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RESUMO

A shigelose, uma infec¢ao intestinal grave, causada por bactérias Gram-negativas
pertencentes ao género Shigella, ¢ uma patologia com incidéncia significativa,
principalmente em paises em desenvolvimento, onde ocorrem 99% dos casos relatados,
sendo que, 69% deles acometem criancas menores de 5 anos de idade. A alta incidéncia de
Shigella em paises em desenvolvimento ¢é, geralmente, atribuida a falta de saneamento
basico, condigdes de higiene inadequadas, subnutricao e alto custo dos antimicrobianos. O
modo predominante de transmissdo ocorre por via fecal-oral. Os mecanismos de
patogenicidade descritos para as diferentes espécies de Shigella incluem numerosos genes
de viruléncia, sendo a maioria encontrada em um plasmidio (pINV) de 220 kb. O plasmidio
pINV de S. flexneri codifica 2 operons cruciais para seu fen6tipo invasivo: o operon ipa € o
operon mxi-spa. O operon ipa codifica os antigenos plasmidiais de invasdao denominados
IpaA, IpaB, IpaC e IpaD, os quais sdo efetores para o processo de invasdo bacteriana. O
operon mxi-spa juntamente com as proteinas IpaB, IpaC e IpaD sdo essenciais para a
invasao in vitro de células epiteliais. Sabe-se, também, que essas proteinas, ou antigenos
plasmidiais de invasdo, podem ser altamente imunogénicos. Neste trabalho, clonou-se o
gene ipaC no vetor pET28a para expressdo em Escherichia coli e em vetores constitutivos
para bactérias lacticas com a finalidade de se verificar a capacidade imunogénica da
proteina expressa por este gene. Além disso, verificou-se que os anticorpos produzidos pela
resposta a proteina IpaC foram capazes de inibir a adesdo e invasao de Shigella flexneri em
culturas celulares cultivadas in vitro confirmando, assim, a importancia dessa proteina no
processo invasivo da bactéria e seu possivel uso no desenvolvimento de futuras vacinas a
serem usadas contra a shigelose.

Palavras-chave: Shigella flexneri; shigelose; anticorpos; IpaC; vacina.
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ABSTRACT

Shigellosis is a severe intestinal infection caused by Gram-negative bacteria which
belongs to the genus Shigella. It is a pathology with high incidence and it is known that
99% of cases occur in underdevelopment countries. Among these cases, 69% of them affect
children under 5 years old. The high incidence of Shigella in underdevelopment countries,
is mainly atribbuted to substandard hygiene, unsafe water supplies, subnutrition and
antibiotic high cost. The predominant mode of transmission is by fecal-oral contact. The
pathogenicity mechanisms described for Shigella species include several virulence genes,
most of them been encoded in a plasmid (pINV) with 220 kb. This plasmid encodes 2
important operons which are essential for the invasive phenotype: the operon ipa and the
operon mxi-spa. The ipa operon encodes the invasion plasmid antigens called IpaA, IpaB,
IpaC and IpaD, which are effector proteins required for the bacteria invasion process. The
mxi-spa operon together with IpaB, IpaC and IpaD are essential to epithelial in vitro cell
invasion. It is also known that these proteins or invasion plasmid antigens may be highly
immunogenic. During the development of this work, ipaC gene was cloned in the
plasmidial vector pET28a for expression in Escherichia coli and in constitutive vectors for
lactic acid bacteria to prove its immunogenic importance. Furthermore it was verified that
the antibodies produced in response to IpaC protein were able to inhibit Shigella flexneri
adhesion and invasion in in vitro cultured cells, confirming its important hole in bacteria
invasion process and its possible usage in vaccine development against shigellosis.

Keywords: Shigella flexneri; shigellosis; antibodies; IpaC; vaccine.



INTRODUCAO

Bactérias do género Shigella

O género Shigella, pertencente a familia Enterobacteriaceae, ¢ constituido por bactérias
gram-negativas, anaerobias facultativas. Estas bactérias compartilham caracteristicas com
aquelas do género Escherichia, com estudos moleculares indicando uma alta proximidade
genética entre as mesmas (Wei et al., 2003; Jin et al., 2002). Classicamente, o género ¢
formado por 4 espécies; S. flexneri, S. boydii, S. sonnei e S. dysenteriae as quais sdo, ainda,
divididas em sorotipos baseados em diferengas bioquimicas e variagdes em seus antigenos
O. As diferentes espécies de Shigella causam diarréia caracterizada por diarréia liquida
inicial, seguida, nos casos mais graves, pela producdo de fezes contendo pus, muco e
sangue. A diarréia inicial ¢ devida a intensa reacdo inflamatéria causada por estes
microrganismos quando da invasdo das células epiteliais da mucosa intestinal. A
continuidade do processo infeccioso, com a formagdo de abscessos e ulceragdes, causa o
segundo tipo de diarréia, denominada disenteria. O processo infeccioso total, com a
producdo de fezes caracteristicas mais dor abdominal intensa e colica denomina-se

shigelose.

Epidemiologia
A shigelose representa uma doenca de alto impacto a satide publica, principalmente em
paises menos desenvolvidos. A doenca atinge, por ano, aproximadamente 165 milhdes de

pessoas, sendo 163 milhdes de casos em paises em desenvolvimento e 1,5 milhdo em paises



desenvolvidos. Dentre todos esses casos, estima-se que 1,1 milhdo de pessoas morrem
vitimas da doenga.

A alta incidéncia de Shigella em paises em desenvolvimento ¢, geralmente, atribuida a
falta de saneamento basico, condi¢gdes de higiene inadequadas, subnutri¢do e alto custo dos
antibioticos, sendo que a bactéria, nas ultimas décadas, tem se tornado resistente a maioria
dos antibioticos mais utilizados como ampicilina, cloranfenicol, tetraciclina e trimetoprima-
sulfametoxazol (Ahkenazi et al., 2003; Pickering, 2004). A transmissao ocorre por via
fecal-oral, sendo agravada por habitos de higiene precdrios ou por contato direto com
pessoas infectadas.

Dentre as espécies de Shigella, S. flexneri ¢ endémica na maioria dos paises em
desenvolvimento, sendo responsavel por um maior indice de morbi-mortalidade (Bennish e
Wojtyniak, 1991). A frequéncia de cada uma das espécies ¢ de: 60% para S. flexneri, 15%
para S. sonnei, 6% para S. boydii e 6% para S. dysenteriae em paises em desenvolvimento e
16, 77, 2 e 1% em paises desenvolvidos. Nos paises em desenvolvimento, o sorotipo
predominante de S. flexneri ¢ o 2a seguido do 1b, 3a, 4a e 6 (Kotloff ez al., 1999; Souza,
2001). A determinagdo dos diferentes sorotipos ocorre de acordo com a estrutura do
antigeno O, sendo que ja foram determinados 49 diferentes sorotipos dos quais 15
pertencem a S. flexneri, 20 sorotipos de S. boydii, 15 de S. dysenteriae e um sorotipo de S.
sonnei (Levine et al., 2007; Simons and Romanowska, 1987; Bopp et al., 2003).

No Programa Brasileiro de Vigilancia para Shigella conduzido pelo Laboratério
Nacional de Referéncia para Colera e Doengas Entéricas (Fiocruz, Ministério da Saude,
Brasil), S. flexneri foi a espécie predominante (~53%) durante o periodo estudado, seguida
por S. sonnei (~44%). Esses dados contrastam com estudos de outros lugares do Brasil, que

detectaram S. sonnei como a espécie mais frequente: Ribeirdo Preto-SP (Medeiros et al.,
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2001) e Salvador-BA (Diniz-Santos et al., 2005). No entanto, os dados obtidos por Peirano
et al. (2006) confirmam a prevaléncia de S. flexneri assim como ocorre com outros estudos
desenvolvidos em diferentes regides brasileiras: Porto Alegre-RS (Santos et al., 1997) Sao
José do Rio Preto-SP (Almeida ef al., 1998) e regido Nordeste (Lima et al., 1995) e em
outros paises da América do Sul como Argentina (Merino et al., 2004), Peru (Jones et al.,
2004) e Chile (Fulla et al., 2005). Ainda de acordo com os resultados obtidos por Peirano et
al. (2006) existem algumas diferencas no isolamento geografico de Shigella dentre as
regides brasileiras: os casos envolvendo S. flexneri foram mais incidentes no Nordeste e os
casos envolvendo S. sonnei prevalesceram na regido Sudeste. E importante destacar que
essas duas regides brasileiras sdao muito distintas em relagdo as condigdes sociais e
econdmicas, sendo a regido Sudeste composta de cidades com nivel de desenvolvimento
superior quando comparadas as cidades que compdem a regido Nordeste. Esses dados
assemelham-se as condigdes globais de ocorréncia das diferentes espécies de Shigella uma
vez que em paises desenvolvidos, a prevaléncia ¢ de S. sonnei, enquanto que nos paises em
desenvolvimento, a prevaléncia ¢ de S. flexneri (Kotloff et al., 1999; Souza, 2001). Além
disso, constatou-se uma baixa ocorréncia de S. boydii e de S. dysenteriae e 0s sorotipos 2a e
1b de S. flexneri ocorreram com as frequéncias de 59 e 21%, respectivamente.

Em outro trabalho publicado por Orlandi et al. (2006), resultado de uma analise de dois
anos na Se¢do de Emergéncia do Hospital Infantil Cosme Damido em Porto Velho-RO, os
casos de gastroenterite causados por Shigella spp. representam a quarta maior causa de

diarréia, precedida apenas por rotavirus, E. coli associada a diarreia e Salmonella sp.



Patogenicidade de Shigella

Os mecanismos de patogenicidade descritos para as diferentes espécies de Shigella sao
praticamente os mesmos, com numerosos genes localizados em um plasmidio de alto peso
molecular (220 Kb), denominado plasmidio de viruléncia (pINV). Além destes genes,
outros foram localizados em pelo menos 3 ilhas de patogenicidade cromossomicas. Estes
genes codificam fatores de viruléncia tais como, o LPS e genes de regulacdo dependentes
de temperatura (Moss et al., 1999; Rajakumar et al., 1997; Turner et al., 2001; Walker e
Verma, 2002).

O plasmidio de viruléncia de S. flexneri codifica 2 loci cruciais para seu fenotipo
invasivo: o locus ipa e o locus mxi-spa. O operon ipa codifica os antigenos plasmidiais de
invasdo altamente conservados, IpaA, IpaB, IpaC e IpaD, os quais sdo efetores essenciais
para o processo de invasao bacteriana (Li et al 1993; Oaks et al., 1986). O operon mxi-spa
codifica os componentes do sistema de secrecao tipo III (TTSS), estrutura parecida com
uma agulha que ¢ usada para carrear proteinas, assim como as proteinas Ipa, do citoplasma
bacteriano & membrana citoplasmatica ou ao citoplasma da célula hospedeira (Hueck, 1998)
(Figura 1).

A secrecdo das proteinas Ipa através do sistema de secregdo tipo III € essencial ao
processo de invasdo e disseminagdo de Shigella no epitélio intestinal (Blocker ef al., 1999;
Tran Van Nhieu et al., 1999; Kueltzo et al., 2003; Handa et al., 2007). Além disso, a
proteina IpaC constiui-se em um fator decisivo para a ocorréncia da lise da membrana do

fagossomo e para o posterior escape dessa estrutura (Schroeder e Hilbi, 2008).



Target cell

Periplasm

Shigella

Figura 1. lustragdo esquematica dos componentes do TTSS de Shigella spp. (Schroeder e Hilbi, 2008).

Estes genes induzem a invasdo bacteriana, através de um processo de macropinocitose,
bactéria-induzido onde, rearranjos do citoesqueleto da célula hospedeira englobam a
bactéria causando a sua internalizacdo. O vactolo macropinocitico contendo a bactéria ¢
rapidamente lisado pela invasina IpaB, a qual age como uma toxina que atua diretamente na
membrana do fagossomo, liberando a bactérias no citoplasma da célula hospedeira (High et
al., 1992). A lise deste fagossomo parece envolver também a IpaC, que € capaz de quebrar
os fosfolipideos da membrana através da inser¢do de suas regides hidrofobicas (De Geyter

et al., 1997; Kueltzo et al., 2003).



Os mecanismos pelos quais as proteinas Ipa conduzem a invasdo bacteriana ndo sao
completamente entendidos. Sabe-se que as proteinas Ipa sdo sintetizadas e armazenadas
dentro da bactéria, estando associadas com proteinas chaperoninas até o momento da
ativacao da secregdo pelo contato com a célula hospedeira (Menard et al., 1994a; Menard et
al., 1994b; Page et al., 2002). Uma vez ativada a secrecao pelo contato com uma célula
epitelial, a regido N-terminal da IpaC liga-se a IpaB formando um complexo protéico que ¢
inserido na membrana celular do hospedeiro para a formag¢ao de um poro (Harrington et al.,
2003; Blocker ef al., 1999). O dominio C-terminal da proteina IpaC ativa Rho GTPases da
célula hospedeira, disparando a polimerizacdo da actina e de extensdes filopodiais na
proximidade da bactéria. Os rearranjos do citoesqueleto induzidos por estas proteinas
resultam na internalizacdo da bactéria, pela célula epitelial, no interior de um vacuolo
macropinocitico (Tran Van Nhieu et al., 1999).

Quando Shigella entra em contato com as células epiteliais, o sistema de secrecao tipo
III ¢ estimulado e libera efetores dentro da célula hospedeira. Esses efetores secretados sdo
capazes de modular varias fungdes do hospedeiro as quais estdo envolvidas no
remodelamento da arquitetura das células hospedeiras e nos mecanismos de escape do
sistema imune inato da célula. Os efetores de Shigella como IpaA, IpaB, IpaC, IpgBl, Ipg
D e VirA, secretados via TTSS, estdo envolvidos na estimulagdo da reorganizacao de F-
actina e de microtubulos, o que dispara a captura bacteriana pelas células hospedeiras
(Enninga et al., 2005). IpaC, ¢ integrada a membrana plasmatica da célula hospedeira sendo
capaz de levar diretamente a alteragdo da actina por mecanismo(s) ainda desconhecido(s)
(Kueltzo et al., 2003).

O processo invasivo de S. flexneri inicia-se no momento em que as células M, das

placas de Peyer, realizam sua funcdo de reconhecimento e transporte de antigenos

8



provenientes da luz intestinal através da barreira epitelial. Esses antigenos sao
internalizados por macrdéfagos os quais aguardam para desencadear uma resposta imune a
partir do reconhecimento desses antigenos (Neutra et al., 1996). Tal propriedade de
transporte das células M ¢ explorada por muitos patdégenos, inclusive membros do género
Shigella, como uma rota de invasdo através de um epitélio praticamente impermeavel
(Wassef et al., 1989).

Os membros do género Shigella invadem as células M pelo mesmo processo de
rompimento de membrana que € observado na invasdo de células epiteliais (Sansonetti e
Phalipon, 1999). Uma vez internalizadas por um vactolo endocitico gerado pela célula M,
as bactérias sdo translocadas dentro da célula e entram em contato com os macrofagos, os
quais disparam processos de reconhecimento imune, sendo incapazes de fagocitar estas
bactérias. A partir destes macrofagos, que entram em processo de apoptose, as células
bacterianas sdo capazes de cruzar o epitélio folicular associado, ligando-se a membrana
basolateral das células epiteliais efetivando o processo de invasao.

Nos estagios mais avangados do processo infeccioso, as bactérias causam uma resposta
inflamatoria no hospedeiro amplificando, assim, a invasdo bacteriana. A partir deste ponto,
pode ocorrer bacteremia causada, ou pela propria Shigella, ou por bactérias presentes na luz
intestinal. A continuidade deste processo pode levar, em casos de pacientes com
deficiéncias nutricionais, ou imunoldgicas, a ocorréncia de sepse potencialmente fatal.

Dentro deste quadro, durante a indugao de apoptose dos macrofagos infectados, ocorre
a secrecdo de concentragdes significativas de IL-1, que atrai poli-morfonucleares (PMNs)
ao local da infecg¢do, causando uma reacdo inflamatéria responsavel pela diarréia inicial
observada e, posteriormente, pelo desenvolvimento da shigelose (Sansonetti et al., 1995;

Sansonetti e Phalipon, 1999).



Adicionalmente a secrecdo de IL-1, a invasdo por Shigella ativa a secre¢do de IL-8.
Essa molécula tem quimiotaxia por PMNs, desempenhando também um papel importante
na resposta imune inata através do recrutamento dessas células para o local da infec¢@o. Os
polimorfonucleares migram através do epitélio no sentido da luz intestinal a fim de
combater as bactérias que ainda ndo invadiram a barreira epitelial (Beatty e Sansonetti,
1997). O influxo de células PMNs através do epitélio em resposta a Shigella danifica a
integridade desse epitélio permitindo a entrada de mais bactérias presentes na luz em um
mecanismo que ocorre independentemente da presenca de células M (Perdomo et al.,

1994). A figura 2 ilustra o mecanismo de invasdo de Shigella spp.
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Figura 2. Ilustragdo esquematica do processo invasivo de Shigella spp. (Schroeder e Hilbi, 2008)

Nao se sabe ao certo porque as bactérias invadem preferencialmente a face baso-lateral
das células epiteliais. Provavelmente, tal caracteristica estéd relacionada a alta concentragao
de muco recobrindo essas células, funcionando como uma barreira fisica que dificulta a
entrada de S. flexneri pela membrana apical e interfere na liberacdo dos antigenos

plasmidiais de invasdo (Ipa) pelo sistema de secrecao tipo III, os quais, como ja discutido,

10



sdo requeridos pela bactéria para sua entrada na célula epitelial (Nutten ef al., 2002). Sabe-
se, também, que o sistema de secregdo tipo III (TTSS) requer contato direto com a célula
hospedeira para disparar a secre¢ao de invasinas Ipa (Menard et al., 1994a).

A inflamacdo severa gerada pela shigelose pode persistir por mais de um més,
estimulando a liberacdo de varias citocinas (IL-1, TNF-a, IL-6, IFN-y, TNF-$3, IL-4, IL-10,
TGF-B e IL-8) (Raqib et al., 1995). Embora alguns dos sintomas clinicos da shigelose
estejam diretamente relacionados a agao das citocinas, elas sdo importantes no controle e na
conten¢do da infec¢do. Os macrdofagos residentes e os monoécitos infiltrados sdo incapazes
de matar a Shigella em seus fagossomos, sucumbindo a apoptose (Hathaway et al., 2002;
Zychlinsky et al., 1992). Neste processo apoptotico, os macrofagos liberam IL-18 que age
sobre as células NK, e sobre os linfocitos T, induzindo a producdo de IFN-y (Biet et al.,
2002).

Em relagcdo a imunidade celular do hospedeiro contra Shigella, pode-se dizer que este
tipo de resposta ndo € tdo significativa para esta bactéria quando comparada as respostas
contra outras bactérias intracelulares. Estudos tém mostrado a ativagao crescente de células
T em pacientes acometidos pela shigelose (Islam e Christensson, 2000; Islam et al., 1995;
Islam et al., 1996; Zwillich et al., 1989). Estudos sobre o desenvolvimento de vacinas
contra Shigella mostram que ocorre a producao de determinadas citocinas em resposta aos
antigenos da bactéria, o que sugere a participacdo de linfocitos Thl e Th2 (Kotloff et al.,
2000; van de Verg et al., 1995). Além disso, pacientes debilitados pela sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), os quais sdo deficientes em células T CD4+, mostram
grande susceptibilidade a shigelose, o que indica que a imunidade mediada por células pode

ter um papel importante na protecdo contra a infeccao por Shigella (Nelson et al., 1992).
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Dados sugerem que a resposta humoral ¢ o componente mais significativo da
imunidade protetora contra Shigella, sendo ambas as respostas, sistémica e de mucosa,
ativadas contra o LPS e contra algumas das proteinas, como as proteinas Ipa, codificadas
pelo plasmidio pINV. A importancia da resposta mediada por anticorpos contra a infec¢ao
por Shigella foi confirmada por um estudo que mostrou que a susceptibilidade de criangas a
shigelose ¢ decorrente do fato de ainda ndo terem desenvolvido uma imunidade humoral
efetiva (Raqib et al., 2002). Ainda, dentro deste quadro, sabe-se que os anticorpos IgG, IgM
e IgA estdao implicados no desenvolvimento da imunidade sorotipo-especifica contra S.
flexneri. Embora a shigelose seja, geralmente, uma infec¢do localizada, sdo detectados
anticorpos séricos IgG e IgM em resposta ao LPS e a antigenos plasmidiais de invasao
(Cohen et al., 1989; Islam et al., 1997; Oberhelman et al., 1991; Oaks e Turbyfill, 2006;
van de Verg et al., 1992). A resposta de mucosa através da produgdo de anticorpos IgA
constitui-se em uma caracteristica muito importante no desenvolvimento de uma vacina,
por exemplo, uma vez que sua produgdo representa 70% de todas as imunoglobulinas
produzidas nos mamiferos e uma vez que seu papel ¢ formar a linha de frente na defesa
contra a adesdo e invasdo do epitélio intestinal por patdgenos, além de neutralizar as
toxinas elaboradas por eles (Cerutti, 2008).

A partir do entendimento da maioria dos mecanismos utilizados por Shigella para a
invasdo epitelial e posterior estabelecimento dentro do epitélio intestinal humano, muitos
antimicrobianos foram desenvolvidos a fim de impedir a agdo e a multiplicacdo desta
bactéria. No entanto, S. flexneri estd ampliando seu espectro de resisténcia aos
antimicrobianos mais utilizados (Ashkenazi et al., 2003). Conseqlientemente, a
Organiza¢cdo Mundial de Saude tem priorizado o desenvolvimento de uma vacina segura e

efetiva contra os sorotipos prevalentes de S. flexneri, a fim de minimizar os problemas
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decorrentes da manifestacdo da bactéria uma vez que essa espécie ¢ responsavel por 30 a

60% dos casos de shigelose (Kotloff ef al., 1999).

Desenvolvimento de vacinas contra Shigella: historico e perspectivas

As proteinas Ipa, especialmente IpaB e IpaC, sdo reconhecidas como antigenos
dominantes por humanos e macacos infectados com bactérias do género Shigella (Dinari et
al., 1987; Formal et al., 1991; Li et al., 1993; Li et al., 1994; Oaks et al., 1986). Os dados
obtidos por Turbyfill et al. (1995) mostram que existem trés familias de epitopos na
proteina IpaC e que a resposta imunologica mediada por anticorpos para essas regides pode
estar relacionada aos sintomas do hospedeiro apds a infec¢ao por Shigella. Ainda de acordo
com este trabalho que foi baseado em testes com macacos Rhesus, pode-se observar que,
depois de infectados com S. flexneri 2a, todos eles produziram anticorpos que reagiram
contra a proteina IpaC (Turbyfill et al., 1995). Ainda em relagdo a importancia dos
antigenos plasmidiais de invasdo, um trabalho de Thiem et al. (2004) destacou que a
deteccdo dos genes ipa (que codificam aqueles antigenos) representa uma ferramenta
excelente para o diagnostico de shigelose.

Durante décadas diversas abordagens tém sido investigadas no desenvolvimento de
uma provavel vacina contra Shigella, entre elas, a utilizagdo de bactérias vivas atenuadas,
de células bacterianas mortas, de subunidades proteicas (Levine et al., 2007; Kaminski e
Oaks, 2009) e através da delecdo de genes envolvidos no metabolismo bacteriano (guaBA),
na difusdo inter celular (virG) e na producao de toxinas (sen, set € stx4). CVD 1208 ¢ um
protétipo de uma vacina contra S. flexneri 2a que apresenta delecdes em guaBA, sen e set.
Em testes ja realizados, essa candidata a vacina mostrou-se bem tolerada e capaz de ativar o

sistema imunolégico (Kotloff et al., 2004).
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Ja foi proposto também o uso de um complexo de invasdo macromolecular, isolado de
uma linhagem virulenta de Shigella contendo as proteinas IpaB, IpaC e IpaD e o
lipopolissacarideo (LPS) como uma vacina intranasal testada em modelos animais para
shigelose (Turbyfill ez al., 2000; Oaks e Turbyfill, 2006). A vacina desenvolvida a partir
desse complexo invasivo chamado de Invaplex mostrou-se eficaz, reduzindo a degradagao e
diluicdo antigénica quando comparada com vacinas administradas via-oral. Além disso, a
administragao desse tipo de vacina dispensa o uso de agulhas (Davis, 2001). Em relagao a
imunogenicidade, a vacina Invaplex foi capaz de induzir tanto a resposta humoral como a
imunidade celular e promoveu, ao mesmo tempo, a produgdo de anticorpos IgA, especificos
da imunidade protetora de mucosas (Turbyfill et al, 2000; Oaks e Turbyfill, 2006;
Kaminski et al., 2006).

Mais recentemente, foram desenvolvidos alguns trabalhos que apresentaram resultados
muito satisfatorios e promissores: um trabalho desenvolvido por Bodhidatta et al. (2011)
baseia-se no uso de Shigella sonnei viva atenuada como uma vacina (WRSS1). Essa vacina
apresentou uma eficdcia de 50% em tailandeses adultos. No outro, Martinez-Becerra et al.
(2012) desenvolveram um complexo vacinal composto pelas proteinas IpaB, IpaD,
utilizadas separadas ou combinadas, coadministradas com uma toxina (Double mutant heat-
labile toxin) de E. coli utilizada como adjuvante de mucosa. Como modelo animal foram
utilizados camundongos, a imunizag@o se deu por via intranasal. Para os desafios utilizou-
se a via pulmonar. Os resultados demonstraram intensa producao de anticorpos séricos e de
mucosa, além da ocorréncia de resposta imune mediada por células-T contra ambas as
proteinas, principalmente contra IpaB.

No entanto, apesar de todos os resultados obtidos e dos investimentos dispendidos

pelos EUA através da Bill & Melinda Gates Foundation e pela Europa através da
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STOPENTERICS, GLOBVACEntVac, ndo ha ainda nenhuma vacina licenciada disponivel
contra Shigella. A existéncia de diversos sorotipos para esta bactéria dificulta o
desenvolvimento de uma vacina segura, eficaz e que tenha um amplo espectro de atuacio

contra Shigella (Levine et al., 2007).

Bactérias lacticas

As bactérias lacticas (LAB) formam um grupo muito heterogéneo de microrganismos
que ocupam diversos nichos ecologicos. Esse grupo inclui espécies dos géneros:
Carnobacterium, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Lactobacillus,
Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (Stiles e Holzapfel, 1997). Apesar
da heterogeneidade os membros do grupo das bactérias lacticas possuem algumas
caracteristicas em comum, como: (i) sdo Gram-positivas; (ii) anaerobias facultativas; (iii)
nao formadoras de esporos; (iv) ndo moveis; (v) sdo capazes de converterem agiicares em
acido lactico (Makarova e Koonin, 2007).

Em razdo da metabolizagdo de acucares, principalmente a glicose, essas bactérias
podem ser utilizadas na preparacdo de comidas e bebidas fermentadas, assim como
iogurtes, queijos, paes, vinhos, etc, além de propiciarem uma das mais antigas formas de
preservagdao de alimentos (Tailliez, 2001). O processo de preservacdo nao ocorre apenas
devido a acidificacdo do meio resultante do metabolismo das bactérias, mas também pela
producdo de inimeros agentes antibacterianos, como bacteriocinas € compostos organicos
(van de Guchte et al., 2001). Esta ampla utilizagdo na industria alimenticia confirma uma
caracteristica muito importante dessas bactérias lacticas: o fato de ndo serem patogénicas.
Assim, sdo classificadas como bactérias seguras, recebendo a denominacao de “GRAS” —

“Generally Recognized As Safe”.
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Lactococcus lactis: caracteristicas moleculares e potencial vacinal

Dentre todas as bactérias lacticas, Lactococcus lactis € a espécie melhor caracterizada e
constitui-se em um microrganismo modelo, ndo apenas por sua importancia econdmica,
mas também pelas seguintes caracteristicas: (i) seu genoma ja foi todo sequenciado
(Lactococcus lactis ssp. lactis 1L1403) (Bolotin et al., 2001); (ii) a manipulagdo genética €
simples; (iii) inameras ferramentas genéticas ja foram desenvolvidas para essa bactéria
(Azevedo e Miyoshi, 2004; de Vos, 1999) e (iv) ndo possui o lipopolissacarideo endotoxico
LPS (Bahey-El-Din e Gahan, 2010).

Desde a década de 90, muitos estudos consideraram o uso potencial de L. lactis para
producdo e secre¢ao de proteinas recombinantes devido as seguintes razdes: ndo produz
endotoxinas (Bolotin et al., 2001); as linhagens utilizadas ndo produzem protease extra-
citoplasmatica PrtP (Gasson, 1983a) e sdo desprovidas de plasmidios selvagens (linhagens
IL1403 e MG1363) (Gasson, 1983b; Chopin ef al., 1984); relativamente poucas proteinas
sdo secretadas por L. lactis, sendo apenas uma, Usp45, secretada em quantidades
detectaveis (van Asseldonk et al., 1990), este fato faz com que proteinas secretadas sejam
purificadas mais facilmente. Além desses fatores, linhagens de L. lactis ja apresentam
inimeras mudancas obtidas através de engenharia genética que as habilitam na producao de
proteinas de valor biotecnoldgico, tais como enzimas e antigenos (Nouaille ef al., 2003).

Até hoje, varios sistemas de expressdo tém sido desenvolvidos para L. lactis e para
outras bactérias lacticas (Norton et al., 1995; Piard et al., 1997, Dieye et al., 2001: Le Loir
et al., 2001) com a identificacdo e isolamento de plasmidios selvagens que foram
manipulados pelas técnicas de biologia molecular. Para que as proteinas produzidas através

desses sistemas possam desempenhar as fungdes biologicas desejadas, faz-se necessario um
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correto enderecamento desses produtos heterdlogos para que atuem no citoplasma, na
membrana ou no meio extracelular.

Dentre estes sistemas, um dos mais promissores e eficazes na producdo de proteinas
heterdlogas ¢ o sistema NICE (“Nisin Controlled Expression System”), baseado em genes
envolvidos na biossintese e regulacdo do peptideo antimicrobiano nisin (produto do gene
nisA) (Kuipers et al., 1993). Outro sistema de expressdo desenvolvido para bactérias
lacticas € o sistema XIES (“Xylose-Inducible Expression System”). Esse sistema mostrou-
se muito versatil, podendo ser facilmente induzido e reprimido pela simples adicao de
xilose ou glicose no meio de cultura, respectivamente (Miyoshi et al., 2004). Além disso, o
sistema XIES permite que a proteina produzida seja secretada ou mantida no citoplasma
bacteriano.

Dessa forma, a combinacao das propriedades compartilhadas pelas bactérias lacticas e
das diversas ferramentas oferecidas pela biologia molecular como, por exemplo, a
diversidade de sistemas de expressdo heterdloga, sdo fatores que tornam essas bactérias
importantes candidatas ao desenvolvimento de vacinas vivas. Estudos mostram que a
administracdo de bactérias lacticas produzindo algum tipo de antigeno pode ativar uma
resposta imunolédgica tanto sistémica como de mucosa (Robinson et al., 1997; Chang et al.,
2003; Xin et al., 2003; Robinson et al., 2004).

A maioria dos estudos envolvendo L. lactis como vacina viva foi realizada através da
utilizagdo do TTFC (fragmento C da toxina tetanica). O TTFC constitui um antigeno
altamente imunogénico, sendo verificado um aumento significativo nos niveis de IgA apos
imunizagdo oral dos camundongos com as linhagens recombinantes produtoras de TTFC
(Norton et al., 1995). Em outros trabalhos, linhagens recombinantes de L. lactis secretando

o antigeno LcrV (Low-calcium response V) de Yersinia pseudotuberculosis foram capazes
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de proteger os animais desafiados contra a infec¢do por Yersinia. No entanto, a protegdo
ocorreu apenas quando os animais foram inoculados via intranasal. No desafio via oral o
mesmo resultado ndo foi observado. Isso mostra que a via de administragdo dos antigenos
heterdlogos € uma caracteristica muito importante a ser considerada na ativacdo da resposta
imunologica, seja ela sistémica ou de mucosa (Cortes-Perez et al., 2007; Daniel et al.,
2009). Ainda em relacdo a eficiéncia das vacinas vivas de L. lactis, os resultados mais
promissores foram para vacinas contra o HPV (Papiloma Virus Humano) associado ao
cancer de colo de utero (Bermudez-Humaran et al., 2005; Cortes-Perez et al., 2009).

E importante destacar que, embora os trabalhos envolvendo as bactérias lacticas como
carreadoras de antigenos tenham priorizado o desenvolvimento de vacinas de mucosas,
outros autores tém trabalhado na producdo heterologa de outros tipos de moléculas como

alérgenos, enzimas e citocinas (Wells e Mercenier, 2008).
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JUSTIFICATIVA

A partir do quadro descrito, a produgao de uma vacina segura e eficaz contra Shigella
constitui, hoje, um fato de grande interesse, com a finalidade de minimizar os problemas
decorrentes da infec¢do por este patdgeno que acomete principalmente criancas e idosos
nos paises em desenvolvimento. Uma vez conhecidos os mecanismos de atuagdo da
bactéria dentro do hospedeiro, e as caracteristicas das moléculas envolvidas nesses
mecanismos, as proteinas Ipa, especialmente a IpaC apresentam-se como possiveis
candidatas para o desenvolvimento de uma vacina. Neste trabalho, nos propusemos a clonar
e expressar o gene ipaC de Shigella flexneri em uma linhagem de Lactococcus lactis e em
uma linhagem de Escherichia coli, com a finalidade de verificar se os produtos da
expressao heterdloga, quando inoculados em coelhos, promovem a produgdo de anticorpos
bloqueadores das capacidades de adesdo e invasdo de S. flexneri em linhagens celulares

cultivadas in vitro.
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OBJETIVOS

Clonar e expressar o gene ipaC de Shigella flexneri 2a linhagem 2457T em
Lactococcus lactis linhagem MG1363 utilizando os vetores constitutivos
pTINX, pTINXssAnch e pTINXMut;

Clonar e expressar o gene ipaC de Shigella flexneri 2a linhagem 2457T em
Escherichia coli linhagem BL21 (DE3), utilizando o vetor pET28a;
Administrar os produtos das bactérias recombinantes via subcutdnea em
coelhos para a producao de anticorpos;

Avaliar a capacidade desses anticorpos de bloquear a adesdo e a invasdo de S.

flexneri em linhagens celulares cultivadas in vitro.
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MATERIAL E METODOS

Linhagens bacterianas

Escherichia coli linhagem BL21 (DE3) gentilmente cedida pela Profa. Dra. Anete
Pereira de Souza (Departamento de Biologia Vegetal, Unicamp); Escherichia coli DH103
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Marcelo Brocchi (Departamento de Genética, Evolugao e
Bioagentes, Unicamp); Shigella flexneri 2a linhagem 2457T gentilmente cedida pelo Dr.
Antony Maurelli (Department of Microbiology and Immunology, Uniformed Services
University of the Health Sciences) e a bactéria Lactococcus lactis linhagem MG1363
gentilmente cedida pela Dra. Maria Leonor Sarno de Oliveira (Centro de Biotecnologia,

Instituto Butantan).

Vetores plasmidiais

Para a realizacdo dos experimentos envolvendo clonagem e expressdo foram utilizados
os vetores pET28a (Novagen), gentilmente cedido pela Profa. Dra. Anete Pereira de Souza
(Departamento de Biologia Vegetal, Unicamp); os vetores pTINX, pTINXssAnch e
pTINXMut, gentilmente cedidos pela Dra. Maria Leonor Sarno de Oliveira (Centro de
Biotecnologia, Instituto Butantan) e o vetor pIDTBlue (Integrated DNA Technologies). A
secdo Material e Métodos foi subdividida em dois blocos: os experimentos envolvendo o
vetor pET28a em E. coli BL21 (DE3) e os experimentos envolvendo os vetores pTINX,

pT1INXssAnch e pTINXMut em L. lactis linhagem MG1363.
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Experimentos — vetor pET28a

Extracao plasmidial em pequena escala

A extracdo plasmidial foi realizada com a utilizagdo do kit QIAprep®Spin Miniprep
(Qiagen) de acordo com as instrugdes do fabricante. Para a corrida eletroforética, 6 ul do
material extraido foram misturados com 1 pl de tampao de ressuspensdo de DNA, e a
mistura aplicada em gel de agarose a 0,6%. O gel foi corado com brometo de etidio e as

bandas de DNA foram visualizadas através de um transiluminador de raios Ultra-Violeta

(UV).

Extraciao de DNA por fervura

A bactéria S. flexneri 2a linhagem 2457T cresceu durante 18 horas em meio LB sem
antibiotico. Apds o crescimento, transferiram-se 500 pL da cultura bacteriana para um tubo
que foi submetido a uma centrifugagdo de 12000 rpm por 2 minutos. O precipitado
resultado da centrifugacao foi ressuspendido em 500 puL de dgua deionizada autoclavada e
em seguida centrifugou-se esse material novamente. Esse procedimento foi realizado mais
uma vez e, ao final, ressuspendeu-se o precipitado em 500 uL e o tubo foi submerso em
agua fervendo por 10 minutos. Apos a fervura, o material foi centrifugado a 12000 rpm por

2 minutos e o sobrenadante transferido para outro tubo e guardado a -20°C.

Reacio em cadeia da polimerase (PCR) para o gene ipaC
O DNA obtido por fervura, conforme descrito no item anterior, foi submetido a reacao

em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacao do gene ipaC (1092 pb). Os iniciadores,
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as enzimas (FastDigest, Fermentas) de restricio e as condicdes de reagdo utilizadas
encontram-se na Tabela 1. Para o desenho dos iniciadores foi utilizado o programa Gene
Runner 3.05 e a sequéncia do gene foi retirada do SA/BASE (integrated database for
comparative genomics of Shigella) a partir da sequéncia de Shigella flexneri sorotipo 2a

linhagem 301 (Plasmidio de Viruléncia pCP301).

Tabela 1. Iniciadores, enzimas e condi¢des de reacdo utilizados para a amplificacdo do gene ipaC.

Nome Enzima de Restri¢io Sequéncia do Iniciador (5'23")
ipaCF Bam HI TGCTGCGGATCCATGGAAATTCAAAAC
ipaCR Hind 111 TGCTGCAAGCTTTTAAGCTCGAATGTT

A reagdo iniciou-se a partir de um processo de denaturacdo de 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por 1
minuto; uma etapa de anelamento de 57°C por 1 minuto e uma extensdo a 72 °C por 2 minutos. O protocolo foi concluido
por um periodo de extensdo final de 10 minutos a 72°C.

Os produtos de PCR obtidos foram purificados com a utilizagdo do kit PureLink™

(Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante.

Digestio dos produtos de PCR e do vetor de expressio
Ap0s a purificagdo, os produtos de PCR e o vetor pET28a foram submetidos as reagdes

de digestao. Os reagentes utilizados e as condigdes de reacao estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Reagentes e condi¢des de reagdo utilizadas para a digestdo do gene ipaC e do vetor pET28a.

Reagentes Volume

Agua esterilizada deionizada 22 uL

DNA 20 pL
Tampao 10x SuL

Bam HI 1,5 uL
Hind 111 1,5 uL

A reagdo foi realizada por 1 hora a 37°C. Um microlitro de enzima é capaz de digerir cerca de 1 pg de DNA gendmico em
5 minutos ou 5 pg de DNA gendémico em 30 minutos.

Como descrito no item anterior, os produtos das reagdes de digestdo foram purificados

com o kit PureLink™ (Invitrogen).
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Ligacao do gene ipaC ao vetor pET28a
Os produtos de PCR e os plamidios previamente submetidos a digestdo foram ligados

de acordo com as especificagdes listadas na Tabela 3.

Tabela 3. Reagentes e condi¢des de reacdo utilizados para a ligacdo do gene ipaC.

Reagentes Volume/Concentrac¢io

Agua esterilizada deionizada 7 uL

Gene ipaC 5 uL (250 ng)
Plasmidio 5 pL (50 ng)
Tampao 10x 2 uL

T4 DNA Ligase 1 pL

A reagdo foi realizada por 18 horas a 16°C.

Os produtos das reagdes de ligagdo foram purificados com a utilizagdo do kit

PureLink™ (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante.

Preparo da linhagem de Escherichia coli BL21 (DE3) quimiocompetente

Uma colonia da linhagem de E. coli BL21 (DE3) foi inoculada em 4 mL de meio
Luria-Bertani (LB) e incubada a 37°C por aproximadamente 18 horas. Em seguida, 500 pL
do cultivo bacteriano foram transferidos para 50 mL de meio LB para crescimento a 37°C,
até atingir a densidade optica de 0,6 a 600 nm. Atingida a densidade ideal, o crescimento
bacteriano foi transferido para tubos esterilizados previamente resfriados. Apds 10 minutos
de centrifugagao a 4000 rpm em uma temperatura de 4°C, descartou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se as células com 10 mL de cloreto de célcio a 100 mM. Esse processo de
centrifugacdo e descarte foi realizado por mais duas vezes. Na terceira vez juntaram-se 0s
conteudos dos tubos em apenas um para realizar a ultima centrifugagdo. Depois de
descartado o sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 600 pL de cloreto de célcio

e esse volume dividido em aliquotas de 100 puL. As células quimiocompetentes de BL21
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(DE3) foram, assim, deixadas no gelo e na geladeira por até 18 horas para entdo serem

utilizadas.

Transformacao de Escherichia coli BL21 (DE3) quimiocompetente

Adicionaram-se 10 pL. da reagdo de ligagcao (pET28a/ipaC) ao volume de 100 pL de
células quimiocompetentes e os tubos foram deixados no gelo por 30 minutos. Em seguida,
os tubos foram transferidos do gelo para o banho a 42°C onde permaneceram por 90
segundos e, em seguida, mantidos no gelo por 2 minutos. Passado esse tempo, adicionaram-
se 900 pL de meio LB em cada tubo e estes foram incubados na estufa em banho-maria a
37°C por 2 horas. Depois das 2 horas sob crescimento na estufa, as bactérias foram

espalhadas nas placas de Laria-Bertani Agar (LA) com Kanamicina a 30 pg/mL.

Sequenciamento dos clones positivos

Os clones positivos foram sequenciados com a utilizacdo dos iniciadores T7 Foward e
T7 Terminator especificos para o vetor pET28a. As condi¢gdes de reagdo encontram-se no
quadro IV. Para as reacdes foi utilizado o kit DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing. O sequenciador utilizado foi o MegaBACE™ DNA Analysis Systems
(Amersham Bioscience). A seqliéncia FASTA gerada foi comparada as seqiiéncias ja
depositadas no Centro Nacional para Informacdo Biotecnologica (NCBI) para a

identificagdao dos genes em questao.

Inducio da expressdo da proteina IpaC
Cinco mililitros de uma cultura de E. coli BL21 (DE3) crescida por aproximadamente

18 horas foram inoculados em 1 L de meio LB e mantidas a 37°C sob agitagdo (220 rpm)
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até atingir a DOgoonm entre 0,35 e 0,45. A seguir, a cultura bacteriana foi induzida com 1

mM de IPTG por 4 horas a 37°C na mesma agitacao inicial.

Extracao da proteina IpaC

Os precipitados coletados a partir da indugdo foram ressuspensos em 20 mL de tampao
de extracdo composto por: 20 mM de Tris-HCI pH 7,5; 500 mM de NaCl (o pH do tampao
foi determinado de acordo com o valor tedrico do ponto isoelétrico da proteina obtido

através do site: http://www.expasy.ch/tools/protparam.html). A esta solucao foi adicionada

lisozima para uma concentragdo final de 1 mg/mL, 1 mM de PMSF e 1% de Triton X-100.
As células foram incubadas no gelo por 30 minutos. Apds esse tempo, as c€lulas foram
sonicadas em 7 ciclos de 20 segundos cada com a utilizagdo de um homogeinizador
ultrassonico modelo 4710 (Cole-Parmer Instrument Co), centrifugadas a 13500 rpm por 30

minutos € o sobrenadante estocado a -20°C para testes posteriores.

Gel SDS-PAGE para verificacdo da expressao da proteina IpaC

Para verificagdo da expressdo protéica, um volume de 10 ul de cada amostra obtida a
partir da extragdo foram analisados através de eletroforese vertical em gel SDS-PAGE a
12% (Sambrook et al., 1989). Antes de serem aplicadas, as amostras foram fervidas por 5
minutos. Os reagentes utilizados na preparacdo do gel estdo listados na tabela 4. Para a
corrida eletroforética utilizou-se o tampao Tris-Glicina composto por 25 mM de Tris, 250

mM de Glicina e 0,1% de SDS.
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Tabela 4. Reagentes utilizados para a preparacdo do gel SDS-PAGE 12% (Sambrook et al., 1989).
Gel de Separacio 12% 5 mL

Agua deionizada 1,6 mL
Acrilamida mix 30% 2 mL
Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8) 1,3 mL
SDS 10% 0,05 mL
Persulfato de Amoénio 10% 0,05 mL
TEMED 0,002 mL

Gel de Empacotamento 5% 2 mL

Agua deionizada 1,4 mL
Acrilamida mix 30% 0,33 mL
Tris-HCI 1 M (pH 6,8) 0,25 mL
SDS 10% 0,02 mL
Persulfato de Amonio 10% 0,02 mL
TEMED 0,002 mL

Purificacdo por cromatografia de afinidade

A purificagdo da proteina IpaC foi realizada através de cromatografia de afinidade
devido aos 6 residuos de histidina adicionados a por¢ao N-terminal do gene ipaC. Antes de
iniciar o processo de purificacdo, | mL da resina de niquel Ni-NTA Superflow (Qiagen) foi
adicionado a uma coluna 1x10 cm (Bio-Rad Econo column, Bio-Rad), lavada com agua
deionizada e equilibrada com tampao de extragao (20 mM de Tris-HCI pH 7,5; 500 mM de
NaCl). Terminada a preparagdo, os 20 mL de sobrenadante resultantes da extracdo da
proteina IpaC foram adicionados a coluna contendo a resina para imobiliza¢do da proteina a
resina. Apds o processo de interacdo proteina-resina, foi realizada a eluicdo da proteina
através de lavagens da resina com tampao de extragdo contendo concentragdes crescentes
de imidazol (5 mM, 20 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM e 500 mM). Aliquotas de 10 pL

das diversas fracdes foram aplicadas em gel SDS-PAGE 12% para se verificar em qual
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delas a proteina IpaC estaria presente. A concentra¢do protéica foi determinada com a

utilizagao do reagente de Bradford.

Espectrometria de massa

A identidade da proteina IpaC foi confirmada empregando-se a técnica de
espectrometria de massa. Resumidamente, a andlise por espectrometria de massa foi
realizada removendo-se a banda protéica do gel de SDS-PAGE, seguida por sua digestao
proteolitica utilizando tripsina (Promega). A separa¢do dos peptideos, gerados pela digestao
foi realizada por cromatografia de troca reversa e a ionizagao feita em nanoelectrospray. A
obtencdo de informagdes sequenciais por espectrometria de massas em tandem (MS-MS)
foi feita no equipamento LT-Orbitrap-XL (Thermo Scientific) utilizando alta resolugdo para
a aquisicdo dos fragmentos precursores (Orbitrap) e ion trap linear para obtengdo de MS2.
Os resultados foram analisados confrontando-se a sequéncia dos peptideos obtidos com

aquelas ja depositadas no Centro Nacional para Informacao Biotecnologica (NCBI).

Producio de anticorpos policlonais

Os anticorpos policlonais para a proteina IpaC foram produzidos em coelhos machos da
raca Nova Zelandia brancos com aproximadamente 2 Kg de peso. Foram utilizados trés
animais, sendo que dois receberam a proteina e um serviu de controle, recebendo apenas
PBS. Para a inoculacdo, a banda correspondente a proteina IpaC, expressa no vetor
pET28a, foi recortada diretamente do gel de acrilamida e congelada. Apds o congelamento,
a banda foi macerada em 500 pL de PBS até que a solugdo ficasse com aspecto

homogéneo. Assim, adicionaram-se a solu¢do 500 uL de adjuvante de Freund e agitou-se
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até¢ a formagdo de emulsdo homogénea. A inoculagdo ocorreu por via subcutanea e o

protocolo de imunizagdo esta descrito na Tabela 5.

Tabela 5. Protocolo para producdo de anticorpos policlonais anti-IpaC.

Dia Dose Concentracao Adjuvante de Freund
1° Dia 1# 216 pg Completo

15° Dia 28 270 ng Incompleto

30° Dia 3? 319 ug Incompleto

45° Dia Dose Reforgo 319 ug Incompleto

50° Dia Sacrificio Animal

Finalizadas as inoculagdes, acima descritas, foram coletados 50 mL de sangue através

de puncao cardiaca para a obtencdo do soro policlonal.

Teste de ELISA para a quantificacdo dos anticorpos

Antes de iniciar o procedimento, a proteina (que foi dialisada em tampao PBS com
300mM de NacCl) foi diluida em tampao carbonato de s6dio 0,2M pH 9,6 e incubada por 4
horas a 37°C. Uma placa de ELISA de alta capacidade foi sensibilizada com 100 pul/pogo
de antigeno (fragdes purificadas da proteina IpaC), em triplicatas. Em uma placa utilizou-se
o antigeno diluido 25X e na outra, o antigeno foi diluido 50X. As placas foram, entao,
bloqueadas com uma solu¢do de PBS 0,2M + 2% de leite em p6 desnatado (200 pL/pogo)
na qual permaneceram por 1 hora a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas por 3 vezes
com PBS-T (PBS com 0,05% Tween), sendo que em cada poco foram aplicados 200 uL de
solucdo em cada lavagem. Por ultimo, aplicaram-se 100 pL dos soros policlonais
préviamente diluidos em PBS. As diluigdes testadas foram 1:250; 1:500; 1:1000; 1:2000;
1:4000; 1:8000 e 1:16000. Como controle negativo foi utilizada apenas a solu¢do PBS. As
placas foram, assim, incubadas a 4°C por 16 horas. Terminado o periodo de incubacdo, as

placas foram lavadas por 3 vezes com PBS Tween, (200 pL/poco). Aplicaram-se, em
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seguida, 100 uL/pogo do anticorpo anti-IgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina,
diluido 1:20000 em PBS. Nesta etapa, o periodo de incubagdao foi de 1 hora a 37°C.
Novamente, as placas foram lavadas com PBS Tween. Apo6s a lavagem, em cada pogo
foram adicionados 100 uL do tampao substrato dietanolamina contendo 1 mg/mL de pNPP
(p-nitrofenil fosfato). Incubou-se por 1 hora a temperatura ambiente, no escuro e,

finalmente, a leitura das placas foi efetuada no espectrofotdometro a 405 nm.

“Western blot” para a confirmacao da produc¢iao dos anticorpos

A andlise de expressdo da proteina IpaC, nos diferentes vetores em bactérias lacticas,
foi realizado por “western blot”, no qual as fragdes protéicas separadas por SDS-PAGE
foram eletrotransferidas para uma membrana de PVDF (Immobilon, Millipore™). A
transferéncia ocorreu a 350mA e 25V por 30 minutos a temperatura ambiente, em um
sistema semi-seco (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad) contendo tampao de
transferéncia (25 mM Tris, 192 mM de Glicina, 0,1 % de SDS e 20 % de Metanol). As
interagdes inespecificas foram bloqueadas por 18 horas com solu¢cdo TBS-T (TBS e 0,1%
de Tween 20) e leite em p6 desnatado a 5%. A membrana contendo as proteinas
transferidas foi lavada por trés vezes, durante 5 minutos, sob agitagio com TBS-T. Em
seguida, a membrana foi colocada em contato com o soro de coelho contendo anticorpo
policlonal anti-IpaC diluido 1:10000 em solu¢do de TBS-Tween-leite, por 4 horas.
Terminado esse periodo, repetiu-se o processo de lavagem descrito acima, sendo a
membrana incubada com soro anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase
(RheaBiotech), na diluigao 1:10000, por 2 horas. A membrana foi, novamente, lavada com

TBS-T por trés vezes de 5 minutos cada. Descartou-se o tampao e adicionou-se tampao de
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equilibrio (100 mM de Tris-HCI pH 9,0, 100 mM de NaCl e | mM de MgCL). Apds 15
minutos, a reagdo foi revelada utilizando-se 20 mL da mesma solugdo base de Tris-HCI
contendo 33 puL de NBT e 16,5 pL. de BCIP (os reagentes devem ser adicionados nesta
ordem para que ndo ocorra precipitagdo de um deles). Foi realizado, também, um segundo
método de revelacdo para o “western blot” a fim de se intensificar a visualizacdo das
bandas caso a expressdo protéica fosse baixa. Nesse método, foi utilizado o luminol
(“western blot” Luminol Reagent, Santa Cruz Biotechnology) como revelador e um
transluminador especial para a deteccdo das amostras protéicas na membrana. Uma outra
metodologia foi realizada em relag@o ao tempo de bloqueio e de exposi¢do da membrana ao
anticorpo primdrio. Em praticamente todos os testes a membrana permaneceu na solucdo de
bloqueio por 18 horas e por cerca de 4 horas no anticorpo primario. Em um tnico teste, a

membrana permaneceu em exposi¢cdo ao anticorpo primario por 18 horas.

Teste de sensibilidade 4 gentamicina
Foi realizado um teste de sensibilidade da bactéria S. flexneri 2a linhagem 2457T ao
antimicrobiano gentamicina para a determinacdo da concentragdo utilizada no teste de

invasdo (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2010).

Cultivo de células HeLa para o teste de invasiao

Para o cultivo das células HeLa foi utilizado o meio DMEM suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino (Nutricell). A cada dois dias as células eram lavadas trés vezes com
PBS 1x (Tampao Fosfato Salina) a 37°C e o meio DMEM substituido por um novo. Assim
que a garrafa de 75 cm’ atingiu uma confluéncia de 90%, foram adicionados 2 ml de

tripsina (Nutricell) e a mesma permaneceu por 5 minutos a temperatura ambiente, para que
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as células HeLa se desprendessem da superficie a qual estavam aderidas. As células
foram, a seguir, homogeneizadas, divididas em 3 reservatérios iguais ao original (no caso
de replicagdo celular), ou passadas para placas de cultura celular (para testes in vitro),

sendo nesse caso, distribuido 1 ml para cada pogo.

Teste de invasao

Para testes qualitativos e quantitativos, a bactéria Shigella flexneri 2a linhagem 2457T
foi avaliada quanto a sua capacidade de invadir c¢lulas HelLa, na presenga e auséncia de
anticorpos produzidos, conforme descrito anteriormente. Para a realizagdo deste teste,
c¢lulas HelLa foram previamente cultivadas (em triplicatas) em placas de 24 pogos em meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Nutricell) com antibiotico por 18 horas a
37°C. Verificado o crescimento, descartou-se o meio de cultura das células e lavou-se cada
poco com 1 mL de PBS por trés vezes. Apos as lavagens, adicionaram-se 990 pL. de meio
DMEM sem antimicrobiano e 10 pL de cultura bacteriana (Shigella flexneri 2a 2457T)
previamente crescida durante 18 horas. As células HelLa e as células bacterianas
permaneceram em contato durante 90 minutos a 37°C na presenga de 5% de CO,. Nesse
momento, adicionou-se o anticorpo produzido para reconhecer a proteina IpaC nas
seguintes diluicdes: 1:125, 1:250, 1:1000 e 1:4000. Para cada diluicdo, as bactérias
permaneceram em contato com os anticorpos por 90 minutos, 60 minutos, 30 minutos e 15
minutos. Passado esse periodo, adicionou-se gentamicina (50 pg/mL) e a mistura incubada
nas condi¢des acima descritas por mais 1 hora e 30 minutos. O conteudo de cada poco foi,
entdo, descartado e as células mais uma vez lavadas com PBS. Terminada essa etapa, foi
acrescentado meio DMEM e as amostras incubadas por mais 3 horas. Realizaram-se mais

trés lavagens com PBS e, em seguida, as células foram incubadas por 15 minutos com
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PBS/Triton 1% a temperatura ambiente. Para a verificagdo do processo invasivo realizou-se
uma diluicio seriada das suspensdes contendo bactérias e células lisadas (107, 107, 107 e
10*) em PBS ¢ 50 pL de cada diluico (esse processo foi realizado para todos os tempos
descritos acima) foram colocados sobre placas contendo meio LA. Da mesma forma,
plaquearam-se 50 pL da suspensdo sem diluigdo. Depois do crescimento, foi feita a
contagem das bactérias invasivas em unidades formadoras de colonia por mililitro

(CFU/mL).

Experimentos — vetores pTINX, pTINXMut e pT1NXssAnch

Extracio plasmidial em pequena escala

A extragao plasmidial foi realizada com a utilizagdo do kit QIAprep®Spin Miniprep
(Qiagen) de acordo com as instrugdes do fabricante. Para a corrida eletroforética, 6 ul do
material extraido foram misturados com 1 pl de tampao de ressuspensdo de DNA, e a
mistura aplicada em gel de agarose a 0,6%. O gel foi corado com brometo de etidio e as

bandas de DNA visualizadas através de um transiluminador de raios Ultra-Violeta.

Reac¢io em cadeia da polimerase (PCR) para o gene ipaC

O DNA obtido por fervura, conforme descrito anteriormente, foi submetido a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) para amplificacdo do gene ipaC (1092 pb). Os iniciadores, as
enzimas de restricdo (FastDigest, Fermentas) e as condi¢cdes de reagdo utilizadas
encontram-se na Tabela 6. Para o desenho dos iniciadores foi utilizado o programa Gene

Runner 3.05 e a sequéncia do gene foi retirada do ShAiBASE (integrated database for
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comparative genomics of Shigella) a partir da sequéncia de Shigella flexneri sorotipo 2a

linhagem 301 (Plasmidio de Viruléncia pCP301).

Tabela 6. Iniciadores, enzimas e condi¢des de reacdo utilizados para a amplifica¢do do gene ipaC.

Vetor Nome Enzima de Restricao Sequéncia do Iniciador (5'>3")

PTINX ipaCFSec Ngo MIV AGTAGTGCCGGCATGGAAATTCAAAACACA
ipaCRpTINX Bam HI AGTAGTGGATCCTTAAGCTCGAATGTTACC

pTINXssAnch ipaCFSec Ngo MIV AGTAGTGCCGGCATGGAAATTCAAAACACA
ipaCRAnch Bam HI AGTTGCGGATCCAGCTCGAATGTTACCAGC

pTINXMut ipaCFCit EcoRV AGTTGCGATATCATGGAAATTCAAAACACA
ipaCRpTINX Bam HI AGTAGTGGATCCTTAAGCTCGAATGTTACC

A reagdo iniciou-se a partir de um processo de denaturag@o de 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por 1 minuto; uma etapa
de anelamento de 57°C por 1 minuto e uma extensdo a 72 °C por 2 minutos. O protocolo foi concluido por um periodo de extensdo final
de 10 minutos a 72°C.

Os produtos de PCR obtidos foram purificados com a utilizacdo do kit PureLink™

(Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante.

Digestao dos produtos de PCR e do vetor de expressao
Apoés a purificagdo, os produtos de PCR e os vetores pTINX, pTINXssAnch e
pTINXMut foram submetidos as reagdes de digestdo. Os reagentes utilizados e as

condi¢oes de reacao estao descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Reagentes e condi¢des de reagao utilizadas para a digestdo do gene ipaC e dos vetores pTINX, pT1NXssAnch
e pTINXMut.

Reagentes Volume

Agua esterilizada deionizada 22 uL

DNA 20 pL
Tampao 10x SuL

Enzima 1* 1,5 uL
Enzima 2* 1,5 uL

*Para os vetores pTINX e pTINXssAnch - Enzima 1: NgoMIV e Enzima 2: BamHI

*Para o vetor pTINXMut - Enzima 1: EcoRV e Enzima 2: BamHI

A reagdo foi realizada por 1 hora a 37°C. Um microlitro de enzima ¢ capaz de digerir cerca de 1 ng de DNA gendémico em
5 minutos ou 5 pg de DNA gendmico em 30 minutos.

Como descrito no item anterior, os produtos das reagdes de digestao foram purificados

com o kit PureLink™ (Invitrogen).
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Ligacao do gene ipaC aos vetores pT1NX, pTINXssAnch e pTINXMut
Os produtos de PCR e os plamidios previamente submetidos a digestdo foram ligados

de acordo com as especificagdes listadas na Tabela 8.

Tabela 8. Reagentes e condigdes de reacdo utilizados para a ligagdo do gene ipaC com os vetores pTINX, pTINXssAnch
e pTINXMut.

Reagentes Volume/Concentrac¢io

Agua esterilizada deionizada 7 uL

Gene ipaC 5 uL (250 ng)
Plasmidio 5 pL (50 ng)
Tampao 10x 2 uL

T4 DNA Ligase 1 pL

A reagdo foi realizada por 18 horas a 16°C.

Os produtos das reagdes de ligagdo foram purificados com a utilizagdo do kit

PureLink™ (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante.

Preparo da linhagem de Lactococcus lactis MG1363 eletrocompetente

A partir de uma cultura crescida por aproximadamente 18 horas, foi preparada uma
dilui¢do de 1:25 do cultivo, em meio GM17 (meio M17 acrescido de 0,5% de glicose) com
0,5M de sacarose e 1% de glicina. A cultura foi mantida a 30°C até atingir a densidade
optica entre 0,5 ¢ 0,7 a 600 nm. As células foram, entdo, coletadas por centrifugacao a 4000
rpm por 15 minutos e o precipitado lavado duas vezes com tampao de eletroporagao (0,5M
de sacarose e 1% de glicerol) e ressuspenso em um volume equivalente a 1:100 do volume
original da cultura. As células eletrocompetentes foram divididas em aliquotas de 100 pL e

congeladas a -80°C.

Eletroporacio de Lactococcus lactis linhagem MG1363
Para a eletroporagdo, uma das aliquotas de bactérias eletrocompetentes foi misturada a

aproximadamente 10 pL dos produtos das reagdes de ligacdo (pTINX/ipaC;
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pTINXssAnch/ipaC e pTINXMut/ipaC. A eletroporacdo foi realizada em cubetas Gene
Pulser® (Bio-Rad) de 0,2 cm a 2500 V, 200 Ohm e 25 F. Ap6s o choque as bactérias foram
suspensas em 5 mL de meio GM17 com 0,5 M de sacarose, 20 mM de MgCl,, 1 mM de
CaCl, e incubadas a 30°C por 2 horas. Apés esse periodo, as amostras foram centrifugadas
e suspensas em 500 uL do mesmo meio. O volume total foi dividido em trés placas de
GM17 contendo 0,5 M de sacarose e 5 pg/mL de eritromicina. As colonias recombinantes
apareceram em aproximadamente dois dias. Os clones foram analisados através de PCR de
colonia, e aqueles que apresentaram amplificagdo dos fragmentos considerados foram

estocados a -80°C.

Sequenciamento dos clones positivos

O seqiienciamento das construgdes em pTINX, pTINXssAnch e pTINXMut foram
realizados utilizando-se os iniciadores especificos para o gene ipaC. Para a realiza¢do do
procedimento foi utilizado o kit “BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing” (Applied
Biosystem) como agente fluorescente. Apds a reagdo de PCR de seqilienciamento, as
amostras foram submetidas ao seqiienciamento automatico de DNA utilizando o aparelho
ABI 3700 DNA Analyzer-Applied Biosystems. As seqiiéncias obtidas foram analisadas
pelo “Sequencing Analysis 3.4” e a montagem da seqiiéncia, verificagdo da qualidade das
bases dos eletroferogramas e arquivos gerados no formato FASTA realizados pelo pacote
de programas “Phred/Phrap/Consed” (Ewing et al.,1998; Ewing e Green, 1998; Gordon et
al., 1998). A seqiiéncia FASTA gerada foi comparada com as seqiiéncias ja depositadas no
Centro Nacional para Informacgdo Biotecnolégica (NCBI) para a identificagdo dos genes em

questao.
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Inducio da expressdo da proteina IpaC

Duzentos microlitros de wuma cultura de L. lactis MGI1363 crescida por
aproximadamente 18 horas foram inoculados em 20 mL de meio GM17 que foi mantido a
30°C sem agitacdo. Como esses vetores sdo constitutivos ndo houve indugdo. A unica
condicdo considerada para se verificar diferencas na taxa de expressdo foi a fase de
crescimento bacteriano. Dessa forma, foram utilizados 20 mL para cada condicdo de
crescimento: fase logaritmica, crescimento por aproximadamente 10 horas e crescimento
por 18 horas. Nesses dois ultimos periodos, as culturas bacterianas atingiram a fase
estaciondria de crescimento. Atingidas as condi¢des, o crescimento bacteriano contendo as
construgoes pTINXssAnch/ipaC, pTINXMut/ipaC foi coletado por centrifugacao a 4000
rpm por 20 minutos a 4°C. Para a construgdo com o vetor pT1NX/ipaC, que deve secretar a
proteina para meio extracelular, realizou-se a etapa de centrifugacdo coletando-se apenas o

sobrenadante que foi guardado para ser aplicado diretamente no gel.

Extracao da proteina IpaC

Para os vetores de L. lactis a extracao protéica foi realizada com 5 mL de tampao de
extracdo composto por: 20 mM de Tris-HCI pH 7,5; 500 mM de NaCl, 20 mg/mL de
lisozima ¢ 1 mM de PMSF. As culturas bacterianas foram incubadas com este tampao por
aproximadamente 2 horas a 37°C para a otimizagdo da agdo da lisozima sobre a parede
celular das bactérias Gram-positivas. Apds esse processo, as células foram, ainda,
sonicadas em 10 ciclos de 20 segundos cada com a utilizacdo de um homogeinizador
ultrassonico modelo 4710 (Cole-Parmer Instrument Co). Apenas a amostra contendo a
constru¢do com o vetor que expressa a proteina no citoplasma (pTINXMut) foi

centrifugada a 13500 rpm por 30 minutos e o sobrenadante guardado a -20°C. A amostra
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contendo o vetor pTINXssAnch passou pelos processos acima descritos, sendo omitida a

etapa de centrifugagao.

Gel SDS-PAGE para verificacao da expressiao da proteina IpaC

Para verificagdo da expressdo protéica um volume de 10 ul de cada amostra obtidas a
partir da extragdo foram analisados através de eletroforese vertical em gel SDS-PAGE a
12% (Sambrook et al., 1989). Antes de serem aplicadas, as amostras foram fervidas por 5

minutos.

Coloracio de prata do gel SDS-PAGE para verificacdo da expressao da proteina IpaC

Apds a corrida, o gel contendo a proteina IpaC foi submetido a coloragdo de prata. Para
isso, o gel permaneceu por 2 horas em uma solugdo fixadora (metanol 50%, acido acético
12% e 150 uL/mL de formaldeido). Apds essa primeira etapa, o gel foi lavado por 3 vezes
de 20 minutos cada em etanol 50%. Depois das lavagens, foi deixado por 1 minuto em
tiossulfato de sodio (0,06 g para 300 mL de agua). A seguir, lavou-se o gel por 3 vezes de
20 segundos em agua para que se iniciasse o processo de coloragdo com a seguinte solugao:
0,6 g de nitrato de prata e 225 puL de formaldeido para um volume final de 400 mL. Nesta
solucdo, o gel permaneceu imerso por 20 minutos. Terminada a etapa de coloracao, o gel
foi lavado novamente por 3 vezes de 20 segundos cada e, entdo, aplicou-se a solucdo de
revelacdo com a seguinte composi¢do: 24 g de carbonato de sédio, 200 puL. de formaldeido
e 16 mL da solugdo de tiossulfato de sodio (utilizada no inicio do experimento). Essas
quantidades de reagentes foram utilizadas para um volume final de 400 mL de solugdo de
revelacdo, que permaneceu em contato com o gel até que as bandas correspondentes as

proteinas ficassem visiveis. Nesse momento, aplicou-se ao gel uma solu¢do de acido
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acético 5% para que o processo de revelagdo fosse interrompido e também para a fixagao

do nitrato de prata.

Ensaio de imunoafinidade

Para melhor visualizagdo da proteina IpaC, na técnica de “western blot”, foi realizado o
ensaio de imunoafinidade para L. lactis. Este teste consiste em carregar uma resina (CNBr-
activated Sepharose 4 Fast Flow, GE Healthcare) com os anticorpos desejados. Neste caso,
utilizaram-se anticorpos anti-IpaC para que se pudesse purificar os extratos protéicos
obtidos a partir de L. lactis recombinantes expressando a proteina IpaC. Para a realizagdo
da imunoafinidade, foram utilizadas duas resinas que foram praparadas de acordo com as
especificacdes do fabricante. Na primeira foram purificados os controles negativo e
positivo, respectivamente, e na segunda foram purificadas as amostras dos vetores pTINX,
pTINXMut e pTINXssAnch, respectivamente. Em primeiro lugar, para cada resina
adicionou-se um volume de 20 mL de 4gua deionizada autoclavada e, posteriormente, mais
20 mL do tampao de extragdao de IpaC (20 mM de Tris-HCI pH 7,5, 500 mM de NaCl e 1
mM de PMSF) para equilibrar a resina. Em seguida, foi adicionada a primeira amostra
(controle negativo — vetor pTINX sem o gene ipaC - em uma coluna e pTINX/ipaC em
outra) e, esgotando-se o volume de amostra, adicionados 2 mL de tampao de eluicao
(Glicina 100 mM pH 3,4). Como as fragdes protéicas eram eluidas com um tampao acido,
adicionou-se um volume de 10% de tampao Tris-HC1 1 M pH 9,0 (do volume total) as
amostras coletadas. Apos a coleta da amostra, adicionou-se Tris-HCl 50 mM pH 8,0 a fim
de se restaurar o pH da resina. O Ultimo passo foi, novamente, adicionar dgua a resina e,
para seguir com a proéxima amostra, apos a agua reiniciou-se com a adicdo do tampao de

extracdo. Uma vez purificadas, 10 pL de cada fragdo protéica coletada foram analisados
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através de eletroforese vertical em gel SDS-PAGE a 12% (Sambrook et al., 1989) e o

mesmo gel utilizado para a realizagdo do “western blot™.

Extracdo de RNA total
A extracdo de RNA total de L. lactis recombinantes foi realizada com a utilizagdo do

kit RNeasy Mini (Qiagen) de acordo com as especificagcdes do fabricante.

PCR em tempo real

Foram realizadas reagcdes em cadeia da polimerase em tempo real com a utilizagdo do
kit SensiMix SYBR One-step (Invitrogen) para a quantificagdo da expressao protéica. Os
iniciadores foram desenhados a partir da sequéncia do gene retirada do Sh/BASE
(integrated database for comparative genomics of Shigella) com base na sequéncia de
Shigella flexneri sorotipo 2a linhagem 301 (Plasmidio de Viruléncia pCP301). Os
iniciadores para o gene ipaC foram desenhados a partir da sequéncia otimizada (Tabela 9).
O desenho dos iniciadores para o gene normalizador (controle endogeno) foi realizado a
partir da sequéncia do gene rpoA de L. lactis linhagem MG1363 e estao listados na Tabela
10. Todos os iniciadores utilizados foram gerados pelo programa Primer Express 3.0
(Applied Biosystems). As reagdes foram realizadas no aparelho StepOnePlus Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). Apds a realizacdo das reagdes para padronizagdo

definiu-se o uso de 0,1 ng/uL de RNA total e o uso de 0,2 pmol de cada iniciador.

Tabela 9. Iniciadores e condi¢des de reagdo utilizados para a quantificagdo da transcrigdo do gene ipaC.

Nome Sequéncia do Iniciador (5'>3")
ipaCFpBLUE AGTGCTCTTCGTACGGCTGAA

ipaCRpBLUE TGTTGCATCAAAAGCGATTAAACT

A reagdo iniciou-se com uma temperatura de 48°C por 10 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto.
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Tabela 10. Iniciadores e condi¢des de reagdo utilizados para a amplifica¢do do gene normalizador (rpoA).

Nome Sequéncia do Iniciador (5'3")
rpoAFLL TTCAACACGAATTCGCAACAA

rpoARLL CGCAAGAACGATTTGGATGA

A reagdo iniciou-se com uma temperatura de 48°C por 10 minutos, 95°C por 10 minutos ¢ 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto.

Imunocitoquimica

As bactérias recombinantes carregando os vetores de expressdo pTI1NXssAnch,
pTINXMut e pET28a foram submetidas a técnica de imunocitoquimica para se verificar a
presenca da proteina IpaC diretamente na célula bacteriana. Para isso, 100 pL de cada
cultura bacteriana crescida durante 18 horas, foram diluidos em 900 uL de meio GM17
(para as bactérias lacticas) e LB (para E. coli). Duzentos microlitros de cada amostra
diluida foram centrifugados em uma centrifuga propria para a fixacdo de células para que as
bactérias fossem fixadas as laminas de vidro. As amostras carregando os vetores de
expressao pTINXMut e pET28a foram previamente tratadas com uma solugdo de PBS
contendo 5 mg/mL e 20 pg/mL de lisozima, respectivamente, a fim de se permeabilizar os
envoltorios celulares para a entrada dos anticorpos e para o reconhecimento da proteina
que, para esses vetores, ¢ expressa no citoplasma bacteriano. Nao foi necessaria a
realizagdo desse procedimento para as amostras que carregavam o vetor pT1NXssAnch
uma vez que, no caso deste vetor especificamente, a proteina deve apresentar-se ancorada a
parede celular da bactéria. Depois do processo de digestdo, seguiu-se com o protocolo de
imunocitoquimica de acordo com as especificagdes do kit ImmunoCruz™ rabbit ABC
Staining System sc-2018 (Santa Cruz Biotechnology). O anticorpo primario anti-IpaC foi
utilizado na diluicdo de 1:50. A determinagao do uso dessa diluigdo especifica foi baseada

em testes preliminares com diferentes diluicdes tendo esta apresentado o melhor resultado
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na deteccdo da proteina. Para a visualizacdo das bactérias, as amostas foram contra-coradas

com o corante violeta genciana.

Experimentos — vetor pIDTBlue

O vetor pIDTBIlue, contendo a sequéncia otimizada do gene ipaC, inicialmente
liofilizado, foi ressuspenso em 20 pL de 4dgua deionizada autoclavada, em concentragdo
final de 0,1 pg/ulL. Essa amostra de 0,1 pg/uL foi em seguida diluida para uma
concentracdo de 5 ng que foi utilizada para a transformacdo na bactéria E. coli DH10p
(preparada de acordo como descrito para a bactéria E. coli BL21). Os clones resistentes a
ampicilina foram confirmados como positivos através de PCR (para o gene ipaC). Estes
mesmos clones também tiveram seu DNA plasmidial extraido (QIAprep®Spin Miniprep,
Qiagen) e digerido com as enzimas de restrigao especificas para a confirmagdo da presenga
do gene ipaC. Apos a digestao, purificaram-se as bandas resultantes que correspondiam ao
gene ipaC a partir do gel de agarose a 1% com a utilizagdo do kit QIAquick® Gel
Extraction (Qiagen). O gene ipaC purificado do vetor pIDTBLUE foi, entdo, subclonado
nos vetores pTINX, pTINXssAnch e pTINXMut, previamente digeridos com as enzimas
NgoMIV/BamHI (para pTINX e pT1NXssAnch) e EcoRV/BamHI (para pTINXMut). E
importante destacar que, quando o gene ipaC foi sintetizado, em sua sequéncia ja constava
os sitios de restricdo para subclonagem no vetor pTINXMut. Neste caso especifico ndo
houve, portanto, a necessidade de amplificar o gene para a inser¢do das sequéncias de
restrigdo. Para os outros dois vetores, as sequéncias de restricdo foram inseridas através de
PCR, sendo que o utilizou-se o vetor pIDTBLUE como “template” da rea¢do. A Tabela 11

mostra os iniciadores, enzimas e condicoes de reagao.
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Tabela 11. Iniciadores, enzimas e condi¢des de reagdo utilizados para a amplificagdo do gene ipaC.

Vetor Nome Enzima de Restricio Sequéncia do Iniciador (5'>3")
TINX ipaCFSEc-pBLUE Ngo MIV AGTAGTGCCGGCATGGAAATACAAAATACT
p
ipaCRpTINX-pBLUE Bam HI AGTAGTGGATCCTTAAGCTCTAATATTGCC
ipaCFSEc-pBLUE Ngo MIV AGTAGTGCCGGCATGGAAATACAAAATACT
pTINXssAnch
ipaCRAnch-pBLUE Bam HI AGTTGCGGATCCAGCTCTAATATTGCCGGC

A reagdo iniciou-se a partir de um processo de denaturagdo de 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por 1
minuto; uma etapa de anelamento de 57°C por 1 minuto e uma extenséo a 72 °C por 2 minutos. O protocolo foi concluido
por um periodo de extensdo final de 10 minutos a 72°C.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As bactérias do género Shigella sao patdgenos entéricos de impacto global para a satde
que causam uma forma grave de disenteria chamada shigelose. A doenca ocorre
predominantemente nos paises em desenvolvimento sendo que a maior parte dos casos
relatados sdo de criangas menores de 5 anos de idade (Kotloff ez al., 1999). Além do alto
indice de morbi-mortalidade, ¢ importante destacar a questdo do aumento no espectro de
resisténcia dessas bactérias aos antimicrobianos, o que dificulta o tratamento dos doentes.
Frente a isso, a Organizagdo Mundial de Satde tém priorizado o desenvolvimento de
vacinas contra as diferentes espécies de Shigella. Sabe-se, no entanto, que seria muito
dificil desenvolver uma vacina que oferecesse protegdo contra as quatro espécies da
bactéria a0 mesmo tempo (Formal et al, 1991). Dessa forma, uma alternativa seria
observar a ocorréncia de cada espécie em diferentes regides, considerando, a partir disso, as
mais prevalentes. Trabalhos mostram que, nos paises em desenvolvimento, a maior
prevaléncia ¢ de Shigella flexneri (60%), enquanto que, nos paises desenvolvidos, a
prevaléncia ¢ de Shigella sonnei (77%). Tanto em paises desenvolvidos, quanto em
desenvolvimento, o sorotipo predominante de Shigella flexnei € o 2a.

Apesar da diferenca na prevaléncia de cada espécie, de acordo com a regido
considerada, os mecanismos de patogenicidade descritos para as diferentes espécies de
Shigella sdo praticamente os mesmos. Sabe-se que o sistema de secrecao tipo III é essencial
para a interacao de muitas bactérias Gram-negativas, como Shigella flexneri, com células
eucarioticas. As proteinas translocadas pelo sistema de secre¢do tipo III, que sdo
codificadas em um plasmidio de 220 kb, sdo essenciais para o processo invasivo € para a
manipulacdo das cé€lulas hospedeiras pelas bactérias. Dentre todas as proteinas codificadas

nesse plasmidio, destacam-se os antigenos plasmidiais de invasdo B e C (IpaB e IpaC), os
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quais participam dos passos iniciais no processo de invasdo das células intestinais.
Diversos trabalhos mostram que IpaB e IpaC sdo as primeiras proteinas a serem secretadas
pelo sistema de secregdo tipo III logo apds o contato da bactéria com a célula hospedeira
(Menard et al., 1994a).

A partir do entendimento de parte dos mecanismos de patogenicidade e da ampliacao
no espectro de resisténcia a antimicrobianos, se faz necesséria a busca de alternativas para o
combate a infeccao causada por Shigella. Como dito anteriormente, existe a necessidade de
se desenvolver uma vacina que seja segura e efetiva contra a bactéria. Para isso, estdo em
estudo, tanto as desenvolvidas a partir de bactérias vivas atenuadas, como aquelas que
utilizam bactérias ndo patogénicas que seriam carreadoras de subunidades protéicas de
bactérias patogénicas. Nesse sentido, decidimos trabalhar com a proteina IpaC e com a
bactéria lactica Lactococcus lactis no desenvolvimento de uma possivel vacina contra
Shigella e shigelose.

Para a expressdo da proteina IpaC foram utilizados 3 vetores constitutivos: pTINX,
pTINXssAnch e pTINXMut (Schotte et al., 2000). O primeiro vetor expressa a proteina e
a secreta para o meio extracelular; o segundo a expressa ancorada a parede celular
bacteriana e, no terceiro, a expressao ¢ citoplasmatica. A proteina IpaC também foi clonada
no vetor pET28a na linhagem de E. coli BL21 (DE3) para se ter um controle da expressao e
para a posterior producdo de anticorpos anti-IpaC que seriam utilizados em testes
imunologicos. Além disso, a partir da expressao nos diferentes sistemas foi possivel a
realiza¢do de um estudo comparativo entre a expressao nos vetores pT1INX, pTINXssAnch
e pTINXMut préprios para expressao heterdloga em bactérias lacticas e a expressdo no
vetor pET28a em E. coli BL21(DE3) que constitui-se em um sistema muito conhecido e

que promove a superexpressao de diversas proteinas.
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A clonagem do gene ipaC foi verificada pela extragdo plasmidial das colonias obtidas
apos a transformagdo e posterior reagao de PCR para a confirmagdo da presenca do inserto

dentro do vetor pET28a (Figura 3).

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose a 1%. Amplificagdo do gene ipaC a partir das
colonias recombinantes resultantes da constru¢do pET28a/ipaC. 1: Padriao de peso
molecular (1Kb Ladder, Fermentas). 2: controle negativo. 3, 5 e 8: clones positivos.

Antes de se iniciar o processo de expressdo protéica, os clones confirmados foram
seqiienciados a fim de se verificar a integridade do gene e também para avaliar se a fase de
leitura estava correta. Apds a padronizacdo das reagdes de sequenciamento, pdde-se
confirmar que apenas um dos clones poderia ser utilizado para os testes posteriores por
apresentar as caracteristicas desejadas.

Depois da escolha do clone a ser trabalhado, foi realizada a expressdao protéica. Para
isso, utilizou-se o protocolo descrito por Picking et al. (1996), com algumas modificacdes,
a fim de se facilitar o processo e de se obter uma maior quantidade de proteina mesmo apos
a purificacdo. Como descrito em trabalhos anteriores (High et al., 1992; Menard et al.,
1993), ¢ muito dificil produzir suspensdes da proteina IpaC em virtude de sua instabilidade
em solucdo. Esta caracteristica deve-se a uma regiao hidrofobica entre os aminoacidos 100

e 170 que, quando parcialmente exposta, € responsavel pela inser¢do direta da proteina na
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membrana plasmatica (Tran et al., 2000). Essa caracteristica dificulta o processo de
indugdo, de purificacdo, bem como a manuten¢ao da proteina na forma soluvel.

Diversos estudos propoe diferentes metodologias para a otimizagdo de sua produ¢do na
forma soluvel, no entanto, cada processo apresenta uma particularidade e a escolha deve ser
feita de acordo com o objetivo final do trabalho (Goloubinoff et al., 1989; Marquart et al.,
1996; Picking et al., 1996; Picking et al., 2001; Rudolph e Lilie, 1996; Birket et al., 2007).
De acordo com informagdes contidas no trabalho de Picking ef al. (1996), diversas
proteinas, quando superexpressas em E. coli, tendem a ser sequestradas em corpos de
inclusdo. Isso ocorre para a proteina IpaC quando € expressa a 37°C, por exemplo. Outra
caracteristica, propria da proteina, que corrobora para a insolubilidade, ¢ a presenca de uma
regido transmembranica, como ja citado anteriormente, a qual a torna hidrofobica e,
portanto, insoluvel sob determinadas condigdes (Figura 4).

Phobius posterior probabilities for UMMAMED
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transmembrane cytoplasmic == non cytoplasmic =——cjcnz]l peptice —

Figura 4. Andlise da estrutura da proteina IpaC através do programa Phobius
(http://phobius.sbe.su.se/). O grafico destaca a regido transmembranica da proteina
responsavel por seu comportamento hidrofobico.
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Apesar disso, foi realizada a expressdo da proteina nesta temperatura a fim de se
otimizar o processo sendo necessaria uma alteragdo: foi adicionado, ao tampao de extragao
0,5 % de Triton X-100 com a finalidade de se romper esses corpos de inclusdo e solubilizar
a proteina. Como mostra a Figura 5, netas condigdes a expressdo ¢ aumentada
significativamente e, com isso, uma maior quantidade de proteina (aproximadamente 135
pg/mL de IpaC purificada a partir da expressdo a 37°C e aproximadamente 33 pug/mL a
partir da expressdao a 30°C) pode ser recuperada quando comparada a expressao a 30°C

como descrito por Picking et al. (1996).
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Figura 5. Gel SDS-PAGE a 12%. Teste de expressdo. 1: padrdo de peso molecular
(Unstained Protein Weight Marker, Fermentas). 2: vetor pET28a (sem o gene ipaC) a 37°C.
3: pET28a (sem o gene ipaC) a 30°C. 4: pET28a (com o gene) a 37°C. 5: vetor pET28a
(com o gene) a 30°C.

Logo apds a extragdo, a proteina foi submetida a purificacdo por cromatografia de
afinidade em resina de niquel. O gel de purificacio esta representado pela Figura 6. E
possivel observar a presenga de uma proteina de 45 kDa (42 kDa da proteina IpaC mais 3

kDa correspondentes a cauda de histidina adicionada a sequéncia pelo vetor pET28a)

expressa e purificada nas fragcdes de 50 mM, 100 mM, 200 mM e 500 mM de imidazol.
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Figura 6. Gel SDS-PAGE a 12%. Purificagdo da proteina IpaC segundo o teste de
expressao da Figura 3. 1: padrao de peso molecular (Unstained Protein Weight Marker,
Fermentas). 2 - 10: fragdes protéicas eluidas com 10, 20, 50 (1?* fragdo), 50 (2* fragdo), 100
(1* fragao), 100 (2* fracdao), 200 (1* fracdao), 200 (2* fracdo) e 500 mM de imidazol.
Destaque: banda utilizada na espectrometria de massa.

A fracao purificada da proteina IpaC, cuja identidade foi confirmada pela realizagcdo da
espectrometria de massa, foi utilizada para a produg@o de anticorpos policlonais. Para isso,
as bandas correspondentes a proteina foram recortadas do gel de acrilamida, processadas e
inoculadas, via subcutdnea em coelhos. Para a detec¢do da producdo dos anticorpos
realizou-se, em primeiro lugar, o teste de ELISA. Dessa forma, o antigeno (proteina IpaC)
foi dialisado em tampao PBS contendo 300 mM de NaCl, uma vez que a proteina apresenta
uma regido hidrofébica muito representativa e necessita, assim, estar em um tampao que
contenha uma elevada concentragdo de sal. De acordo com os resultados observados nas
Figuras 7 e 8, a sensibilidade da reagdo antigeno/anticorpo apresentou-se muito
significativa, mesmo com o antigeno mais diluido (Figura 8). Nas mesmas figuras ¢
possivel observar também que um dos coelhos desafiados (coelho 2) respondeu melhor a
imunizagdo produzindo anticorpos em maior quantidade quando comparado com o outro

animal (coelho 1). Frente a esse resultado, em todos os testes imunoldégicos utilizou-se os

anticorpos provenientes do coelho 2.
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Figura 7. Grafico representando o teste de ELISA com os anticorpos produzidos em
coelho. O grafico mostra a sensibilidade do anticorpo em relagdo ao antigeno (proteina
IpaC) em diferentes dilui¢cdes. O eixo y corresponde as medidas de absorbancia a 405 nm; o
eixo x corresponde as diluigdes seriadas do anticorpo. Neste teste, o antigeno foi diluido 25
vezes (concentragao final de 160 pg/mL).
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Figura 8. Grafico representando o teste de ELISA com os anticorpos produzidos em
coelho. O grafico mostra a sensibilidade do anticorpo em relagdo ao antigeno (proteina
IpaC) em diferentes diluigdes. O eixo y corresponde as medidas de absorbancia a 405 nm; o
eixo x corresponde as diluigdes seriadas do anticorpo. Neste teste, o antigeno foi diluido 50
vezes (concentragao final 80 pg/mL).

Os anticorpos produzidos foram utilizados para verificar se seriam capazes de bloquear

a invasdo da bactéria Shigella flexneri 2a linhagem 2457T em linhagens celulares
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cultivadas in vitro, e também utilizados com a finalidade de se verificar a integridade da
molécula protéica para que fosse possivel o reconhecimento antigénico. A Figura 9 mostra
a proteina IpaC, expressa em pET28a, sendo reconhecida pelos anticorpos policlonais

produzidos.

52 kDa

42 kDa
34 kDa

Figura 9. “Western blot” a partir da purificagdo da proteina IpaC expressa em pET28a a
37°C. Os anticorpos foram produzidos em coelhos através de inoculagdo subcutanea do
antigeno. Para isso, a banda correspondente a proteina IpaC purificada foi retirada do gel de
acrilamida e posteriormente processada. 1: padrao de peso molecular (Spectra™ Multicolor
Broad Range Protein Ladder, Fermentas); 2: fragdo purificada da proteina IpaC expressa a
37°C.

A Figura 10 mostra os resultados obtidos a partir do teste de invasdo na presenga dos

anticorpos em diferentes dilui¢cdes e tempos de exposicao.
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Figura 10. Diferentes dilui¢des dos anticorpos testados em cultura de células Hela para
verificagdo da inibi¢do da invasdo de S. flexneri.

Como evidenciado nas Figuras 9 e 10, respectivamente, os anticorpos anti-IpaC, além
da capacidade de reconhecer a proteina IpaC, foram também capazes de inibir a entrada da
bactéria S. flexneri em células HelLa, confirmando, assim, a importancia da proteina no
processo invasivo e validando a a¢do inibitdria esperada para os anticorpos produzidos.
Resultados preliminares ja mostraram que a proteina IpaC purificada possui atividades in
vitro que estdo relacionadas a invasdo, o que inclui a habilidade de adesdo a células
epiteliais cultivadas e a habilidade de promover a invasdo com linhagens ndo-invasivas de
S. flexneri (Bennish, 1991; Marquart et al., 1996).

Apos os experimentos bem sucedidos com o vetor pET28a, foram realizados outros
com os vetores de expressdo para bactérias lacticas: pTINX, pTINXssAnch e pT1NXMut.
Na verdade trata-se, originalmente, de dois vetores, sendo que um deles foi mutado e, por
isso, possui duas versdes: uma que expressa a proteina de interesse € a secreta para 0 meio
extracelular (pTINX) e a outra versao (mutada) que expressa a proteina no citoplasma da

célula bacteriana (pTINXMut). O outro vetor, chamado pTINXssAnch expressa a proteina
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e esta fica ancorada a parede celular bacteriana. Os vetores estdo sob o controle do
promotor constitutivo P1 ndo havendo a necessidade da utilizagdo de um indutor. Na Figura
11 € possivel observar o perfil desses plasmidios e na Figura 12 observa-se os mapas dos

dois vetores originais, pTINX e pT1NSssAnch.

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose a 0,7%. Extragdo dos plasmidios de Lactococcus
lactis recombinantes. 1 e 2: pTINX/ipaC; 3 e 4: pTINXssAnch/ipaC; 5 e 6:
pTINXMut/ipaC.

Figural2. Mapa dos vetores de expressdo pTINX e pTINXssAnch. O vetor pTINXMut
possui a mesma sequéncia do vetor pTINX, no entanto, sem a sequéncia que codifica o
peptidio sinal.
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A expressdo através de um sistema constitutivo pode ser vantajosa por ser mais
apropriada em determinadas situagdes, como por exemplo, na expressdo de antigenos
associados a membrana, de antigenos insoluveis em determinadas condi¢des ou ainda
quando este antigeno apresenta efeito citotoxico em altas concentragdes (Chamberlain et
al., 1997). Por outro lado, quando se trabalha com um sistema que permite uma indugdo ou
um controle sobre a taxa de expressdo proteica, se ndo ocorrer nenhuma das caracteristicas
citadas anteriormente, a proteina pode ser expressa em grandes quantidades, o que
facilitaria seu uso para experimentos posteriores como purificacao, produgdo de anticorpos,
imunizagdo, etc (Kuipers ef al., 1997). Neste sentido, o sistema de expressdo mais utilizado
e mais conhecido hoje em dia ¢ o sistema NICE (Nisin-Controlled Expression) (Kuipers ef
al., 1993), apesar de existirem varios outros sistemas, tanto indutiveis como constitutivos
disponiveis para a bactéria Lactococcus lactis (Holmgren e Czerkinsky, 2005; Bermudez-
Humaran e Langella, 2010; Wells e Mercenier, 2008).

De acordo com essas informacdes, um sistema constitutivo seria apropriado para a
expressao da proteina IpaC, uma vez que ela apresenta algumas das caracteristicas citadas
como associagdo a membrana, insolubilidade sob determinadas condi¢des, ndo podendo
ser, assim, expressa em altas concentragoes.

Tanto os diferentes vetores de expressdo como o gene ipaC foram digeridos com as
enzimas NgoMIV, BamHI e EcoRV para que se efetuassem as ligacdes. Introduziu-se as
diferentes construgdes, por eletroporagdo, na bactéria Lactococcus lactis € os clones
positivos, resistentes a eritromicina, foram confirmados por PCR de colonia (Figura 13) e

por sequenciamento de DNA.
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose a 1%. PCR de colonia para confirma¢do dos
clones positivos para as construgdes pTINXMut/ipaC, pTINXssAnch/ipaC e
pTINX/ipaC. Neste caso os plasmidios carregam a sequéncia original do gene ipaC. 1:
padrdo de peso molecular (IKb Ladder, Fermentas); 2 e 3: pTINXMut/ipaC; 4 e 5:
pT1INXssAnch/ipaC; 6 e 7: pTINX/ipaC.

Apds a confirmagao dos clones positivos, iniciaram-se os testes de expressdo. Como a
expressao heterologa desses vetores ¢ baixa, ndo foi feita, inicialmente, a coloracdo do gel
de acrilamida com o corante comassie blue, mas sim, realizou-se a coloragao com nitrato de
prata, uma vez que esse método ¢ mais sensivel para a detec¢do de proteinas em baixas

concentragdes. A Figura 14 representa a provavel expressao da proteina IpaC pelos vetores

constitutivos.
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Figura 14. SDS-PAGE a 12% (submetido a coloracao de prata) da proteina IpaC expressa
nos vetores pTINX, pTINXssAnch e pTINXMut. 1: padrdo de peso molecular (Unstained
Protein Weight Marker, Fermentas). 2: Lactococcus lactis (fracdo insolivel-controle); 3:
Lactococcus lactis (fragao soluvel-controle); 4: Lactococcus lactis (sobrenadante-controle);
5: pTINXMut/ipaC (fragao insolavel); 6: pTINXMut/ipaC (fragdo solavel); 7:
pTINX/ipaC (sobrenadante); 8 (repeticdo da amostra 7); 9: pT1NXssAnch/ipaC; 10:
proteina IpaC expressa em pET28a (controle).

E importante salientar que foi confirmada a caracteristica desses vetores de expressarem
seus insertos em baixas concentragdes, uma vez que ndo foi possivel visualizar nenhum
fragmento que tivesse a expressao destacada e que correspondesse ao tamanho esperado da
proteina IpaC (42 KDa), mesmo através da coloragdo com prata. Esse resultado também
corrobora o fato de ndo existir um controle sobre o sistema de expressao ¢ o fato de ndo
existirem muitos trabalhos publicados que envolvem a utilizagdo dos vetores pTINX,
pTINXssAnch e pTINXMut. Frente a isso, o proximo passo para a verificacdo da
expressao seria por meio de testes imunologicos com a utilizagdo dos anticorpos policlonais
produzidos em coelhos.

Inicialmente, realizou-se a técnica de “dot-blot”, que apresenta os mesmos principios

do “western-blot”, no entanto, no primeiro caso as amostras ndo sao submetidas a etapa de
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transferéncia; aplica-se o antigeno diretamente na superficie da membrana. A escolha da
realizagdo desse teste, em um primeiro momento, ocorreu pelo fato de ser uma técnica mais
simples e mais rapida. Depois de algumas tentativas sem sucesso, realizou-se o “western
blot”.

Em relagdo a esta técnica, diversas modificagdes foram realizadas; (1) o sistema de
transferéncia tradicional, originalmente utilizado, foi substituido por um sistema semi-seco,
uma vez que o processo ocorre mais eficientemente; (2) a membrana foi exposta a solugao
de bloqueio por 18 horas e também na presenca do anticorpo primario durante o mesmo
periodo; (3) foi realizado o “western blot” a partir de fragdes protéicas obtidas através da

técnica de imunoafinidade (Figura 15 e 16).

1. 2.3 - 4 8« 60000
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Figura 15. SDS-PAGE a 12%. Imunoafinidade de Lactococcus lactis. 1: padrao de peso
molecular (Unstained Protein Weight Marker, Fermentas); 2: pTINX sem inserto (controle
negativo); 3: pTINX/ipaC; 4: pTINXMut/ipaC; 5: pT1NXssAnch/ipaC centrifugado; 6:
pTINXssAnch/ipaC sem centrifugar; 7: pET28a/ipaC (controle positivo - expressao a 37°C
- fragdo purificada com 200 mM de imidazol).
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Figura 16. “Western blot” a partir da Imunoafinidade de Lactococcus lactis. 1: padrdo de
peso molecular (Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder, Fermentas); 2: pTINX
sem inserto (controle negativo); 3: pTINX/ipaC; 4: pTINXMut/ipaC; 5:
pTINXssAnch/ipaC centrifugado; 6: pT1NXssAnch/ipaC sem centrifugar; 7: pET28a/ipaC
(controle positivo - expressao a 37°C - fragdo purificada com 200 mM de imidazol).

Esta técnica consiste em um sistema de purificacdao protéica que se baseia na afinidade
antigeno-anticorpo. Dessa forma, esperava-se conseguir separar, ou, isolar a proteina IpaC
de todo o restante do extrato protéico a fim de facilitar a interagdo antigeno-anticorpo na
técnica de “western blot”; (4) para a revelacdo, foi utilizado tanto um cromogeno (Figuras
16, 24 e 26) quanto o luminol (Figuras 17 e 18) e um transluminador especial para a

revelacdo daquele reagente, ja que este ultimo método ¢ considerado significantemente

mais sensivel quando comparado ao primeiro.
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Figura 17. SDS-PAGE a 12%. Expressdo da proteina IpaC nos vetores pT1NXssAnch e
pTINXMut e em pET28a. 1: padrao de peso molecular (Unstained Protein Weight Marker,
Fermentas). 2: pT1NXssAnch/ipaC em L. lactis; 3: pT1NXssAnch/ipaC em L. lactis
centrifugada; 4: pTINXMut em L. lactis; 5: pET28a/ipaC purificado e concentrado
(expressdo a 37°C).

‘ Proteina IpaC

Figura 18. “Western blot” realizado a partir da expressio de IpaC nos vetores
pTINXssAnch, pTINXMut e pET28a em L. lactis e E. coli, respectivamente. Revelagdo
com o reagente luminol através de um transluminador especial. 1: padrao de peso molecular
(Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder, Fermentas); 2: pTINXssAnch/ipaC; 3:
pTINXssAnch/ipaC (fragdo centrifugada); 4: pTINXMut; 5: pET28a/ipaC purificado e
concentrado (expressao a 37°C).
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Apds todas as consideragdes, notou-se que, provavelmente, o fator limitante para a
deteccdo da proteina ndo residia na técnica utilizada para isto, mas sim na taxa de expressao
protéica. Para todos os testes realizados e discutidos acima, exceto para o primeiro, que foi
a técnica de “dot-blot”, detectou-se a expressdo do controle positivo (proteina IpaC
produzida em pET28a). Dessa forma, uma alternativa considerada foi a presenca de codons
raros na sequéncia do gene ipaC que poderiam estar dificultando o processo de traducdo, e
consequentemente, a taxa final de expressdo. Como a bactéria S. flexneri, que produz
originalmente a proteina IpaC, e a bactéria L. lactis utilizada neste trabalho na producao
heter6loga da proteina, ndo sdo relacionadas filogeneticamente, muitos cédons utilizados no
processo de tradugdo ndo sdo os mesmos para ambas as bactérias. Esta condicdao ja foi
descrita por diversos autores, constituindo-se em uma informac¢do muito importante quando
se trabalha com expressao heterdloga (Kim e Sin, 2005; Tokuoka et al., 2008; Li et al,
2008; Muthumani et al., 2008). Ainda segundo Besse e Ephrussi (2008), um grande numero
de sequéncias ricas em C-G no RNA mensageiro pode inibir a traducdo da proteina devido
ao aumento na formagdo de estruturas secundarias. Além disso, a presenca de sitios de
processamento do pré-RNA sdo capazes de causar expressdo anomala da sequéncia alvo.

Frente a todas essas questdes, através de uma pesquisa na internet foi encontrada uma
pagina do Laboratério de Genomica Estrutural e Protedmica da Universidade da California,
(http://nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/) em que foi possivel, através da sequéncia original
do gene codificante da proteina IpaC, a marcagdo dos codons raros existentes. A sequéncia
completa do gene ipaC e os codons raros marcados em cores diferentes sdo mostrados na

Figura 19.
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Red = rare Arg codons AGG, AGA, CGA
Green = rare Leu codon CTA
Blue = rare Ile codon ATA

= rare Pro codon

for the following input sequence (ipaC):

atg gaa att caa aac aca aaa cca acc cag att tta tat aca gat ATA tcc aca
aaa caa act caa agt tct tcc gaa aca caa aaa tca caa aat tat cag cag att
gca gcg cat att cca ctt aat gtc ggt aaa aat gta tta aca acc aca tta
aat gat gat caa ctt tta aag tta tca gag cag gtt cag cat gat tca gaa atc
att gct cgc ctt act gac aaa aag atg aaa gat cgt tca gag atg agt cac acc
ctt act cca gag aac act ctg gat att tcc agt ctt tct tct aat gct gtt tct
tta att att agt gta gcc gtt CTA ctt tct gct ctc cgc act gca gaa act aaa
ttg ggc tct caa ttg tca ttg att gcg ttc gat gct aca aaa tca gct gca gag
aac att gtt cgg caa ggc ctg gca gcc CTA tca tca agc att act gga gca gtc
aca caa gta ggt ATA acg ggt atc ggt gcc aaa aaa acg cat tca ggg att agc
gac caa aaa gga gcc tta AGA aag aac ctt gcc act gct caa tct ctt gaa aaa
gag ctt gca ggt tct aaa tta ggg tta aat aaa caa ATA gat aca aat atc acc
tca cca caa act aac tct agc aca aaa ttt tta ggt aaa aat aaa ctg gcg cca
gat aat ATA tcc ctg tca act gaa cat aaa act tct ctt agt tct gat att
tct ttg cag gat aaa att gac acc cag AGA AGA act tac gag ctc aat acc ctt
tct gcg cag caa aaa caa aac att ggc cgt gca aca atg gaa aca tca gcc gtt
gct ggt aat ATA tcc aca tca gga ggg cgt tat gca tct gct ctt gaa gaa gaa
gaa caa CTA atc agt cag gcc agc agt aaa caa gca gag gaa gca tcc caa gta
tct aaa gaa gca tcc caa gcg aca aat caa tta ATA caa aaa tta ttg aat ATA
att gac agc atc aac caa tca aag aat tcg aca gcc agt cag att gct ggt aac

att CGA gct taa

Figura 19. Indicagdo dos codons raros existentes na sequéncia do gene ipaC a partir de um
software chamado Rare Codon Calculator desenvolvido pelo Laboratério de Gendmica
Estrutural e Protedmica da Universidade da California, Los Angeles.

Frente a significativa quantidade desses cddons encontrados na sequéncia do gene,

resolveu-se utilizar uma nova estratégia para a substituicdo destes codons pelos mais

frequentemente utilizados pelas bactérias lacticas em seu processo de traducao. Para isso, a
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sequéncia original do gene ipaC foi otimizada pela empresa Integrated DNA Technologies
(http://www.idtdna.com/Home/Home.aspx) (Figura 20). A partir da nova sequéncia, a
empresa realizou a sintese do gene e sua inser¢do em um vetor especifico de clonagem
chamado pIDTBIlue (Figura 21) este vetor foi introduzido, por transformagao, na bactéria E.
coli DH10, extraido e, em seguida, a nova sequéncia do gene foi sub-clonada nos vetores
pTINX, pTINXssAnch e pTINXMut para a realizagdo da expressdo. Todos os
experimentos envolvendo a preparagdo desse novo vetor (pIDTBlue) foram realizados de

acordo com as especificagdes da empresa IDTDNA.

Sequéncia do gene ipaC otimizada pela empresa IDT (para L. lactis):
GATATCATGGAAATACAAAATACTAAACCTACGCAGATTTTGTATACCGATATTAGTACAAAACAAACACA
ATCATCATCAGAAACGCAAAAAAGTCAAAATTACCAACAGATCGCTGCGCATATCCCACTTAACGTAGGCA
AAAATCCTGTTTTAACGACCACATTAAACGATGATCAATTGCTTAAACTTTCAGAACAAGTTCAACATGACT
CAGAAATTATTGCTCGTTTGACTGATAAAAAAATGAAGGATCGCTCTGAAATGTCACATACACTTACTCCTG
AAAATACTCTTGATATAAGTAGTTTGTCTTCTAATGCAGTATCATTGATTATTAGTGTCGCTGTTTTACTTAG
TGCTCTTCGTACGGCTGAAACAAAGTTGGGTTCTCAATTAAGTTTAATCGCTTTTGATGCAACAAAATCAGC
TGCTGAAAATATCGTTCGTCAAGGGTTGGCAGCATTGTCATCTTCAATTACTGGAGCTGTTACTCAAGTAGG
AATCACTGGTATCGGAGCGAAAAAAACGCATAGTGGTATTTCAGATCAGAAAGGAGCTTTAAGAAAAAATT
TAGCTACTGCCCAATCTTTAGAAAAAGAACTTGCGGGTAGTAAATTGGGTTTAAATAAGCAAATAGATACC
AATATTACTTCTCCTCAAACAAATTCTAGTACAAAGTTTTTAGGAAAAAATAAATTGGCACCTGATAATATC
TCACTTAGTACAGAACATAAAACTAGTTTGTCTTCTCCAGATATTAGTCTTCAAGATAAAATTGATACTCAA
CGCCGTACTTATGAATTAAATACACTTTCAGCTCAACAAAAGCAAAATATTGGCAGAGCTACTATGGAAAC
AAGTGCCGTAGCCGGTAACATTTCTACTAGTGGGGGACGTTATGCATCAGCGCTTGAGGAAGAAGAACAAC
TTATTTCACAAGCATCATCAAAACAGGCCGAAGAAGCGAGTCAAGTCTCTAAGGAAGCATCACAGGCAACT
AATCAATTGATCCAAAAATTATTGAATATTATTGATTCAATAAACCAAAGTAAAAATTCAACAGCTTCACAA
ATCGCCGGCAATATTAGAGCTTAAGGATCC

Figura 20. Sequéncia original e sequéncia otimizada do gene ipaC. Na sequéncia
otimizada, as bases nitrogenadas sublinhadas correspondem aos sitios de restricdo EcoRV e
BamHI, respectivamente, inseridos para a subclonagem no vetor pTINXMut. Os sitios de
restricdo para subclonagem nos outros dois vetores (pTINX e pTINXssAnch) foram
inseridos através de PCR.
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Figura 21. Mapa do vetor de clonagem pIDTBlue. A sequéncia otimizada do gene ipaC foi
inserida dentro deste vetor (trecho em azul) para posterior subclonagem nos vetores
pTINX, pTINXssAnch e pTINXMut.
Mesmo ap0s a sintese da sequéncia otimizada do gene ipaC e da inser¢do dessa nova
sequéncia nos vetores constitutivos para L. lactis, ndo houve mudanga significativa no
padrdo de expressao observado até¢ entdo. Os clones positivos para o vetor pIDTBlue

(Figura 22), resistentes a ampicilina, foram sequenciados para a verificagdo da integridade

da sequéncia do gene e nenhum erro foi encontrado.
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Figura 22. Eletroforese em gel de agarose a 1%. PCR de colonia para confirmacdo dos
clones positivos para as construgdes pTINXMut/ipaC, pTINXssAnch/ipaC e
pTINX/ipaC. Neste caso os plasmidios carregam a sequéncia otimizada do gene ipaC. 1:
padrdo de peso molecular (IKb Ladder, Fermentas); 2 e 3: pTINXMut/ipaC; 4 e 5:
pTINXssAnch/ipaC, 6 e 7: pTINX/ipaC.

Como ndo foi possivel obter um resultado positivo com a expressdo constitutiva, uma
vez que para esse sistema especifico de expressao nao ha um controle, ou seja, ndo se pode
usar um indutor, realizaram-se testes de expressdo baseados no tempo de crescimento
bacteriano, como uma alternativa. Dessa forma, as bactérias lacticas carregando tanto as
construgdes com o gene ipaC otimizado como a sequéncia original, foram crescidas por 18
horas, durante o dia até atingir a fase estaciondria (por 10 horas) e até atingir a fase
logaritmica. Apesar de todos esses testes, como mostrado nas Figuras 23, 24, 25 e 26, ndo
se observou diferenga na expressao da proteina IpaC especificamente. A unica diferenca foi
em relacdo a quantidade de proteina total produzida, que foi maior para a cultura que

cresceu por 18 horas. A fase de crescimento nao foi, portanto, um fator limitante para a

obtencao de resultados mais satisfatorios.
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Figura 23. SDS-PAGE a 12%. Andlise da expressdo da proteina IpaC nos vetores
pTINXssAnch e pTINXMut em diferentes fases do crescimento bacteriano. 1: padrao de
peso molecular (Unstained Protein Weight Marker, Fermentas). 2: pTINXssAnch sem o
gene ipaC (controle negativo); 3: proteina IpaC expressa a 37°C em pET28a/ipaC
(controle positivo); 4: pT1NXssAnch/ipaC (fase logaritmica); 5: pT1NXssAnch/ipaC (fase
estaciondria - 18 horas de crescimento); 6: pT1NXssAnch/ipaC (fase estacionaria — 10
horas de crescimento); 7: pTINXMut/ipaC (fase logaritmica); 8: pTINXMut/ipaC (fase
estacionaria — 10 horas de crescimento); 9: pTINXMut/ipaC (fase estaciondria - 18 horas
de crescimento).
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Figura 24. “Western blot” a partir da expressdo da proteina IpaC (a partir da sequéncia
original do gene ipaC) nos vetores pT1NXssAnch e pTINXMut em diferentes fases do
crescimento bacteriano. 1: padrao de peso molecular (Spectra® Multicolor Broad Range
Protein Ladder, Fermentas); 2: proteina IpaC expressa a 37°C em pET28a/ipaC (controle
positivo); 3: pTINXssAnch/ipaC (fase logaritmica) 4: pTI1NXssAnch/ipaC (fase
estaciondria — 10 horas de crescimento); 5: pT1NXssAnch/ipaC (fase estaciondria - 18
horas de crescimento); 6 — 8: 0 mesmo padrao s6 que para a construgao pT1NXMut/ipaC;
9: pTINXssAnch sem o gene ipaC (controle negativo).
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Figura 25. SDS-PAGE a 12%. Andlise da expressdo da proteina IpaC (a partir da
sequéncia otimizada do gene ipaC) nos vetores pT1NXssAnch e pT1NXMut em diferentes
fases do crescimento bacteriano. 1: padrdo de peso molecular (Unstained Protein Weight
Marker, Fermentas); 2: pTINXssAnch sem o gene ipaC (controle negativo); 3: proteina
IpaC expressa a 37°C em pET28a/ipaC (controle positivo); 4: pT1NXssAnch/ipaC (fase
logaritmica); 5: pT1NXssAnch/ipaC (fase estaciondria - 18 horas de crescimento); 6:
pTINXssAnch/ipaC (fase estaciondria — 10 horas de crescimento); 7: pTINXMut/ipaC
(fase logaritmica); 8: pTINXMut/ipaC (fase estacionaria — 10 horas de crescimento); 9:
pTINXMut/ipaC (fase estaciondria — 18 horas de crescimento).
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Figura 26. “Western blot” a partir da expressdao da proteina IpaC (a partir da sequéncia
otimizada do gene ipaC) nos vetores pT1NXssAnch e pTINXMut em diferentes fases do
crescimento bacteriano. 1: padrdo de peso molecular (Spectra® Multicolor Broad Range
Protein Ladder, Fermentas); 2: proteina IpaC expressa a 37°C em pET28a/ipaC (controle
positivo); 3: pTINXssAnch/ipaC (fase logaritmica) 4: pTINXssAnch/ipaC (fase
estacionaria — 10 horas de crescimento); 5: pTINXssAnch/ipaC (fase estaciondria - 18
horas de crescimento); 6 — 8: 0 mesmo padrao sé que para a construgao pT1NXMut/ipaC;
9: pT1INXssAnch sem o gene ipaC (controle negativo).
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Outro fator que poderia ser considerado para explicar a ineficicia na detecgdo da
proteina através do gel de acrilamida e, em seguida, através da técnica de “western blot”,
seria a dificuldade em se trabalhar com a proteina IpaC devido a caracteristicas moleculares
j& discutidas anteriormente, como, por exemplo, a presenga de uma regido hidrofobica
muito significativa e que define seu comportamento em solucao (High ef al., 1992; Menard
et al., 1993; Tran et al., 2000).

Frente a impossibilidade de seguir com os experimentos inicialmente propostos no
presente trabalho que envolviam a utilizagdo das proteinas produzidas pelas bactérias
lacticas no desenvolvimento de anticorpos pelos animais desafiados, realizou-se uma
técnica que permitisse a detec¢do da proteina IpaC diretamente na célula bacteriana. Para
isso, foi realizada a técnica de imunocitoquimica, normalmente aplicada a tecidos e células
eucarioticas. Esta técnica baseia-se na deteccdo da expressao de uma proteina especifica
através da reagdo antigeno-anticorpo e permite a observagao dos resultados por microscopia
optica. A observagdo da reagdo ocorreu através da atividade da peroxidase (o anticorpo
secundario utilizado era conjugado a peroxidase) que foi revelada pela diaminobenzidina
(DAB) em presenga de peroxido de hidrogénio. O resultado pode ser facilmente visualizado
através do aparecimento de uma coloracao castanha onde existe a proteina. Para a melhor
visualizagdo das células bacterianas, realizou-se uma contra-coloragdo com o corante
violeta genciana. Dessa forma, para a visualizagdo da proteina IpaC nas células bacterianas
(tanto em L. lactis como em E. coli) utilizou-se os anticorpos produzidos em coelhos como
descrito na se¢cao Material e Métodos.

Depois de realizadas todas as otimizagdes em relacdo a técnica de imunocitoquimica,
foi possivel constatar a expressdo da proteina IpaC tanto para os primeiros clones

(construgdes com a sequéncia original do gene ipaC) como para os clones novos
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(construgdes com a sequéncia otimizada do gene ipaC) (Figura 27). E importante destacar
que nas Figuras 27-B e 27-C a intensidade da coloragdo revelada pela interagdo antigeno-
anticorpo ¢ maior quando comparada a intensidade da coloracdo das Figuras 27-D e 27-E.
Esse resultado confirma os dados obtidos através da realizacdo de PCR em tempo real
(Figura 28), onde se observa uma maior taxa de transcrigdo génica do gene ipaC no vetor
pTINXssAnch quando comparada a taxa de transcrigdo do mesmo gene pelos outros
vetores. Para a realizagdo desta ultima técnica utilizou-se como normalizador (controle

endogeno) o gene rpoA de L. lactis linhagem MG1363.
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Figura 27. Imunocitoquimica dos clones de L. lactis e E. coli expressando a proteina IpaC
nos vetores pTINXssAnch, pTINXMut e pET28a, respectivamente. A: E. coli com a
construcdo pET28a/ipaC (controle positivo) - no destaque: L. lactis com a construcao
pT1NXssAnch/ipaC (controle negativo); B: L. lactis com a constru¢do pT1NXssAnch/ipaC
(sequéncia ipaC original); C: L. lactis com a construcao pT1NXssAnch/ipaC (sequéncia
ipaC otimizada); D: L. lactis com a construgdo pTINXMut/ipaC (sequéncia ipaC original);
E: L. lactis com a constru¢do pT INXMut/ipaC (sequéncia ipaC otimizada).
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Quantificacio Relativa da Transcricio Génica
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Figura 28. Representagdo da taxa de transcri¢ao relativa do gene ipaC nos vetores pT1INX,
pTINXMut e pTINXssAnch em L. lactis. Para a quantificagdo determinou-se a transcrigao
do gene ipaC no vetor pTINXssAnch como calibrador para o célculo da taxa de transcrigao
nas outras duas construgoes.
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CONCLUSAO

Apos a realizagdo de todos os experimentos descritos ao longo do presente trabalho,
observa-se que existem muitas limitagdes quando se trabalha com vetores de expressdo que
nao sao amplamente utilizados, que apresentam protocolos ainda nao tao bem estabelecidos
sob condigdes adversas e que, além de todas essas caracteristicas, ndo permitem que haja
um controle sobre o sistema de expressao.

Apesar dessas limitagdes, observou-se a expressdao da proteina IpaC diretamente nas
células bacterianas pela técnica de imunocitoquimica e através da quantificacdo da
transcricdo com o uso da técnica de PCR em tempo real. A expressdo apenas ndo foi
detectada através dos géis e através da técnica de “western blot™.

Por outro lado, quando se utilizou o sistema pET, foi observada uma significativa
producdo da proteina IpaC em fragdes purificadas tornando possivel sua utilizacdo em
testes posteriores. Estes resultados obtidos através da expressdo heterdloga em E. coli
permitiram também a produ¢@o de anticorpos que foram capazes de reconhecer a proteina
IpaC e inibir a adesdo e invasao da bactéria S. flexneri 2a linhagem 2457T, confirmando a
importancia dessa proteina no processo invasivo de Shigella e sua possivel utilizagdo no

desenvolvimento de uma vacina contra a shigelose.
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