudo foi transferido para outro tubo. Estes foram centrifugados a 12000 g nar 2
min, sendo o sedimento ressuspendido em 100 i de LB A preparacdo foi inoculada em
placas de Petri em meio seletivo adequado, quando necessario.

As placas foram incubadas a 37°C por 18 h & as coldnias isoladas analisadas por

axiracio plasmidial em pequena escala seguida de digestdo com enzimas de restrigao.

3.9 EXTRACAO DE PROTEINAS

3.9.1 EXTRAGAQ DE PROTEINAS BACTERIANAS TOTAIS

As amostras bacterianas foram inoculadas em 4 mi de meio BHI com o antibidtico
adequado e incubadas a 37°C ou 16°C, quando nescessario, por no minimo 18 h Aliquotas
de 100 ul foram utilizadas para semear placas de petri com meio BHI dgar e esta cultura foi
incubada nas mesmas condigdes anteriores. C crescimento bacteriano foi coletado e
dissolvido em 500 i de PBS pH 7.2, homogeneizado em vortex por 5 5 e centrifugado a
12900 g por 5 min. O sedimento foi entdo ressuspendido em 200 ¢} de PBS e igual volume
de solucéo de ressuspensdo X (Tris-HC! 100 mM pH 6.8, Glicerel 20%, SDS 4%, Azul de
Bromofenol 0,2%, 2-Mercaptoetano! 10%) A preparag8o foi fervida por 5 min. a 100°C e
centrifugada a 12000 g por 5 min, sendo o sobrenadante transferido para outro tubo e

estocado por congelamento.



3.9 2. EXTRACAO DE PROTEINAS BACTERIANAS DE SUPERFICIE

As amostiras hacterianas foram inoculadas em placas de patrl {6 placas por amostra)
conforme descrito no método de extragdo de proteinas totais, & ¢ ¢rescimento fol coletado
com o auxilio de bastdo de Drigalski, apds adicdo del m! de PBS pH 7.2 por placa. A
preparacdo fol passada 10 vezes através de agulha de gauge 23 em seringa de S ml e
transfetida para tubos eppendorf.

Os tfubos foram centrifugados a 12000 g por 4 min, sendo o sobrenadante
cuidadosamente transferido para tubos novos, onde foi adicionade écido tricloroacético
(TCA) 40% num volume adequado para concentracdo final de 10%. Os tubos foram
mantidos em gelo por 20 min & novamente centrifugados. O sedimento foi ressuspendido em
etanol ; #ter {1:1) por vortex vigoroso ¢ mantido em gelo por outros 20 min, quando nova
centrifugacdo foi realizada. A lavagem com etanol . éter foi repetida outras duas vezes e ¢
sedimento final ressuspendido am 250 4l de PBS. Antes de ser realizada a eletroforese em
ge! desnaturante de poliacrilamida (FAGE-SDS) foi adiclonada & preparagéo Igual volume
de solugdo de ressuspenséo 2X (Tris-HCH 100 mM pH 6.8, Glicerol 20%, SDS 4%, Azul de
Bromofenol 0,2%, 2-Mercaptoetano! 10%), seguida de fervura a temperatura de 100°C por

5 min.



392 PRECIPITAGAO DE PROTEINAS DO SOBRENADANTE DE CULTURAS
BACTERIANAS

As amostras bacterianas foram inoculadas em 50 ml de meio BHI num frasco
srlenmevyer a partir de um pré-indculo em tubo de ensaio. Q frasco fol incubado sob agitagéo
a 150 rpm por 18 h a 37°C & a seguir a cultura fol transferida a tubos de polipropileno para
centrifugacdo a 10000 g por 10 min.

G sobrenadante foi entdo transferido para nove tubo e acrescentado A&cido
tricloroaceético (TCA) 40% para uma concentragdo final de 10%. Esta preparacéo foi mantida
em gelo por 10 min e centrifugada a 10000 g por 10 min. O sedimento foi ressuspendido por
vortex em 2 ml de soluglo de etano! ; éter (1:1) e transferido para tubos eppendorf. Os tubos
foram mantidos pot 20 min em gelo e centrifugados & 12000 g por 5 min O sedimento for
lavado outras duas vezes com etano! - éter e, finalmente, ressuspendido em 250 l de PBS
pH 7.2 A preparacfo fol desnaturada com adigso de solugdo de ressuspenséc € fervura,
conforme descrito na metodologia de extragéo de proteinas de superficie {tem 3.9.2)), antes

da separacéo por eletroforase em get desnaturante de poliacrilamida (PAGE-SDS).

310 ELETROFCRESE

3.10.1. ELETROFQRESE DE DNA PLASMIDIAL EM GEL DE AGARQSGE

Q meétodo de eletroforese de DNA plasmidial em gel de sgarose 1ol resalizado

conforme descrito em Sambrook ef 5/, 1989.



Agarose em concentracdo adequada foi dissolvida em tampdo TBE 1X (Tris-borato
0,09 M EDTA 2 mM) sob aquecimento e dispensada em placa de vidro para solidificagdo a
temperatura ambiente. Aliquotas de DNA foram adiclonadas a solugdo de ressuspenséo
{Azu! de bromofenol 0,25%., Xileno ¢ianol 0,25%, Ficoll 15%:) e aplicadas no gel. A cortida
eletroforética foi realizada com tampéo TBE 1X e submelida a uma diferenga de potencial de
B0V ou 100V, de acordo com o tamanho do gel {5 Viem)

Apb6s o tempo adequado, o gel fol corado em solugdo de brometo de atidio (5 ug/mb
nor 1 h a temperatura ambiente, oupor 16 h a 4°C & visualizado em transiuminador de (uz
ultravioleta de onda curta. Exposiglo a flime preto e branco 125 1SC por 10 s foi utilizado
como registro definitive dos resultados. A revelagdo & ampliagdo seguiram especificagdes do

fabricante {(Eastman Kodal).

3.10.2. ELETROFORESE DE PROTEINAS EM GEL DE POLACRILAMIDA-SDS
(PAGE-5DS)

A eletroforese de proteinas seguiu metodologia descrita por Laemmli, 1970, e o gel
foi preparado de acordo com especificagdes do "Hoefer Eletrophoresis Catalog and
Exercises” (1990-1981;

A corrida eletroforética utilizou o equipamento da Pharmacta LKE modelo 2001 e as
solugdes foram preparadas conforme mostrado na Tabela 6, para gel de separagao de
concentragdo 12.5% e gel de empacotamento de concentragdo 4%, nas quantidades
suficientes para o praparo de dois géis simuitaneamente .

As solucles foram misturadas por agitagdo branda constante e a eletroforese foi
realizada com tampsc de corride Tris-Glicina (Tris 0,025 M pH 8.3, Glicina 0,192 M, SDS
0.1%) sob uma diferenga de potencial de 120 V por 4 h ou corrente slétrica de 15 mA/ge!

durante 12 h. As proteinas foram visualizadas pela coloragdo de impragnacio com prata

40



Tabela 6. Solugdes para a preparacdo de gel de poliactiiamida-S0D5

SOLUCOES Gel de Separacéo ® Gel de Empaotamento ¢
12,5% Acrilamida 4% Actilamida

30% A9 2,7% BisAt 25 ml 2,66 mi
TrissHCI 1 5MpH 8.8 £ 3 11
Tns-HCICS5MpHEE 9.0 mi

SDS © 10% 600 wul 200

H-Q destilada 19,1 mi 12.2 mi

Persulfato de Aménio 10% 300 W 1060 W
TEMED* 20 i 104

¥ gerilamida
5 his-acrilamida
¢ dodecil suifato de sodio

SN, N, N, N- tetrametiletilenodiamina

5.10.2.1. COLORACAG DE GEIS DE POLIACRILAMIDA-SDS PELA IMPREGNACAD

COMPRATA

A coloracéo pela impregnacio com prata seguiu metodologia descrita por Bium &t
ai., 1887. O gei de poliacrilamida-SDS foi relirado do equinamentio de eielroforese &
transferido para um recipiente onde as solugfes foram trocades de acorgo com a sequéncia
descrita na Tabela 7. Durante toda a colorag&o ¢ gel foi manipulado com o auxilio de iuvas &
mantido sob agita¢ao orbital constante. A revelacac foi interrompida guando as proteinas se

tornaram adequadamente visiveis.
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Tabela 7. Sequéncia de solugdes para a impregnacao de PAGE-SDS com prata

SOLUCOES TEMPO

Fixador (Etanol 50%. Acido Acético 12%, >1h
0.5 milt. de Formaldeids & 37%)

Etanol 50% 3X 20 min
Tiossulfato de Sadic 0.02% 1 min
H.O destilada 31205
Marcador (Nitrato de Prata 0,2%, 0,75 miiL 20 min

formaldeido a 37%;

H,O destilada 2X 20 s
Revelador (Carbonato de Sodio 6%, Tiossulfalo de aprox. 10 min
Sadio 0.4 mgh., 0.5 miL de Formaldeido a 37%)

H-O destilada 2X 2 min
Bleguaador (Mstanol 50%. Acido Acético 12%) 10 min

Os geis foram folografados e recolocados no recipiente para as imersées em
metanol 30% por 30 min, sequidas de glicerol 3% por mais 30 min. Apos este procedimento.

o5 geéis foram plastificados em papel celofane.

3.11. SEQUENCIAMENTO DE DNA

O sequenciamento do fragmento de 778-pb {faeG) inserido no plasmidio pSMT. foi

feito comi o kit T7 “DNA sequencing” (Pharmacia LKB), segundo especifica¢éo do fabricante.



3.11.1 REACAQ DE DESNATURAGAC

MNum tubo eppendorf, 8 1ig de DNA foram diluidos em H.Q deionizada para um
volume final de 40 ul, serdo entdo adicionados outros 40 i de tampéo de desnaturagéo 2X
{04 M NaCH, 0.4 mM EDTA pH 8,0), onde a mistura foi incubada a temperatura ambiente
por 9 min._ A seguir, foram adicionados simultaneamente 8 ;i (0,1 voly de acetato de sodio
2MpH 45 e 176 1) (2 voly de etanol 100% gelado. A prepara¢do Tol mentida por 1 h a
temperatura de -20°C & o DNA precipitado por centrifugacdo a 12000 ¢ por 30 min a 4°C. O
sobrenadante foi retirado e foram adicionados 500 .l de etanol 70% ao tubo. sem
ressuspender o sedimenio. Apos nova centrifugacdo a 12000 g por 15 min a 4°C, ¢
zadimento foi seco & vacuo, ressuspendido em 20 pl de H.C delonizada e dividido em 2

tubos.

3.11.2. REAGAO DE ANELAMENTO DO "PRIMER"

A um dos tubos esppendorf anteriores foram adicionados 10 1 de DNA para
anelamento com “primer” universal (Pharmacia LKB) e ao outro, 88 .l de DNA para
anelamento com "primer” reverso (Bhoringer). A seguir, 2 ul de “primer* universal & 3.2 1l de
“primer” reverso foram adicionados aos ubos adequados, seguidos de 2 ! de tampdc de
anelamanto (Pharmacia LKB), totalizando um volume final de 14 4l Os tubos foram
agitados. centrifugados momentaneamente e incubados a 60°C por 10 min. & seguir as

reacdes foram mantidas a temperature ambiente por 10 min e novamente centrifugadas.

3113 REACAQ DE SEQUENCIAMENTO

a- Preliminarss

Quatro tubos para sequenciamento por “primer” universal e qualro para "primer”
reverso foram marcados (A, G, T, C) & em cada um deles foram adicionados 2.5 4! de
solugdo correspondente (A "mix-short", G "mix-short", T "mix-shont", C "mix-short") . Cada

"mix-short" contém 05 quatro deoxinucieotideos & o dideoxinucleotideo correspondente.



b- Reac#o de marcacso (pré-mix)

Num tubo sppendorf foram adicionados 8 pf de H,O deionizada, 24 i de "labeling-
mix A" {(Pharmacia LKB3, 16 .l de T DNA polimerase diluida 5X (Pharmacia LKB) e 8 .l de
dATP marcado com S, Estes 56 .l de solugdo foram misturados por agitacéo,
centrifugados momentaneamente e incubados em gelo.

Nos tubos com DNA anelado ao "primer”, foram adicionados § . da solucdo pré-mix
com 1 min de diferenca para cada tubo, sendo misturados com mictopipets e incubados a
temperatura ambiente por 5 min,

¢- Reacho de terminaglo

Qs tubos com dideoxinucleotideos foram transferidos deo gelo para um banho a 37°C
onde foram mantidos por um minimo de 1 min. A seguir, foram transferidos a estes tubos 4.5
a4} de reagao de sequenciamento, sendo misturados por pipetagem & incubados por 5 min a
37°C. A cada tubo foram entas adicionados 5 11 de solugdo de tarminagic (Pharmacia LKB)
e a seguir, transferidos para gelo. Quando todas as reagbes foram concluidas. o35 tubos
foram centrifugados momentaneamente & armazenados a -20°C por no méximo 30 dias
Antes de aplicar as amostras no gel de seguenciamento, as reagdes foram descongeladas e

aquecidas a 80°C por 3 min para desnaturagéo.

3114 PREPARQ DO GEL DE ACRILAMIDA

O sequenciamento de DNA fol realizado em equipamenio Fharmacia com
preparacdo de dois geéis, um de concentracao 5% e outro de concentragdo % Numa
proveta foram adicionados 25.2 g de uréia, 7,5 mi de acrilamida 40% (para o gel 5%) ou 9.0
mi de acritamida 40% (para o gel §%) € 6 mit de TBE 10X (Tris-Borato 0,9 M, EDTA 20 mM).
A mistura foi adicionada H.O até um volume de 60 mb A seguir, 480 u! de uma solugdo de
persulfato de amdnio (100 .g/mi) foram adicionados, seguidos de 30 pl de TEMED (M, N, N,
N- tatrametilatilenodiaming). A solugio fol misturada e imediatamente aplicada sobre as

placas.
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3115 ELETROFORESE VERTICAL DE DNA EM GEL DE ACRILAMIDA

Apos o tratamento de desnaturacdo das amostras, 2 ul de cada reagdo foram
aplicados no gel na ordem GATC. O tampéo utitizado na corrida aletroforética foi TBE 1X e
a diferenga de potencial aplicada foi 2500 V (50 Wiplaca) durante 2 h no gel 6% e 8 h no gel
5%. Os géis foram expostos a flime de autorradiografia por 2 dias e revelados conforme

recomendacao do fabricante (Eastman Kodak),

312 PRODUCAQ DE ANTI-SORO POLICLONAL EM COELHOS

A metodologia para a producds de anti-soro policlonal foi ulilizada de acorde com ¢
sugerido por Sambrook ef af., 1989

A proteing da subunidade principal da fimbria k88ah (faeG) foi extralda. segunde
método |4 descrito no ftem 392 e a sequir separada por elefroforese em gel de
poliacrilamida-SDS. A regido do gel com a proteina foi excisada e homogeneizada. com igual
volume de PRE oH 74 o de adiuvante Freund (Sigma) completo, alraves de um sisterna
conector de seringas. Dois coelhos de 1.5 kg foram selscionados & 10 mi de sangue
retirados para obtencgéo d¢ soro normal pré-imunizacdo destes animais. Este soro fou
conseguido pela centrifugacéo a 12000 g por 30 s, apds o descolamento e retragdo do
codgulo. O sohrenadante foi transferide para novo lubo e armazenado a -20°C até o
momento dos ensaios biologicos A solugdo do antigenc homogeneizada foi ingculada

intramuscularmente na parte inlemna das patas trazeiras dos costhos.
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O mesmo procedimenio foi realizado apds 21 dias do primeiro indculo wilizando-se
adjuvants incompletos de Fraund, como estimulo de resposta imune secundaria, & repetido
por mais 2 vezes a cada 7 dias, ou seja, nos 28° e 35° dias apds a primeira inoculacéo
Decorridos mais 7 dias coletou-se 10 ml de sangue de cada animal para ser anaiisado
quanto ao titulo de anticorpos produzidos em provas de soroaglutinagdo em lamina. O
anti-soro policlonal obtido foi absorvido contra a linhagem DHSx n&o produtora de fimbria
KEBab, & analisado quanto a existéncia de anticorpos em axperimentos de sorcaglutinacéo

e "Western biot"

3.13. ABSORGCAOQ DO ANTLSCRO POLICLONAL

A amostra bacteriana utilizada como controle positive DHS5:(pFM205), capaz ds
expressar a fimbria K88ab, e a amostra controle negativo DH5: foram incculades em placas
de Pelrl com meio BHI agar, a partir de um pré-indculo e incubadas a 37°C poar 16 k. Uma
aliquota de 500 4l do anti-soro a ser absorvide foi transferida para tubo eppendorf, onde o
crescimento bacteriano da placa ¢om DH5x foi raspado suavemente e adicionado ao
anti-soro. Q tubo foi incubado a 37°C por 30 min, centrifugado a 12000 g por 2 min e ©
sobrenadante cuidadosamente transferido para outro tubo. O anti-soro foi analisado quanto
4 capacidade de aglutinagdo com a linhagem UH5= e 0 procedimento rapetido até ndo ser
mais observada soroaglutinagdo positiva. O anti-soro foi entdo testado em relacso &
soroaglutinacéo com a linhagem DHS«(pFM205), crescida em meic sélido a 37°C, para ser

observada a especificidade,
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3.14. SOROAGLUTINACAQ DE BACTERIAS Escherichia coli

As amostras bacterianas foram inoculadas em placas de Petri com meio BHI a partir
de um pré-indculo crescido a 37°C ou a 16°C. As placas foram mantidas nas mesmas
condigles até crescimento bacterlano adequado. Um raspado de cada amostra bagtadana
foi analisada em relagdo a soroagiutinacéo frente aos anti-soros brutos, absorvidos e frente
a solucdo salina. Em uma placa de vidro foram adicionados 20 . de anti-soro ou s0lUGAC
saling e um raspado bacteriano adicionado e homogeneizado com ¢ auxilic de um palito,

Ap6s alguns minutos, ohservou-se a possivel ocorrdncia de grumos de bactérias.

315 "WESTERN BLOT"

A metodologia de "western blot" para transfer&ncia de proteinas separadas em gel
de poliacritamida-SDS foi realizada de acordo com o descrito em Sambrook ef a/., 1989,
Dois géis de poliacrilamida idénticos foram submetidos a eletroforese simultaneamente,
sendo um utilizado para transferéncia de proteinas para um filtro de nitrocelulose 2 outro
corado com impregnagéo pela prata. Este procedimento permitiv a comparagao entre o
padrio de migracdo das amostras protéicas 2 o ohaervado no fltro Bnds & r2velagdo com
peroxuiase

O fitro de nitrocelulose for cortado no tamanho exato ao do ge! e colocado em
recipients com H.0 deignizada por 5 min Dois pedagos de paps! Whatman 3MM também
foram contados no tamanhe do gel 2 imersos am tampée de transferdncla (39 mi glisina, 48
mM Tris-HCI pH 8.3, 0.037% SDS, 20% metanoh O sistema de transferéncia fol mantado
de tal forma que o ge! de poliacrilamida estivesse em contato com ¢ filtro de nitrocelulose ¢
ambos revestidos externamente pelos papéis Whatman IMM, sendo estes envolvidos por

uma ¢amada esponjosa ("pad") previamente imersa em tampéo de transferéncia,
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Q sistema fol colocado na cuba de transferdncia vertical, com ¢ gel mais proximo ao
pélo negativo, de forma a permitlr a transferdncia de protelinas ao filtro de nitroceiulose. Uma
diferenga de potencial foi aplicada para uma corrente elétrica constante de 0,65 mA/cm?
{100 mA no total) durante 2 h, Q gel foi corado com preta para ser confirmada a eficiéncia da
transferéncia e o filtro de nitrocelulose imerso em 50 mi de solugdo bloqueadora {L.eite em
né desnatado 5%, Tween 20 0,02%, PBS pH 7.4 por 2 h sob agitagdo orbital a temperatura
ambiente. A sequir. a solugdo blogueadora fol substituida por outros 50 ml de nova
preparacéo e acrescentados 50 u! de anti-soroc ant-faeG absorvido (1:1000). O fltro foi
ncubado por 18 h sem agitagdo a 4°C e lavado 3 vezes com FPBS nM 7 4 por 10min sob
agitacés. A seguir, o filtro fol lavado em solucdo livre de fosfato (Tris-HC! 50 mM pH 7.5,
NaCt 150 mM) por 10 min e transferido para outra cuba com 20 ml de solugdo bloqueadora
livre de fosfato (Leite em po desnatado 5%, Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM},
adiclonando-se 10 . (concentragdo final de 1:2000) de anti-corpo anti-igG de coslho {Gibeo
BRL} & Incubando-se por 1 h a temperatura ambiente sob agitagéo. O filtro foi entdo lavado
4 vezes com solugdo livre de fosfato por 10 min sob agitagdo, e transferido para 10 m! de
solugdo substrato para peroxidase (6 mg de Diaminobenzidina, Tris-HCI 0,01 M pH 7 6) com
a edigdo de 10 pf de H.Q. O progresso da reagéo foi monitorado e interrompido por
lavagens com H,Q destilada, sendo o filtro, em segulda, fotografado e conservado em PES

pH 7.4 a 4°C, protegido de luz.
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4 RESULTADOS

41 DETERMINACAO DOS SITIOS DE RESTRICAC ADEQUADOS PARA
CLIVAGEM DE PARTE DO FRAGMENTO faeG

(s plasmidios pBR322 e pFM205 foram clivados com as enzimas de restrigdc Dral,
Hincll e EcoRl. Os fragmentos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1.2%
{Figura 6. A presenga de um fragmento em torno de 778-pb apés clivagem dupla com
enzimas Dral-Hincll, seguido do desaparecimento do mesmo fragmento apés a clivagem
com EcoR|. € um forte indicativo deste ser o gene faeG. Observa-se, também na mesma
Figura 8, linha 11, que este fragmento pode ser tecnicamente excisado por conte do gel, sem

risco de contaminacdo por outra parte do DNA do plasmido.

4.2 PURIFICACAO DO FRAGMENTO REFERENTE AO GENE faeG

O fragmento de 778-pb referente ac gene faeG clivado do plasmidioc pFM205 pela
digestdo dupla Dral-Hincll foi purificado wlilizando-se o kit "Gene Clean® (BIO 101 Inc)
conforme descrito no item 373 A eficidncla da purificacdo foi obsetvada por eletroforese
am get de agarnse 1 2% (Figura 73 Observa-se a prasenca do fragmento de 778-ph, sem o

aparecimento de qualquer contaminagao por outra parte do DNA,
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos plasmidios pBR322 e pFM205 clivados

com enzimas de restricAo para determinacéo do fragmento faeG

1- DNA do fago +X174 Haelll 8- pBR322 clivado com Dral

2- pBR322 9- pFM205 clivado com Dral

3- pFM205 10- pBR322 clivado com Dral-Hincll

4. pBR322 clivado com EcoR| 11- pFM205 clivado com Dral-Hincll

5- pFM205 clivado com EcoRl 12- pBR322 clivado com Dral-Hincll-EcoRl
6- pBR322 clivado com Hincll 13- pFM205 clivado com Dral-Hincli-EcoRl|

7- pFM205 clivado com Hincli 14- DNA do fago $X174 Haelll



<« faeG

2 338

310

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 1,2% para determinagéo da eficiéncia de
purificagéo do fragmento faeG.
1- DNA do fago ¢x174 clivado com Haelll
2- Fragmento faeG purificado por "Gene Clean”
3- Plasmidio pFM205 clivado com Dral-Hincll
4- Plasmidio pFM205
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43 CLONAGEM DO FRAGMENTO DE 778-ph REFERENTE AQ GENE faeG NO

VETOR PLASMIDIAL pUC18 E ANALISE DE TRANSFORMANTES

O fragmento de 778-pb referente ao gene faeG purificado por "Gene Clean” apos
clivagem com enzimas de restricgo Dral e Hincll, e o vetor plasmidial piC18, previamente
digerido com enzima de restricfo Hincll e desfosforitado com fosfatase alcalina, tiveram suas
extremidades abruptas ligadas conforme métodos descritos nos fens 361, 362 ¢ 3673
Lima segunda rzacio de ligacéo foi realizada entre vetores desfosforilados, sem a adigée do
fragmentc de 778-pb (fae) a ser inserido, para ser analisadas a eficiénoia da
desfosforilacdo. Os resultados das ligagdes foram analisados por eletroforese em ge! de
agarose 1% (Figura 8). A desfosforilagdo teve uma alta eficidéncia, pois ndo houve
diminuicdo da banda referente ao vetor pUCH8 linearizado, tampoucs o aparecimentc de
bandas novas de uma possivel ligacho entre dols ou mais vetoras pUCHE Entretanto,
ohserva-se uma handa refersnte ao vator pUC1E integro mesmo antes da rsagdo de
igac@o, indicando a ocorréncia de digestao parcial da enzima Hincll. Quanto a insercédo do
fragmento de 778-pb (faeG) nota-se o apsrecimente de uma banda nova, possiveimente
eptra ¢ vetor pUC18 e o fragmento de 778-ph, visto gue a handa refarente a este Oitimo
desapareceu apbs a adicdo da enzima T DNA ligase (Figura &, linhas 4 & 5).

Aliguotas de ambas as reages foram utilizadas para transfarmar células DHSx
competentes, conforme ¢ mélodo descrito no Hem 3 8, e transformantes foram selacionados
#m mealo de cultura solido com a adicfo do antihidtico ampicilina ¢ de X-Ga! (40 yiplaca da
solugdo estoque de 20 mo/miby. Das 150 coldnias brancas isoladas, 20 foram analisadas pot
extracdo de DNA plasmidial & apresentaram uma migracde meneor, quando comparado com
o vetor pUC18 integro, indicando a provavel insercéo do fragmento de 778-pb. Destas, 10
colénias foram snalisadas por digesto com enzimas de restrisfo BarHl-Hindlil s
ohservou-se a recuperagdo tanto do vetor pUCH8 quante do fragmentc de 778-pb

(Figura 103

s
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 1% para demonstra¢do da liga¢éo do fragmento

faeG ao vetor pUC18
1- DNA do fago A clivado com Hindlll
2- pUC18 clivado com Hincll e desfosforilado
3- Ligag&o entre vetores pUC18
4. Ligacéo entre o fragmento de 778-pb faeG e o vetor pUC18
5- Fragmento de 778-pb faeG e vetor pUC18 linearizado

6- DNA do fago $X174 clivado com Haelll



Entretantn, a digestde destas amostras com a enzima de restrichc Psfl, para a
abservacdo da orientagdo de fragmento ¢lonado, indicou o posicionamento invertide em
relacfo ao promotor fac do vetor pUC18 (resultadn néc apresentadc). Um destes plasmidios

ahtidos, denominado pSM1, fol extraldo em grande escala para a continuidade do trabalho.

44, SEQUENCIAMENTO NUCLEQTIDICO DE PARTE DO FRAGMENTO DE
778-pb (faeG) INSERIDO NO PLASMIDICO pSM1

O sequenciamento nucleotidico de parte do fragmento de 778-pb (faeG) foi reslizado
conforme descrito no ftem 3,11, Por algum problema técnico, néo ocorreu o anglamento do
"primer* inverso (BOERINGHER), entretanto, como pode ser observado na Figura 9, 8
leitura da sequéncia obtida pelo "primer” universal (PHARMACIA LKB) confirmou 2 insergéo

do fragmento de 778-pb {(facG) em orienta¢éo invertida ao promotor /ac do vetor pUC18.

TGO TTTITACG G TAATTCCGGAAMAATAAGG G TTACCGATTTCAG TTTATTATTTG TG GATATE
AAGGGGTTTAATTTTATGAAAAAGACTCTGATTGCACTG GCATTG CTGCATCTGCTGCATCTSGT
ATGGCACATGCCTGGATGACTG GTGATTTCAATG GTTCGGTCGATATCGGTGGTAGTATCACTG
CAGATGATTATCGTCAGAAATGGGAATGGABGTTGGTACAGGTCTTAATGGATTTGGTAATST

ATTGAATGACCTSACCAATAGTG GAACCAAALTGACCATTAY

Figura 9. Sequéncia nucleotidica obtida de parte do fragmento de 778-pb (faeG) a partir do

“orimer* universal, clonado no plasmidio pSM1t.
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45 CONSTRUCAC DO PLASMIDIO pSM2 COM O FRAGMENTO DE 778-pb

{faeG) NA ORIENTACAO CORRETA

O plasmidio pSM1, obtido anteriormente pela inser¢do do fragmento de 778-pb no
vetor pUC18, e o vetor pUC19 foram digeridos com enzimas de restricBo Bami-Hindlll e os
respectives fragmentos de aproximadamente 305-pb (faeG) e 2656-pb (pUC19) foram
purificados por “Gene Clean® (BIO 101 Inc)), conforme descrito nos itens 361 e 373 Os
fragmentos foram ligados como descrito em 3 6 4, e a linhagens DH5x foi transformada. Das
200 coldnias selecionadas por resistBncia a ampicilina, 20 foram analisadas por eletroforese
am gel de agarose 0.7% quanto 4 presenga de plasmidios. Destes, 10 plasmidios foram
digeridos com enzimas de restricBo Bamtil-Hindill para ser observada a recuperacéo dos
fragmentos originais de B05-pb e 2656-pb. Um dos plasmidio {(pSM2) fol comparado por
etetroforese em ge! de agarose 14% com o plasmidio pSM1 tratado com as mesmas
enzimas e ghsarvou-se migracdo semelhante de fragmentos (Figura 10, linhas 4 ¢ 5) Este

pltasmidic pSM2 foi utilizado para continuidade do trabalho

48 DELECAO SITIO ESPECIFICA POR  DIGESTAD ENZIMATICA £

TRATAMENTO COM KLENOQW DNA POLIMERASE

Q plasmidio pSM2, obtido pela clonagem do fragmente de 805-pb (pSM1) no vetor
pliC19, foi extraido em grande escala, purificado com o kit "Magic DNA" (Promega) & clivado
com a enzima de restricdo HadM A sequir fof feitc um tratamente com 2 ermima Kienow
DNA polimerass pars 2 cofrecdo do quadro de istura de codons {"reading frame™, conforme

descrito no item 3685



Das 55 colnias, selecionadas por resisténgia a ampicilina, apds tranformagao de
linhagem DHS - com aliguata obtida pela religacdo do plasmidic, 10 thveram seus plasmidios
extraidos e foram digeridas com a enzima de restricho Hindill. Apenas 2 plasmidios néo
foram clivados com esta enzima, sende um selecionado (pSM3) e comperadoe aos

plasmidios pSM?1 e pSM7Z (Figura 10, linhas 2,3, 4, 5 ¢ 6),

4.7 INSERCAOQ DE "LINKER* Hindlll NO PLASMIDIO p5SM3

3 plasmidic pSM3, obtlido pela detecdic do sitic Hizdi no plasmidio pSM2, foi
clivado com a encima de restrico Hincll, para a colocago de “linker” Hindll na
extremidade 30O do fragmento de 778-ph (f2eG), conforme descritonos tens 2612 266
Das 48 coldnias selecionadas por resisténcia a ampicitina, 10 foram analisadas quanto ao
tamanho dos plasmidios apresentados e digeridas com a enzima Hindlll Destes 3
apresentaram a insergdo do “linker" Hindill 2 um fol isolade {pSM4) para a coentinuidade do
trabatho. O plasmidic pSM4 fo! digerido com enzimas BstEN, BamHl e Hindllt e comparado
com os plasmidics pSM1, pSM2 pSM32 e pUC19 submetidos as mesmas condigbes.

C resultado foi analisado por eletroforese em ge! de agarose 14% e
damanstrou & clonagem dn fragmente de 778-ph (fzel3) em lodos os plasmidios
construidos, assim como a existéncia de sitio Hindill nos plasmidios pSM1, pSM2 e pSM4

(Figura 10y



4 8, PRODUCAC DE ANTHSORO POLICLONAL

O anti-soro policlonal anti-FaeG fol produnide pela incculacdo, em coelhos, da
subunidade principal da fimbria K83ab (FaeG) purificada & partir de uma eletroforese de
poligeriiamida-SDS, conforme descrito no tem 3 12,

O resultade da soroaglutinacéo demonstra uma haixa especificidade {resultado nao

apresentado), provavelmente devido a algum contato prévio dos coethos com bactérias

scherichia coll. uma vez que houve também o reconhecimento do controle negative D52
peln soro normal pré-imunizagdc do coelho. O anti-soro bruto foi absorvide contra a

linhagem DH5.

42 ABSORCAO DO ANTHSORO POLICLONAL

0 anti-soro anti-FaeG produzido pelos coelhos foi absorvido com bactérias
Escherichia cofi da linhagem DH5c cultivadas a 37°C e com DHSa(pFM205) cultivada 2
tampearaturs de 18°C, conforme dascrilo no itam 3 13, O anti-soro absorvide fol, entac

utilizado para deteclar proleinas FaeG por "Western biot",
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1.49% para demonstragdo da clonagem do

fragmento de 778-pb (facG) nos plasmidios pSM1, pSM2, pSM3 e pSM4
construidos, delecé&o sitio especifica Hindlll e adicéo de "inker" Hindlll
1- DNA do fago +X174 clivado com Haelll 8- pUC19 clivado com Hindlil

2- Fragmento de 778-pb (faeG) purificado  9- pSM2 clivado com Hindlll

3- puUC19 chivado com Bamtl-Hindlll 10- pSM2 clivado com Hindlll

4- pSM1 clivado com BstEll-Bamt| 11- pSM4 clivado com Hindill

5- p8M2 clivado com 8stEll-BamHl 12- Plasmidio pSM4

6- pSM3 clivado com BsfEll-BamH 13- DNA do fago A clivado com Hindl!

7- nSMA4 clitvado com BsfEN-8Bam
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A extragéo de profcinas de superficie) otais ¢ do sobrepadante foi obtida das
amostras bacterianas DH5+ (contrale negative), DHS(pFM205) {controle positive), e
DHE(pSMAY na temperatura de 37°C conforme descrite no tem 3 2

Mumsz primeira etaps fol utilizada apenas as proteinas das amosiras contrale
negative DHS. e sontrole positive DHS»(pFM205) extraidas da superficie a 37°C frenle aos
anti-soros brute absorvido & normal pré-imuniza¢éo. A proteina FaeG da fimbria K88ab foi
reconhacida pelos anti-soros bruto e absorvido, A amostra controle negative DHS: ndo
apresentou nenhum tipo de reconhacimento pelos anti-soros e ¢ sore normal pré-imunizagac
n&o raconhecel nenhuma proteina de ambos os controles.

Numa segunda etapa, as proteinas de superficie & totais a 37°C extraidas das
amostras DHS~, DHS(pFM205), DH5{pSM4) & as proteinas precipitadas do sobrenadante
da amostra DHS«(pSM4), cullivada a 37°C, foram separadas por sletroforese em ge! de
poliacrilamida-SDS (Figura 11) e analisadas por "western blot*, conforme descrito nos itens
30 1402 2 315 frerle ac antl-sore ahsorvide NEo fol observads reconhecimento da

proteina Fae( pelo anti-soro anti-FaeG na amostra pSM4 construida (Figura 12).
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Figura 11, Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12,5% para demonstragdo do padréo
de proteinas transferidas para filtro de nitrocelulose
1- Proteinas de superficie de DH5x(pFM205) 5- Proteinas totais de DHS5x(pSM4)
2- Proteinas totais de DH5x{(pFM205) 6- Proteinas de superficie de DH5x
3- Proteinas do sobrenadante de DH5x(pSM4) 7- Proteinas totals de DH5x

4- Protelnas de superficle de DHS«(pSM4) 8- Padréo de peso molecular
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Figura 12, "Western blot" das proteinas separadas por gel de poliacrilamida-SDS
reconhecidas por anti-soro anti-faeG policlonal absorvido.

1- Proteinas de superficie de DHS5«(pFM205) 5- Proteinas totais de DH5x{pSM4)
2- Proteinas totals de DHS5x(pFM205) 6- Protelnas de superficie de DH5x
3- Proteinas do sobrenadante de DH5x(pSM4) 7- Proteinas totais de DH5x

4- Proteinas de superficie de DH5x(pSM4)
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5. DISCUSSAD

A sequéncia nucleotidica do gene faeG (KBBab) determinada por Gaastra ef af.
1981, (Figura 3) foi analisada através do programa DNAsis (Pharmacia LKB) para se
detectar a localizacéo dos sitlos de restricdo de modo a ser escolhida a melhor estratégia de
slopagem dentro dos recursos do Laboratdrio de Biologia Molecular Bacteriana, do
Departamento de Microbiologia e Imunologia, UNICAMP. NMuma primeira etapa, a clivagem
do plasmidio pFM205 foi realizada com as enzimas de restricBo Bstll e Hincll. O gene faeCG
possui um sitio BsfEN Onico, anterior a regido codificadora da sequéncia peptideo sinal, e
um sitic Unico Hincll, proximo & extremidade 3'OH (Figura 3). Nesta estratégia, o fragmento
faeG digerido conteria 673-pb dos B855-pb possiveis e incluiria a regido codificadora da
sequéncia peptidec sinal. Entretanto, o fragmento quando digerideo, demonstrou possuir um
tamanho muitc proximo a outra sequéncia de aproximadamente $40-pb, o que tornou
tacnicamente muits diffcilt sua purificagdo a pardir de excisdo da banda no gel de
sletroforese, sem gues Moovnsse cortaminzacdo nolo outra fragmento de DNA

om trabatho anterior, realizade com variantes KBBac e K88ad (Thiry et af. 1989), fo
determinads 2 exisi8ncia de dois sitios Drat, um anterior a regido codificadora da sequéncia
peptideo sinal & um segunde, apds o cHdon de termina¢do Como existe grande homologia
entre as variantes da fimbria K88, foi estudade a possibilidade de se utilizar esta enzima
Dral para digestdc do plasmidio pFM205 de modo a ser obtido um fragmento faeG que
possuisse um tamanho adequado pera o isclamento através da purificagdo por gel de

agarose,



Esta estratégia teria uma outra vantagem, devido a anzima Oral ser formadora de
extremidades abruptas, tornando desta forma desnecessaria a utilizagdo da enzima Klenow
DHA polimerase. Porlanto, um ensain de digestdo do plasmidic pFM205 fol realizade zom
erzimas Dral, Hincll e EcoR! em reacdes simples. duplas e triplas para se delerminar a
ocorréneia dos sitios Dral. A encima FcoRi possui apenas dois sitios dentro do plasmidio
nEM205. um nertencente ap plasmidio pBR322 original & outro interno & sequéncia faeG.
Neste modo. 8 encima ScoRl foi vtilizada para se detectar o fragmentc faeG correto come
mostra a Figura 8, linhas!t ¢ 13, Q plesmidio pBR322 foi submetido as mesmas condigdes
para facilitar a detecgdo de fragmentos que nfo pertencessem ao operon da fimbria K88ab.

Pelo resultado apresentado no item 4 1 determinou-38 que, ao contrario de suas
nutras variantes. o gane da fimbria K8Bab ndo apresenta os dois sitics para Dral, um em
cada extremidade da sequéncia faeG. pois ndo foi observado um fragmentc de
aproximadamente 950-pb. quando digeridc com Dral, que desaparecesse ao ser
acrescentada a encima FooRl {Figura 6, linhas9 e 13). Porém, a existéncia de um sitic para
Dral anterior a seguéncia do peptidio sinal foi determinada (Figura 6, iinhas 9, 11 e 13} ¢
optou-se pela digestae do plasmidio pFM205 com duas enzimas geradoras de exiremidades
abruptas, Dral e Hincll, originando um fragmenio de 778-pb faciimente purificdvel por corle
de gel de agarose {(Figura 7, linhas 2 o 3) Esquematicaments, esta estratégia esla

demonstrada na Figura 13
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Figura 13. Modelo esquemdatico demonstrands a estratégia utilizada na construgdo dos
plasmidios pSM1, pSM2Z, pSM3 2 pSM4 nia clonagem do fragmento de 778-pb

que codiflca a subunidads principal da fimbria K88ab
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O fragmento purificado foi. entdo, clonado no vetor pUC18, linearizade em Hincll e
desfosforilado por fosfatase alcatina. Entretanto, pela analise plasmidial das colonias fac”
verificamos que, de alguma forma, s6 foram obtidos plasmidios com o fragmento de 778-pb
inserido em onentacdo invertida em retacdo ao promotor fac, conforme demonstrado pela
digestdo com a enzima de restricdo Psft (resultado néo apresentado) £ por sequenciamento
de nucleotidios (Figura 9). Como o esperado era que houvessem probabilidades iguais de
ocorrerem insergfes em ambas orientagdes, visto que em uma ligaclo entre extremidades
abruptas teoricemente ndo existe preferdncia entre as mesmas, fol com cerlg surpresa gue
observamos apenas a insercdo do fragmento em orientagéio invertida Optou-se, devido a
estes resultados, pela correcdo da orientagdo através de uma nova clivagem, desta vez no
clasmidio o8M1 com as eptimas Bardil e Hindiil, e clonagem no pUCTY nestes mesmos
siting A digestdo com estas enzimas favorece a refirada de siio de policlonagem
fnolilinker™ com o inserto e inversdo do fragmento de 778-pb, devido a ordem de
acorréncia dos mesmaos sitios no veter plUIC19 (Figura 5) A eficiéncia de ligagéo esperada
ara alta, pois os dals sitios utilizados possuiam extremidades coesivas, ¢ de fato entre o5
transformantes, um plasmidio (pSMI) foi obtide e digerido com enzimas de restrigho
Bamti-Hindlll, apresentando o mesmo fragmento de 805-pb (Figurs 10, amostra 5).

De acordo com o estudo minuciose das sequéncias nucleotidicas dos vetores
utilizados na clonagem e do gene faeG, caso ndo tivesse ocorrido nenhuma alteracéo pela
manipulagdo génica, seria necessaria a corregdo do quadro de leitura da sequéncia génica
do inserto para que o gene f2eG pudesse ser exprasso a partir do promoter fac do pUC19.
Esia correcéo foi realizads pela delecAo do sitic Hiadll! da regido de policlonagem atraves
da atividade polimerasica da enzima Kienow, A analise de extracdo plasmidial de coldnias
transformantes e a digestfo enzimética BsfEi-BamH! ¢ Hindlll demonstrou que o plasmidic

pSM3 apresenta a dele¢do adequada (Figura 10, linhas € e 10).
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Este plasmidio pSM3 foi utilizado para ser inserido no sitio Hincll, localizado na
extremidade 30 do fragmente de 778-pb (feel), um Minker" Hindlill unice. de mode a
facilitar a clonagem de sequéngias de interssse. visto que este sitic tem come vaniagem
sobre a enzima Hincll o fato de custar menos e de ser clivada originando extremidades
soesivas deste modo facilitando muito a insergdo de sequéncias, especialmente se forem
de pequenc tamanho. O plasmidic pSM4 construido, apds analise com enzimas de
restriccéio BsfEll-Ban#! entretanto, parece apresentar multimeros de "linker” Sindill, 3 julgar
peto tamanho do fragmento inserido ser pouco maior que os apressntados nos plasmidios
construidos anterioremente (Figura 10, Yinhas 7 e 12).

O plasmidio pSM4 estéd pronto para receber uma sequéncia que codifique uma
proteina pouco imunogénica, como a da toxina STap. Esta sequéncia serg inserida alraveés
dos sitios Hindiit e BanMl do plasmidioc pSM4 . e caso seja necessario, o quadro de letura
de codons poderéd ser corrigido pela delegdo do sitic Mindlll. Mo entanto, a analise das
sequéncias nucleotidicas envalvidas indicam ndo haver a nescessidade, a menos gue tenha
ocorrido algum tipo de mutacdo pela manipulagéo génica,

Mo antanto, para ser utilizada como proteina carreadora, & necessario 0 estudo de
expressao protéice Com esta finalidade foi produzide um anti-soro a partir da subunidade
nrincipal da fimbrie ¥88ah {FaeG) purificado através da excisdo do ge! desnaturante de
poliacritamida. Este anti-soro, apos ser absorvido, foi utilizade na dilviclo de 41000 em
ensaios de “westermn biot frente as proteinas de superficie e totals dos controles negative
DH5: e positive DHS-(pFM205) (Figura 12}, © anti-sorc absorvido reconheceu forlemente a
proteina correta (Fae(). Portanto os resultados apresentados nas Figuras 11 e 12
confirmam & reconhecimento da proteina FaeG no controle positivo DHSx(pFM20%} apesar
de ohservarmos handas inespecificas nesta exracio, assim como do reconhecimentc de

ra 12
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Este reconhecimento pargce cer inespecifico O aparecimentc de reagdes
inespecificas pode ser devido a problemas no bloqueis de sitios inespecificos através do
use leite desnatado na técnica de “western blot". Contudo, a maior parte do gene fasG.
responsavel pela codificacdo da subunidade principal da fimbrig K88ab, fof clonado na
arientacdo correla em relacdo ao promofor fac, apesar de nédo termos observado
reconhacimento de bandas na extrac&o de proteinas totais. de superficie e de sebrenadante
pelo anti-soro anti-FasG policlonal absorvido produzido.

A nive! genético, como nao foi sequenciado o fragmento de 778-pb inserido nos
vetor pLIC1RB (pSM1) em sua totalidade, especialments a extremidade 5'p, pode ter ocorrido
atguma mutacdc devido a3 manipulagdo, impedindo assim a expressdo através da
medificagdo do quadro de leltura génica.

Por outro lado. o gene faeG foi clenado sem cédon de terminagdc de transcrigdo e,
portanto, o transcrito pode ser inviavel devido ao seu grande tamanho. A sequéncia foi
inserida com parte de sua regido promotora e esta regido pode, de alguma forma, estar
interfarindo com o reconhecimento da regido promotora fac.

A sintese e acUmuto do produto protéico € um processo complexo e de multiplos
passos & pode ser influenciado por varios aspectos, tais como' aumento de numero de
cépias génicas, auments do controle da taxa de transcriclo, aumemto da taxa de tradugdo,
maior estabilidade das proteinas produzidas, estabilidade dos plasmidios recombinantes,
estabilidade go RNA mensageiro, e muitos cutros (Venetianer, 1991).

O entendiments da agdc desles fatores € de grande importancia para © SUCesso,
n&o apenas do desenvolviments de vacinas, mas de todo e qualguer produlo que venha a
ser produzido pela tacnologla do DMNA recombinante. Este trabatho, portanto, ndo possui um
fim em s mesmo, mas esta relacionado com outros gue estdc sendo desenvolvidos e que
ainda serdo iniciados. com o objetivo de se compreender os mecanismos de patogenicidade
bacteriana para animais e obter um sistema carreador de epitopos antigenicos efictente na

astimulacéo de anticorpos contra proteinas naturais pouco imunogénicas.



§. PERSPECTIVAS

’ A comtinuidade deste trabalho necessita, primsiramente  do  seguenciaments
completo do fragmento clonado no plasmidio pSM4, para ser determinada a ocorréngia
de mutagdes que possam interfir na expressdo do uma proteina hibrida

» O fragmento inserido deve ser clivado em Hindlll para retirar possiveis multimeros de
Minkar" Hind!l e deve ser acrescentada a sequéncia g8nica ativa da toxina STap com o
cédon de terminacdc de franscrigfio Esla sequéncia ja fal sintelizads por
oligunucieotidios e possur sitios Hindili @ Bag#il em suas exremidades. A partir desta
fusAdo g2nica, a proteina produrida pode ter sua expressdo monitorada por eletroforase
em ge! de poliacrilamida-SDS. e determinagéo da localizagdo exata por “weslern biot"
através do anti-soro produzido.

s O gene hibrido pode ser transferide para um vetor de expressao que possua outrs
promotor, por exemplo tac. de modo 2 aumentar a produtéo ds proteina, como foi
demonstrado num estudo onde se obtave uma hiperaxpresss ds qgere datoving 877 de
Escherichia coff (Drvarakanath, 1989) Este cere pode também cer transferido para
lirhagens atenuadas de Salmonelfa fvphimurium, que apresentam a vantagem de
astimular uma resposta imunoldgica humoral e celular, mesmo para proteinas néo
exportadas, como 14 foi ohservado para a proteina P-galactosidase {Brown ef o/, 1987).

. A capacidade imunogénica deve ser avaliada “in wive® primeiramente com modelos
animais {camundongns ou ralesy e posteriormente com 65 hospedeiros naturals

£54Hn05)



7. RESUMO

A hactéria Escherichia coli é o microrganisme anaerdbico facultative predominante
ds flora normal de mamiferss & aves, desempenhando papel importante na manutengéo da
fisiclogia intestinal (Orasar & Hill, 1974, Entretanto, aigumas linhagens podem aprasentar
fatores de virul&ncia tornando-se muitas vezes patogénicas ao hospedeiro.

O grupe de Escherichia cofi enlerotoxigénica € um dos agentes infecciosos
principais nas diarréias humanas e de animais, provocando cerca de um lerge dos ¢as05 em
leitbos recém-nascides (Soderling & Mellby, 1978)

A patpgenicidade destas amostras 8514 ligada a produgio de diferentes fatores de
Srgigncia, como por exemplo  fimbrias e toxinas Uma das fimbrias mals comuns
encontradas em Ezcherichia coff enterotoxigénica (ETEC) para suinos 4 g K82 (F4y Dentre
as toxinas associadas a esta infecqdo, a termo-estdvel e pouco imunogénica ST-4
pradoming.

A mortalidade aliada a porda do pese dos animais sobreviventes respondem por
altos prajuizos econdmizos no Brash & no exterior.

A tecrologia do DNA ragombinante tem sido utllizada nos principals nicleos de
pesguisa em desenvolvimento de vacinas, para se obler produfos segures ¢ de alla
eficiéncia imunolégica A construco de carreadores antigénicos e a utilizagdo de agentes
malecuiarmente atenuados sdo dois dos enfogues mails promissores dessa linha de
pesquiss.

Meste trabalha. o gene da subunidade principal da fimbria K88ab (fae(3) de

Escherichia coff o1 clonado no vetor pUC19 préximo ac promotor fac. para ser

ytitizado como carreador de sequéncias antigénicas de interesse Modificagdes

moleculares faram necessérias para correcdo do codigo de leitura ¢ insercdo de sitio

de clonagem Hindlit

g
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O anti-soro policlona! ant-Faeld produsido com 3 subunidade principat da fimbria

K8Rah apresantou boa especificidade guando analisade por “westarn biot”, sem entratants
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o gene fae(: clonado.
A utilizacho de outros promotores e a insercdo de uma sequéncia nucleotidica
codificadora da toxina ST-I, apresentando cdédon de tarminagéo, estéo entre oS proximos

passos a serem realizados para gue nossos objetivos sejam concretizados



8. SUMMARY

As the predominant species among the facullative anaerohic norma gut flora of
mammal and avian, Escherichia cofi plays an important roie in mantaining normal gut
physiology (Drasar & Hill, 1974, However, some strains can express virulence factors as an
adaptative behaviour to infraspecific competition and be host-pathogenic.

The group of enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is the main infection agent in
humans and animals diarrhea, causing more than thity percent of cases in neonatal piglats
around world (Soderling & Maoliby 1875

Tress straine are pathagonic becauss of ha evpression of different virslence factors
ke fimbriae and foxins One of the most common fimbrial antigen present in porcine
enterotoxigenic £scherichia coli (ETEC) is K88 (F4) The main toxin produced by this type of
Escherichia coli is the poor immunogenic heat-stable toxin {ST.).

Recombinant DNA technology have been used in many centers of vaccine
development around world to produce a secure and a highly immunologic efficient vaccine
Construction of antigenic carrlers and molecutar attenusted strains are promising rasearch
fines

Fscherichia coli KBBab strutural gene was cloned in pUC19 vector beside fac
nromoter to be usad as anfigenic epitopes carrier. Molecular modifications were necessary
for reading frame correction and cloning sites insertion.

Paliclona! antiserum amti-FaeG was produced with main subunit K88ab beying
inoculated in rabbits This serum presented high specificlty with originat antigen in western
hiot. However, they didn't recognize cloned faeG gene expression.

Use of another promoter and ST-1 gene insertion with stop codon are next steps in

this project.
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