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"Toda a nossa ciência, comparada com a realidade, é primitiva e infantil 

- e, no entanto, é a coisa mais preciosa que temos. " 

(Albert Einstein) 
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RESUMO. 

A malária é uma doença tropical causada pelo parasita Plasmodium spp e é considerada um 

sério problema de saúde pública. São aproximadamente 500 milhões de casos anuais e mais 

de um milhão de mortes, especialmente na África e Ásia. No Brasil, são 500 mil novos 

casos por ano, principalmente na região Amazônica.  

Esses elevados índices de mortalidade e morbidade são motivadores da busca por 

estratégias de controle e eliminação dessa doença. A vacinação é uma ferramenta 

promissora no controle e prevenção da malária, entretanto, uma vacina segura e efetiva 

ainda não está disponível, em parte devido ao complexo ciclo de vida do parasita e a 

expressão de diferentes antígenos em cada fase. O antígeno de membrana similar ao ligante 

de eritrócitos (MAEBL), é um forte candidato a ser usado no desenvolvimento de uma 

vacina efetiva contra a malária, uma vez que esse antígeno é expresso em diferentes 

períodos do ciclo de vida do parasita.  

Neste estudo, o domínio M2 do antígeno MAEBL de Plasmodium yoelli foi expresso em 

linhagens vivas atenuadas de Salmonella enterica Typhimurium (χ3987, χ4550 e H683) e o 

uso dessas bactérias como vacina recombinante potencialmente indutora de proteção contra 

malária murina foi avaliado. Essas linhagens foram obtidas após construção e transdução 

do plasmídio pYA3137trc contendo a região m2 do gene maebl e a expressão do antígeno 

foi confirmada por immunoblotting. A administração oral das linhagens recombinantes a 

camundongos BALB/c/AnUnib resultou na colonização dos tecidos hospedeiros apenas 

pela linhagem H683. Essa linhagem foi então avaliada em termos de indução de resposta 

imune humoral contra M2 e capacidade de imunização no modelo murino. Apesar da 

resposta humoral contra M2 ter sido detectada in vivo, a linhagem recombinante não 

demonstrou proteção potencial contra a infecção por Plasmodium yoelii no modelo murino. 
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ABSTRACT. 

Malaria is a tropical disease caused by the parasite Plasmodium spp and is considered a 

serious public health problem. There are about 500 million annual cases and more than one 

million of deaths, especially in Africa and Asia. In Brazil, there are 500.000 new cases per 

year, mainly in the Amazon region.  

Those high rates mortality motivate the search for strategies of control and elimination of 

this illness. The vaccination is a promising tool in the control and prevention of malaria; 

however, a safe and effective vaccine is not available yet, in part due to the complex life 

cycle of the parasite and expression of different antigens in each phase. Membrane antigen 

erythrocyte binding like (MAEBL) is a strong candidate to be used in the development of 

an effective vaccine against malaria, since this antigen is expressed in different periods of 

the parasite life cycle. 

In this work, the M2 domain of Plasmodium yoelli MAEBL antigen was expressed in 

attenuated strains of Salmonella enterica Typhimurium (χ3987, χ4550 e H683) and the use 

of these bacterias as potential inductor of protection against murine malaria was evaluated. 

These strains were obtained by construction and transduction of the plasmid pYA3137trc 

carrying the m2 region of the maebl gene and the antigen expression was confirmed by 

immunoblotting. The oral administration of the recombinant strains to BALB/c/AnUnib 

mice resulted in the colonization of host tissues only for the H683 strain. This strain was 

further evaluated in terms of induction of humoral immune response against M2 and 

immunization capacity in murine model. Even though humoral response against M2 was 

detected in vivo, the recombinant strains did not shown protective potential against the 

infection of Plasmodium yoelii in murine model. 
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1 - INTRODUÇÃO. 

 

1.1. Malária. 

 

1.1.1. A malária no contexto mundial. 

A malária é a doença parasitária mais importante e uma das doenças infecciosas mais 

prevalentes do mundo. Ocorre principalmente nas regiões tropicais e subtropicais, com 109 

países classificados como endêmicos ou previamente endêmicos com risco de reintrodução 

(WHO, 2006). A malária é responsável por aproximadamente 500 milhões de novos casos 

anuais ocasionando mais de um milhão de mortes. O continente africano, contudo, detém 

90% da mortalidade mundial, na sua maioria crianças e gestantes que vivem na África sub-

Sahariana, seguida pelo sudeste da Ásia, com 4% (WHO, 2000). Segundo estimativas da 

World Health Organization, aproximadamente 3,3 bilhões de pessoas (50% da população 

mundial) vivem em áreas com algum risco de transmissão da malária e embora a grande 

maioria das mortes causadas pela malária ocorra na África, a doença encontra-se amplamente 

distribuída na América Latina, Sudeste Asiático e Oceania.  
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Figura 1: Mapa demonstrando a distribuição geográfica da ocorrência da malária no mundo. 

Fonte: OMS, 2004. 

 

No Brasil, mais de 60% do território apresenta condições favoráveis à incidência de 

malária, porém, cerca de 95% dos casos do país ocorrem na Amazônia Legal (Acre, Amapá, 

Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins), onde são 

registrados aproximadamente 500 mil novos casos por ano (Freitas et al., 2007). Nos estados 

fora da região Amazônica, o risco de transmissão local é pequeno ou inexistente e a quase 

totalidade dos casos registrados é importada da Amazônia legal ou de outros países. 

Esses elevados índices de mortalidade e morbidade causados pela malária interferem 

de maneira significativa no desenvolvimento sócio–econômico e perpetuam um ciclo de 

pobreza e subdesenvolvimento nos países mais atingidos (WHO, 2008). Por isso, durante 

décadas a malária vem sendo alvo de intensas campanhas com o objetivo de erradicar a 

transmissão do parasita por meio de inseticidas e quimioterapia, mas, devido à falta de uma 
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vacina eficiente e ao aumento da resistência de parasitas e dos mosquitos vetores, 

respectivamente, às drogas e inseticidas convencionalmente utilizados, a malária tem 

reaparecido em diversas regiões do mundo. Segundo Moorthy et al. (2004), nos últimos anos, 

além do aparecimento de novas áreas de transmissão, o número de casos de malária e a 

mortalidade associada vêm aumentando nos países endêmicos, devido à precariedade das 

condições sócio-ambientais, principalmente nas regiões rurais. Além disso, os movimentos 

migratórios nos países afetados contribuem para o reaparecimento de epidemias em áreas 

onde a malária já tinha sido erradicada.  

 

1.1.2. Características gerais da doença. 

A malária é transmitida pela picada de fêmeas de mosquitos do gênero Anopheles 

infectadas e causada por parasitas eucarióticos unicelulares do gênero Plasmodium. Este 

gênero, que pertence ao filo Apicomplexa onde se inclui patógenos intracelulares como 

Toxoplasma, Cryptosporidium, Eimeria e Babesia (revisado por Garcia et al., 2006), possui 

mais de 100 espécies, sendo que quatro delas, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, 

Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, causam a doença em humanos. P. falciparum é a 

espécie responsável por 91% das mortes por malária (WHO, 2008), seguida por P. vivax. 

A infecção malárica em humanos inicia-se pela inoculação de alguns esporozoítos no 

tecido subcutâneo através da picada do mosquito. Os esporozoítos atingem a circulação 

sanguínea e invadem os hepatócitos (Mota et al., 2002, Mota & Rodrigues, 2004). Neste 

estágio, o Plasmodium apresenta antígenos específicos que medeiam a entrada do parasita 

nos hepatócitos, como a proteína do circumsporozoíta  (CSP) e a proteína adesiva 
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relacionada a trombospondina (TRAP) (Silvie et al., 2003). No interior dos hepatócitos, os 

parasitas se desenvolvem em merozoítos. Os merozoítos são liberados pelos hepatócitos na 

corrente sanguínea e invadem as hemácias iniciando o estágio sanguíneo. A invasão dos 

eritrócitos pelo parasita envolve diferentes mecanismos, onde várias moléculas de superfície 

de Plasmodium, como a proteína de ligação ao eritrócito (EBA-175), o antígeno apical de 

membrana (AMA-1) e a proteína de superfície do merozoíto (MSP) se ligam a diversos 

receptores na superfície da hemácia. Dentro do eritrócito, cada merozoíto se desenvolve em 

trofozoíto, que gera um esquizonte, que após completa maturação gera mais de 32 

merozoítos. Os merozoítos são liberados na corrente sanguínea onde infectam outras 

hemácias, mantendo o ciclo. Esses repetitivos ciclos de invasão e replicação são os 

responsáveis pelos sintomas clínicos da doença (Collins et al., 2009). Alguns merozoítos se 

desenvolvem em gametócitos masculinos e femininos e são adquiridos pelo mosquito quando 

este se alimenta do sangue humano. No intestino do mosquito, ocorre a fertilização dos 

gametócitos femininos e a geração dos esporozoítos. Os esporozoítos alcançam a glândula 

salivar onde maturam e completam o ciclo de vida do parasita, estando prontos para nova 

infecção no hospedeiro humano (Carvalho et al., 2002). 

Sintomas da malária incluem febre de início súbito, elevada (acima de 40ºC) e 

intermitente, calafrios, dores de cabeça, perda do apetite, mal-estar geral. O período de 

incubação pode variar de nove a quarenta dias e os sintomas são mais graves nos indivíduos 

primo-infectados. Sob certas circunstâncias, a infecção por Plasmodium pode causar anemia 

severa ou malária cerebral (Miller et al., 1994).  

O diagnóstico é feito através da detecção de Plasmodium no sangue periférico, por 

esfregaço ou gota espessa utilizando-se microscópio e coloração por Giemsa e o tratamento 
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inclui drogas antimaláricas como a cloroquina e primaquina. Mas devido a resistência do 

parasita um grande número de medicamentos utilizados no tratamento da malária, a World 

Health Organization recomenda o uso de terapias combinadas, preferencialmente aquelas 

contendo derivados de artemisinina (ACT) para a malária causada por Plasmodium 

falciparum (Majori et al., 2004).  

De acordo com a WHO, o controle da disseminação da malária inclui intervenções 

como o tratamento imediato e efetivo e o uso de inseticidas e redes para populações vivendo 

em áreas de risco. Mas é claro que, apesar do sucesso obtido pelo uso das ferramentas 

existentes, estratégias adicionais ou alternativas são necessárias para que a eliminação da 

malária seja alcançada. Neste sentido, o desenvolvimento de uma vacina e a identificação de 

novos alvos no parasita para intervenções quimioterapêuticas são medidas de extrema 

importância (Collins et al., 2009). 

 
1.1.3. Malária e vacinas. 

O desenvolvimento de uma vacina contra a malária poderia prover um novo 

mecanismo para o controle desta doença (Gómez-Duarte et al., 2001), mas apesar de uma 

constante atividade de pesquisa, ainda não existem vacinas capazes de impedir de maneira 

eficaz e duradoura a infecção pelo Plasmodium spp. 

Análises experimentais sugerem que a indução de imunidade protetora contra malária 

pode ser um objetivo tangível, principalmente pela observação de que imunizações com 

formas esporozoítas irradiadas foram capazes de induzir proteção parcial e total em 

camundongos (Nusseenzweig et al., 1967), em primatas não-humanos (Collins & Contacos, 

1972) e em humanos (Rieckmann et al., 1979); indivíduos infectados continuamente pelo 
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parasita desenvolvem gradualmente uma imunidade natural, porém de curta duração e cepa-

específica (Baird et al., 1991); e que a transferência passiva do soro de pacientes “imunes” 

induz proteção em crianças infectadas (Sabchaeron et al., 1991). Estas evidências abrem 

perspectivas para o desenvolvimento de uma vacina contra malária, em particular, pela 

utilização de esporozoítas atenuados por irradiação. 

Apesar dessas observações, o desenvolvimento de uma vacina experimental contra a 

malária esbarra em algumas dificuldades, essencialmente impostas pelo complexo ciclo de 

vida do Plasmodium e pelo estabelecimento de complexas interações com o hospedeiro 

(Carvalho et al., 2002). Cada estágio do desenvolvimento do parasita é caracterizado pela 

expressão de diferentes grupos de antígenos, induzindo diferentes tipos de resposta imune. 

Mais ainda, para algumas proteínas, existem diferentes grupos de genes produzindo variantes 

protéicas que podem ser sequencialmente expressas durante a infecção em resposta a pressão 

imune, o que torna muito difícil induzir uma imunidade estágio-específica capaz de 

neutralizar outros estágios do parasita.  

Por essas razões, a limitação fundamental do desafio de desenvolver uma vacina 

contra malária é a identificação de antígenos que sejam não apenas imunogênicos, mas 

principalmente protetores (Matuschewski & Mueller, 2007). Para isso, é necessário (i) 

identificar proteínas que sejam relevantes na infecção e que induzam uma resposta imune 

efetiva contra o parasita, (ii) identificar regiões dessas proteínas que estão diretamente 

envolvidas em mecanismos usados pelo parasita para infectar células, bem como em 

desenvolver novas formas invasivas e (iii) avaliar a sua habilidade de induzir resposta imune 

efetiva contra o parasita (García et al., 2006). 

Sendo assim, diferentes antígenos vem sendo identificados e isolados de diferentes 

fases do ciclo de vida do Plasmodium e utilizados como base em vacinas de subunidades 
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contra a malária. A maioria dessas vacinas experimentais utiliza antígenos expressos na fase 

pré-eritrocítica, visando impedir a infecção do hospedeiro e o futuro aparecimento dos 

sintomas clínicos. Antígenos como o antígeno do estágio hepático 3 (LSA3), a proteína da 

superfície do esporozoíta 2 (SSP2) ou proteína anônima relacionada a trombospondina 

(TRAP) (Webster & Hill, 2003) e a proteína do circumsporozoíta (CS) já foram descritos 

como base em vacinas experimentais. Entretanto, elas apresentam sucesso limitado (Moorthy 

et al., 2004). 

Na fase eritrocítica do ciclo, uma vacina experimental efetiva poderia impedir a 

infecção de hemácias sadias e/ou inibir o sequestro do parasita nos microcapilares, atenuando 

os sintomas clínicos e reduzindo as chances de complicações e as taxas de mortalidade. A 

maioria das vacinas estudadas capaz de atuar contra estágios sanguíneos do parasita baseia-se 

em antígenos de superfície responsáveis pela invasão de hemácias sadias, que servem como 

ligantes do parasita a essas células. Neste sentido, a proteína de superfície do merozoíta 1 

(MSP1) é o antígeno envolvido na invasão de eritrócitos mais bem caracterizado. Estudos 

clínicos em dois diferentes países africanos revelaram que a presença de anticorpos contra o 

fragmento de 19kDa na porção carboxi-terminal da molécula de MSP1 de P. falciparum 

(PfMSP1) estava associada a diminuição dos sintomas clínicos da doença (Egan et al., 1996). 

Além disto, após purificação, estes anticorpos foram capazes de competir com monoclonais 

inibidores da invasão de merozoítas de P. falciparum, e inibir o crescimento do parasita 

(Weiss et al., 1998; Egan et al., 1999). Estes resultados fazem com que a MSP1 venha sendo 

utilizada nos últimos anos como base de diferentes vacinas experimentais (Webster & Hill, 

2003). A eficácia de uma vacina baseada na PfMSP1 está sendo avaliada em primatas não 

humanos após desafio com formas sanguíneas de P. falciparum (Kumar et al., 2000) e a 

toxicidade e imunogenicidade estão sendo testadas em humanos (Weiss et al., 1998). 
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Entretanto, alguns dos pacientes imunizados nestes estudos apresentaram reações de 

hipersensibilidade após várias doses (revisto por Webster & Hill, 2003), mostrando a 

necessidade de buscar formulações alternativas. Além disto, a recente descoberta de 

anticorpos anti-MSP1 capazes de bloquear a atividade de imunoglobulinas protetoras (Holder 

et al., 1999), e a existência de vias paralelas de invasão, podem limitar a eficácia de um 

vacina baseada em MSP1. 

Outra molécula, denominada antígeno apical de membrana 1 (AMA1) também tem 

sido considerada como candidata a vacina contra o estágio eritrocítico, por ser relativamente 

conservada entre diferentes espécies, e pelo fato de que anticorpos humanos capazes de 

reconhecer este antígeno inibem a invasão de eritrócitos sadios por merozoítas livres (Holder 

et al., 2001).  

Recentemente, a proteína da membrana de eritrócito de P. falciparum 1 (PfEMP1), 

que é expressa na superfície dos eritrócitos infectados tem sido utilizada como vacina 

experimental visando evitar o sequestro dessas células e as complicações clínicas da doença, 

como a malária cerebral e gestacional. Entretanto, este antígeno é codificado a partir de genes 

variáveis (genes var) que são responsáveis pela variação antigênica em P. falciparum (Craig 

& Scherf, 2000). Este mecanismo de variação confere um caráter altamente polimórfico para 

esta molécula, podendo comprometer a eficácia de uma vacina baseada na PfEMP1. 

Apesar de inúmeros esforços, até agora somente a RTS,S/AS02A, uma vacina pré-

eritrocítica que tem como alvo a proteína do circumsporozoíta  (CS), tem sido testada em 

humanos e demonstrado uma eficácia protetora significativa em estudos de desafio e ensaios 

clínicos em países onde a malária é endêmica (revisado por Bojang, 2006). O recente sucesso 

da fase IIb de ensaios clínicos demonstrou que RTS,S é capaz de reduzir a malária clínica em 

35% e a malária severa em 49% (Alonso et al., 2004) e tornou essa vacina a mais promissora 
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candidata para o uso na imunoprofilaxia da doença. Esses resultados indicam que é possível 

obter uma vacina efetiva contra a malária baseada em sequências peptídicas derivadas de 

proteínas com papel relevante na infecção de células hospedeiras pelo Plasmodium spp.  

 

1.1.4. O antígeno MAEBL. 

Kappe et al. (1997; 1998) isolaram e identificaram um antígeno de aproximadamente 

200 kDa de Plasmodium yoelii e Plasmodium berghei como parte integrante da família de 

proteínas de ligação do parasita ao eritrócito (EBP). Este antígeno, denominado MAEBL, 

possui domínios de duas famílias protéicas presentes em organelas situadas na região apical 

de merozoítas e relacionadas com a infectividade do parasita (Noe & Adams, 1998; Preiser et 

al., 2000; Blackman & Bannister, 2001). 

MAEBL apresenta uma estrutura molecular com domínio homólogo a proteínas Duffy 

Binding Like (DBL) na região carboxi-terminal. Por outro lado, sua porção amino-terminal, 

rica em cisteínas, apresenta similaridade com o domínio de 44 kDa do antígeno apical de 

membrana 1 (AMA1). A similaridade de cada região deste antígeno a duas proteínas distintas 

confere um caráter quimérico a esta molécula. Também foi mostrado que este antígeno é 

capaz de se ligar a eritrócitos, caracterizando esta família protéica como um novo tronco de 

uma superfamília de moléculas de adesão de parasitas (Kappe et al., 1997; 1998). 

O gene maebl de P. yoelii e P. berghei é composto de uma única cópia e possui uma 

estrutura de vários exons, cada exon representando um domínio funcional (Figura 2; Kappe 

et al., 1998). O exon 1 codifica o peptídeo sinal da molécula; o exon 2 os domínios M1 e M2, 

similares aos domínios ricos em cisteína de AMA1, uma região repetitiva e uma região 

carboxil também rica em cisteínas com grande homologia a antígenos EBP-DBL; o exon 3 
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uma região transmembrânica; enquanto que o quarto e quinto exon codificam uma cauda 

citoplasmática.  

Os domínios M1 e M2 do antígeno MAEBL de P. yoelii foram identificados como os 

responsáveis pela ligação desta molécula a eritrócitos. Esta propriedade adesiva é similar 

àquela observada pelos antígenos DBL de P. vivax, P. knowlesi e P. falciparum (Adamns et 

al., 2001). Os motivos presentes no antígeno MAEBL de P. falciparum que apresentam esta 

capacidade adesiva foram recentemente descobertos utilizando peptídeos correspondentes a 

diferentes porções dos domínios M1 e M2. (Ocampo et al., 2004). Neste trabalho, foi 

demonstrada a capacidade de alguns destes peptídeos em inibir a invasão de merozoítas de P. 

falciparum e a existência de dois motivos de adesão no domínio M1 e cinco no domínio M2. 

Estes resultados sugerem o domínio M2 como o principal responsável pela capacidade 

adesiva da molécula.  

 

 

Figura 2: Estrutura do gene maebl de P. yoelii e P. berghei. S: peptídeo sinal; M1: domínio 

rico em cisteínas M1; M2: domínio rico em cisteínas M2; C-Cis: porção carbox-terminal rico 

em cisteínas; TM: domínio transmembrânico; CC: cauda citoplasmática. 

 

 

Também foi mostrado que o gene maebl de P. falciparum possui maior grau de 

homologia com seu correspondente em P. yoelii e P. berghei, do que com os genes pfama1 

S               M 1                    M 2                    Região repetitiva        C-Cis  TM  CC 
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ou eba175 também de P. falciparum (Ghai et al., 2002). Além disto, este estudo revelou que, 

tal qual no antígeno MAEBL expresso em P. yoelii e P. berghei, o seu correspondente 

expresso em P. falciparum também apresenta atividade adesiva mediada principalmente pela 

região M2. Ainda neste trabalho, foi observado que o soro de pacientes provenientes de 

regiões endêmicas foi capaz de reconhecer uma proteína recombinante (r-PfM2) baseada na 

porção M2 do MAEBL de P. falciparum e inibir a adesão da r-PfM2 a eritrócitos. Estas 

evidências tornam o modelo murino de grande relevância para a análise de vacinas 

experimentais baseadas no antígeno MAEBL.  

O antígeno MAEBL foi descrito primeiramente em merozoítas sanguíneos, mas a 

expressão desta molécula também foi observada em esporozoítas de P. yoelii, P. berghei e P. 

falciparum coletados a partir de glândulas salivares de mosquitos infectados (Kappe et al., 

2001; Kariu et al., 2002; Ghai et al., 2002). Em experimentos de depleção gênica foi 

mostrado que MAEBL é essencial para a infecção dos esporozoítas nas glândulas salivares 

do mosquito vetor, sugerindo sua implicação na migração do esporozoíta na glândula salivar 

(Kariu et al., 2002, Saenz et al., 2008). Preiser et al. (2004) mostraram que MAEBL é 

expresso de maneira diferenciada em esporozoítas da glândula salivar e em esporozoítas 

presentes no intestino do inseto vetor. Além disto, estes autores demonstraram que anticorpos 

capazes de reconhecer o antígeno MAEBL de P. yoelii inibem o desenvolvimento do parasita 

em culturas primárias de hepatócitos infectados por esporozoítas. Estes dados sugerem 

fortemente a participação desta proteína também no desenvolvimento do estágio hepático no 

hospedeiro vertebrado.  

A presença de MAEBL tanto no estágio de merozoíta quanto no estágio de 

esporozoíta do parasita abre perspectivas para sua utilização em uma vacina, como alvo de 

uma resposta imune mais abrangente e eficaz.  
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1.2. Salmonella. 

 

1.2.1.Vacinas recombinantes. 

A vacinação é a melhor estratégia em saúde pública para a profilaxia de doenças 

infecciosas (Kaufmann et al., 2001; Marshal et al., 2000). As vacinas induzem o sistema 

imune de tal forma que ele responda de maneira rápida e efetiva quando em contato com 

agentes infecciosos, evitando a ocorrência de infecção e/ou o desenvolvimento da doença 

(Roussilhon, 2007). 

Diversas estratégias são empregadas no desenvolvimento de vacinas. As vacinas 

vivas atenuadas contem microrganismos vivos que infectam o hospedeiro de uma forma 

similar a que ocorre na infecção natural sem, no entanto, causar doença, estimulando assim 

uma resposta imune protetora, como no caso da vacina BCG. As vacina mortas ou 

inativadas se baseiam na inativação de microrganismos inteiros, como algumas vacinas para 

influenza e outras doenças virais. Já as vacinas de subunidades são constituídas de antígenos 

purificados naturais, sintéticos ou recombinantes, como, por exemplo, a vacina contra a 

hepatite B (revisto por Criado et al., 2008). A mais recente tecnologia utilizada no 

desenvolvimento de vacinas é o uso de preparações de DNA que codificam um imunógeno 

protetor inserido em vetores plasmidiais (vacinas gênicas ou de DNA). A imunização com 

vacinas de DNA tem se mostrado uma ferramenta promissora em conferir imunidade 

protetora em diferentes modelos animais experimentais de doenças infecciosas e tumores 

(Schoen et al., 2004). 

Entretanto, a vacinação genética pode apresentar ineficiência inerente à maneira com 

que os plasmídios são processados pelo sistema imune, gerando a necessidade de utilizar 

sistemas que melhoram a eficácia dessas vacinas e direcione a sua apresentação aos sítios 
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indutivos da resposta imune (Darji et al., 1999). Sendo assim, bactérias que tem como alvo 

células do sistema imune, são veículos atrativos para a apresentação de antígenos e tem sido 

desenvolvidas como carreadores vivos para induzir respostas protetoras contra uma grande 

variedade de antígenos heterólogos expressos. O emprego de diversas linhagens bacterianas 

atenuadas quanto à virulência como carreadoras de vacinas de DNA, compondo as 

chamadas vacinas vetorizadas, tem sido bastante estudado nos últimos anos. 

Trabalhos recentes são focados no uso de bactérias, particularmente as espécies 

enteroenvasivas como Escherichia coli, Salmonella enterica, Shigella flexneri, Listeria 

monocytogenes e Yersinia enterocolitica (Shata et al., 2000, Schoen et al., 2004) como 

carreadoras de moléculas terapêuticas e profiláticas no desenvolvimento de vacinas 

recombinantes contra inúmeras doenças em humanos e animais (Seavey et al., 2009; Feng et 

al., 2008; Heinzmann et al., 2008; Branger et al., 2007; Fraillery et al., 2007). A vantagem 

para o uso dessas linhagens bacterianas atenuadas é o fato de que elas possuem a via oral 

como rota natural de infecção e são capazes de induzir contra o antígeno carreado não 

somente a imunidade a nível sistêmico, mas também a imunidade de mucosas (Husseiny & 

Hensel, 2005), o que muitas vezes não ocorre quando proteínas são administradas por via 

oral na forma solúvel. Além disso, protegem a integridade do antígeno durante a passagem 

pelo trato gastrintestinal, permitindo a apresentação de uma dose adequada ao sistema imune 

(Spreng e Viret, 2005). 

 

1.2.2. Salmonella e vacinas recombinantes. 

Dentre os microrganismos utilizados como carreadores de antígenos heterólogos, 

linhagens atenuadas de Salmonella enterica estão entre as mais utilizadas e bem 

caracterizadas (Atkins et al., 2006). O uso de Salmonella enterica em imunizações baseia-se 
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na descoberta de que esta bactéria se liga, invade e persiste no GALT (tecido linfóide 

associado ao intestino), que antígenos entregues ao GALT desencadeiam uma resposta imune 

secretória generalizada, além de resposta imune humoral e celular e que atenuações em S. 

enterica não tem efeito no tropismo da bactéria por esse tecido (Curtiss et al., 1990). 

Salmonella spp é um gênero pertencente à família Enterobacteriaceae formado por 

bacilos gram-negativos, anaeróbios facultativos e geralmente flagelados (Mastroeni e 

Maskell, 2006). É um gênero altamente heterogêneo e, atualmente, são conhecidas mais de 

2.500 sorovariedades de S. enterica (Poppof et al., 2004), classificadas de acordo com a 

identificação da variabilidade dos antígenos somáticos (O), flagelares (H) e capsulares (Vi), 

este último quando presente (Kaufman, 1978). Apesar da diversidade antigênica conhecida, 

estudos baseados em hibridação DNA-DNA (DDH) classificam essa bactéria em apenas duas 

espécies, S. enterica e S. bongori. A espécie S. enterica subdivide-se em 7 subespécies, e a 

grande maioria das sorovariedades patogênicas para o homem é incluída na subespécie 

enterica (Boyd et al.,1996). Uma terceira espécie, S. subterrânea, foi descrita recentemente 

por Shelobolina et al. (2004). Entretanto, novos estudos de DDH são requeridos para melhor 

definir a unidade taxonômica desta possível nova espécie. 

A infecção por S. enterica inicia-se com a ingestão de água ou alimentos 

contaminados, particularmente alimentos derivados de aves e suínos. As sorovariedades 

patogênicas de S. enterica podem causar, em mamíferos, infecções com diferentes graus de 

gravidade (Salyers e Whitt, 1994), que vão desde gastroenterites localizadas até infecções 

sistêmicas graves, dependendo da sorovariedade bacteriana e do hospedeiro envolvido 

(Fierer e Guiney, 2001). S. enterica Typhimurium e Enteritidis são sorovariedades 

causadoras de gastroenterites em humanos, mas podem também estar associadas a infecções 

extra-intestinais (Salyers et al., 2002). Em camundongos, podem causar um tipo de infecção 
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muito semelhante à febre tifóide humana. S. enterica Typhi causa a febre tifóide, uma 

infecção sistêmica grave no homem (Salyers et al., 2002). S. enterica Choleraesuis causa 

infecções sistêmicas graves, principalmente em suínos, embora também possa causar 

infecções em humanos (Salyers et al., 2002). Salmonella enterica Dublin é uma 

sorovariedade associada principalmente a bovinos. Como S. enterica Thyphi em humanos, a 

sorovariedade Dublin é sempre invasiva e pode causar gastroenterites e septicemia nesses 

animais (Mizuno et al. 2007).  

As sorovariedades de S. enterica são patógenos intracelulares facultativos e, após 

administração oral, iniciam a infecção através da invasão de células M na mucosa intestinal, 

atingindo os sítios linfóides das placas de Peyer (Huang et al., 2000). Neste local, replica-se 

e persiste, servindo como fonte de antígenos e induzindo resposta imune. A bactéria 

sobrevive e prolifera no interior de células do sistema imune, como os macrófagos, não 

apenas nas placas de Peyer, mas também em outros órgãos, como baço, fígado e linfonodos 

regionais, induzindo assim, resposta imune sistêmica (Huang et al., 2000). Uma vez dentro 

de macrófagos, S. enterica pode induzir morte celular ou estabelecer um nicho intracelular 

dentro do vacúolo fagocítico (Monack et al., 2001). Mais recentemente, foi observada a 

capacidade de S. enterica de invadir e sobreviver também em células dendríticas (Biedzka-

Sarek e Skurnik, 2006). 

Essa capacidade de alcançar células do sistema imune faz com que S. enterica tenha 

um potencial altamente imunogênico (Hindle et al., 2002). A resposta imune humoral é 

desencadeada principalmente em resposta ao LPS, enquanto a resposta imune celular, 

principalmente de linfócitos T CD4+, é desencadeada em resposta a antígenos flagelares 

(Fierer & Guiney, 2001). A observação de resposta imune frente a infecções por S. enterica 

induziu pesquisadores a proporem o desenvolvimento de vacinas para o controle dessas 
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infecções (revisado por Cárdenas & Clements, 1992). A baixa imunogenicidade de vacinas 

baseadas em células mortas de S. enterica levou ao desenvolvimento de linhagens vivas 

atenuadas. Vacinas vivas induzem imunidade pela simulação de infecções naturais utilizando 

formas atenuadas do patógeno (Rappuoli et al., 2001). 

  

1.2.3. Mutações que atenuam a virulência. 

Levando em consideração o fato de que uma vacina ideal deve ser avirulenta e 

altamente imunogênica, linhagens atenuadas de S. enterica são boas candidatas a vacinas 

vivas orais, incluindo o potencial de atuar como carreadoras de antígenos heterólogos 

(Medina & Guzman, 2001). Essas linhagens persistem e multiplicam-se por um breve 

período de tempo nos tecidos hospedeiros, mantendo a capacidade de colonizar o GALT e 

invadir órgãos e tecidos mais profundos, induzindo a imunidade celular e humoral, sistêmica 

e de mucosas, sem levar o hospedeiro a sofrer danos significativos (Cárdenas et al., 1994). 

Um grande número de mutações atenuadoras, que rendem vetores bacterianos seguros 

e imunogênicos para uso em humanos, vem sendo identificado. Essas mutações podem 

conferir auxotrofia, interferir com o metabolismo de açúcares e a biossíntese de LPS ou 

afetar a regulação global de genes necessários á virulência (Curtiss et al., 1993), sem 

interferir na imunogenicidade. Muitas linhagens virulentas de S. enterica foram atenuadas e 

geneticamente modificadas através da introdução de mutações definidas em um ou mais 

genes e se tornaram disponíveis comercialmente para serem usadas como carreadores de 

antígenos de outros patógenos bacterianos, virais ou protozoários.  

Mutantes na via biossintética de aminoácido aromáticos ΔaroA, ΔaroC, ΔaroD, 

deficientes em transportar íons Fe (revisado por Tacket et al., 1997), mutantes Δcya Δcrp, 
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incapazes de expressar adenilato ciclase e o receptor para cAMP (Tacket et al., 1997), 

mutantes para o sistema regulatório de dois componentes phoP-phpQ (Hohmann et al., 

1996), mutantes ΔgalE, deficiente em UDP-galactose, ompR e htrA (Chatfield et al., 1994), 

mutantes ΔhimA e ΔhimD (Mendes et al., em preparo) entre outros, foram construídos e 

demonstraram-se imunogênicos, apesar da atenuação. 

A atenuação de Salmonella enterica pela deleção de genes envolvidos na biossíntese 

de aminoácidos aromáticos foi descoberta e desenvolvida por Stocker (Hoiseth & Stocker, 

1981). O bloqueio na via biossintética de aminoácidos aromáticos (genes aro) causa um 

requerimento para metábolitos aromáticos indisponíveis nos tecidos de mamíferos em 

concentrações suficientes, como o ácido p-aminobenzóico, precursor do ácido fólico e o 

ácido 2,3-diidrobenzóico, precursor da enterochelina, responsável pela captura de íons Fe 

(Edward & Stockers, 1988). Essas deleções atenuam a virulência de forma segura e efetiva, 

resultando em linhagens potenciais para serem usadas como vacinas vivas. Essas linhagens 

se mostram excelentes vacinas orais, induzindo uma forte imunidade humoral, local e celular 

no hospedeiro, demonstrando um grande potencial para ser usada como carreadora de 

antígenos heterólogos para o sistema imune de mamíferos (Chatfield, 1989), conforme 

demonstrado em muitos trabalhos (Covone et al., 1998; Ascón et al., 1998; Brocchi et al., 

1998; Wu et al., 1995, Fagan et al., 2001; Pacheco et al., 2005; Oliveira et al., 2007). 

 

1.2.4. Expressão de antígenos em linhagens vacinais de S. enterica. 

O sucesso da imunização utilizando linhagens atenuadas de S enterica é dependente 

da estabilidade e da manutenção do plasmídio recombinante (Curtiss et al., 1990). É 

fundamental que as linhagens utilizadas como vetores vacinais sejam capazes de expressar o 
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antígeno heterólogo de forma estável e em quantidades suficientes para induzir o sistema 

imune na ausência de pressão seletiva por antibiótico (Wu et al., 1995).  

No início, a clonagem e expressão de antígenos em S. enterica eram alcançadas 

através da utilização de plasmídios carregando genes de resistência a antibióticos como 

determinante de seleção para a manutenção do plasmídio (Cárdenas e Clements, 1992). 

Alguns estudos demonstraram, no entanto, que na ausência de pressões seletivas, tais 

plasmídios eram instáveis e, portanto, perdidos após poucos ciclos de replicação in vivo 

(Cárdenas e Clements, 1992; Dunstan et al., 2003) ou até mesmo durante o cultivo in vitro 

(Everest et al., 1995), perdendo assim a capacidade de sintetizar o antígeno heterólogo. Para 

resolver tais problemas, diversas estratégias foram adotadas para permitir a estável e eficiente 

expressão de antígenos heterólogos in vivo, como a utilização de promotores induzidos in 

vivo no controle de expressão do antígeno (Cheminay e Hensel, 2007; Marshall et al., 2000), 

a integração do gene heterólogo no cromossomo de S. enterica (Hone et al., 1988; Strugnell 

et al., 1990; Everest et al., 1995) e a construção de sistemas letais balanceados (Curtiss et al., 

1990; Everest et al., 1995). 

Num sistema letal balanceado, um gene essencial à sobrevivência bacteriana é 

deletado, sendo essa deficiência complementada pela introdução de um plasmídio contendo o 

gene selvagem e o gene da proteína heteróloga. O exemplo mais conhecido é o sistema letal 

balanceado asd (Galán et al., 1990). A deleção do gene asd, no cromossomo bacteriano, 

acarreta auxotrofia para o ácido diaminopimélico (DAP), um importante aminoácido 

constituinte da parede celular de bactérias gram-negativas. Na ausência de DAP, mutantes de 

S. enterica auxotróficos para esse D-aminoácido rompem-se após poucos ciclos de 

replicação. Sendo assim, genes heterólogos são clonados em plasmídios asd positivos e estes 

utilizados para transformar células de S. enterica Δasd. Animais imunizados com tais 
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linhagens recombinantes são colonizados somente por bactérias contendo o plasmídio e, 

portanto, o gene heterólogo. A efetividade desse sistema foi demonstrada em inúmeros 

trabalhos de expressão heteróloga de uma grande variedade de antígenos (Tacket et al., 1997, 

Covone et al., 1998, Kotton et al., 2006). 

 

1.2.5. Salmonella em vacinas recombinantes contra Plasmodium. 

As características de uma vacina para malária devem levar em consideração que 90% 

das mortes e doenças severas causadas por Plasmodium spp ocorrem entre populações 

habitando alguns dos países mais pobres do mundo (Gómez-Duarte et al., 2001). Neste 

contexto, a busca de alternativas convenientes para a produção de uma vacina com baixos 

custos se torna muito importante.  

O uso de linhagens atenuadas de S. enterica em vacinas recombinantes oferece 

inúmeras vantagens: (i) são manipuláveis geneticamente; (ii) invadem as placas de Peyer e 

são capazes de estimular uma boa resposta imune celular e humoral nas mucosas, já que 

infectam por via oral; (iii) oferecem o potencial para rápida indução de imunidade protetora 

após uma única dose; (iv) podem ser produzidas em grandes quantidades de uma forma 

relativamente fácil e com baixos custos; (v) são estáveis e podem ser liofilizadas, permitindo 

a estocagem sem refrigeração (Atkins et al., 2006). Estes fatores somados fazem de S. 

enterica um organismo particularmente interessante para a produção de vacinas 

recombinantes orais e esta estratégia de vacinação uma forte candidata para programas de 

imunização em massa. 

Na busca de uma vacina para a malária, um sistema bacteriano recombinante usando 

S. enterica atenuada como carreador de antígenos de Plasmodium spp pode ser 

particularmente valioso. De fato, alguns estudos já foram realizados neste sentido, a maioria 
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utilizando antígenos expressos na fase pré-eritrocítica, como a proteína do circumsporozoíta 

(CS), o antígeno do estágio hepático 3 (LSA3) e a proteína da superfície do esporozoíta 2 

(SSP2) (Somner et al., 1999). Experimentos mostraram que vacina oral de S. enterica 

expressando CSP é capaz de proteger contra a malária murina na ausência de anticorpos 

(Sadoff et al., 1988). Estudos subsequentes mostraram que linfócitos T citotóxicos antígeno-

específicos eram responsáveis por essa proteção (Aggarwal, 1990). Gómez-Duarte et al. 

(2001) demonstraram a indução de relevante resposta imune mediada por células (células 

secretoras de IFN-γ) quando a proteína SSP2 de P. falciparum foi expressa por uma 

linhagem atenuada de S. enterica Typhi. 

Na fase eritrocítica, o antígeno mais usado em vacinas baseadas em linhagens 

atenuadas de S. enterica é o MSP1. Camundongos imunizados com S. enterica recombinante 

expressando MSP1 de P. berghei mostraram baixa ou nenhuma resposta de anticorpos, 

sugerindo que a imunidade mediada por células é importante para a proteção e mostrando 

que é possível construir uma vacina oral efetiva contra o estágio eritrocítico do parasita da 

malária (Somner et al., 1999; Toebe et al., 1997, Qian & Pan, 2002).  

Todos estes estudos demonstraram uma baixa resposta imune humoral que pode ser 

requerida na proteção contra algumas fases de infecção por Plasmodium spp. Contudo, estes 

resultados muito provavelmente são dependentes do tipo de antígeno expresso, uma vez que 

S. enterica é capaz de induzir, contra o antígeno carreado, tanto a resposta humoral como a 

celular. Em estudo com outro parasita, Lee et al. (2000) demonstraram a indução em 

camundongos de resposta humoral e proliferação celular frente a glutathione S-transferase 

(GST) de Schistosoma haematobium, quando este antígeno foi expresso por uma linhagem 

atenuada de S. enterica.  
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Até o momento, nenhum estudo havia sido feito na tentativa de construir uma 

linhagem atenuada de S. enterica carreadora do antígeno MAEBL. 
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2. OBJETIVOS. 

Este trabalho teve por objetivo central a obtenção de uma linhagem atenuada de 

Salmonella enterica Typhimurium expressando o domínio M2 do antígeno MAEBL de 

Plasmodium yoelli, com a finalidade de desenvolver um protótipo de uma vacina efetiva 

contra a malária no modelo murino.  

 

Os objetivos específicos foram: 

 

1. Construção de linhagens recombinantes de S. enterica produtoras da proteína M2 

através da clonagem da região do gene maebl codificadora para o domínio M2 da 

proteína MAEBL. 

 

2. Avaliação da capacidade de expressão in vitro da proteína heteróloga. 

 

3.  Avaliação da capacidade de invasão e persistência das linhagens recombinantes 

em órgãos linfóides de camundongo BALB/c/AnUnib. 

 

4. Avaliação da imunogenicidade da formulação vacinal obtida. 

 

5. Avaliação da capacidade protetora dessa vacina recombinante no modelo murino 

da malária. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS. 

 

3.1. Linhagens Bacterianas. 

As linhagens bacterianas utilizadas estão descritas na Tabela I. 

 

TABELA I: Linhagens Bacterianas Utilizadas 

Bactéria Genótipo Referência 
 

E. coli χ6212 
 
F’endA1 hsdR17(rk- mk+) supE44 thi-1 recA1 gyrA (Nalr) relA1 
Δ(lacIZYA-argF)U169 deoR (φ80 diacΔ(lacZ) M15) Δasd 

Nakayama 
et al., 1988 

 
E.coli DH5α 

 
F’endA1 hsdR17(rk- mk+) supE44 thi-1 recA1 gyrA (Nalr) relA1 
Δ(lacIZYA-argF)U169 deoR (φ80 diacΔ(lacZ) M15)  

Hanahan, 
1983 

 

S. enterica 

χ3987 UK-1 
 

 

pStV1+ Δcya-12 Δcrp-11 ΔasdA1 Δ[zhf-4::Tn10] 

Gentry-
Weeks et 

al., 1992 

S. enterica 
χ4550 SR-11 

pStSR101+
 gyrAJ816 Δcrp-1 ΔasdA1 Δ(zhf-4::Tn10) Δcya-1 Schödel et 

al., 1994 
 

S. enterica 

H683 

 
ΔaroA ΔaroD ΔasdA1 

Galán et al., 
1990 

 

S. enterica 

MST1761  

 

leuA414(Am) hsdl(r-m
+
) Fel2

-
 supE40 

Maloy, 
1996  

 

E. coli DH5α foi utilizada para a amplificação do plasmídio pGEM-T  (Promega 

Corporation, Madison, Wiscosin USA) e de clones recombinantes derivados deste. A 

linhagem de E.coli χ6212 é um mutante Δasd que exibe alta frequência de transformação e 

foi utilizada para a amplificação dos plasmídios pYA3137 e derivados.  

A linhagem atenuada de S. enterica Typhimurium χ3987, cortesia do Prof. Dr. Roy 

Curtiss III (Washington University, Washington – D.C.) foi utilizada para expressar a região 

m2 do antígeno MAEBL e como doadora de plasmídios às linhagens χ4550 e H683, por 
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transdução generalizada com bacteriófago P22HT. A linhagem atenuada de S. enterica 

Typhimurium H683 foi utilizada nos experimentos de imunização. A linhagem MST1761 

foi utilizada para a produção de altos títulos de fago P22HT. 

As linhagens bacterianas foram estocadas a -80°C em meio LB com glicerol 2,5M. 

 

3.2. Plasmídios. 

Os plasmídios utilizados neste trabalho estão descritos na Tabela II. 

 

TABELA II: Plasmídios Utilizados 

 
Plasmídios 

 
Características Referência 

 
pYA3137 

 
Asd+, plasmídio de alto número de cópias (oriR de 
pUC18) 

 
Covone et al., 

1998 
 
pYA3137trc 

 
Asd+, plasmídio de alto número de cópias (oriR de 
pUC18) contendo o promotor constitutivo trc  

 
Brandão et al., não 

publicado 
 
pYA3137trcm2 

 
Asd+, plasmídio pYA3137 contendo o gene m2 de 
P.yoelii clonado 

 
Este estudo, não 

publicado 
 
pYA3137trcnapA 

 
Asd+, plasmídio pYA3137 contendo o gene napA de 
H. pylori clonado 

 
Sanches, 2002, 
não publicado 

 
pGEM-T®

 

 
Apr, plasmídio de clonagem de produtos de PCR 

 
Promega 

Corporation 
 
pIgSPm2 

 
Plasmídio de expressão. Modificado de pCDNA3 
contendo o gene m2 de P.yoelii clonado 

 
Costa et al., não 

publicado 
Apr: Resistente a ampicilina, Asd+: Contém o gene asd, oriR: Origem de Replicação 

 

O plasmídio pYA3137 pertence ao sistema letal balanceado asd, um sistema estável 

de expressão de antígenos heterólogos em linhagens vacinais de S. enterica e foi utilizado 

para expressar a proteína M2 de P. yoelii. O plasmídio pYA3137trcnapA, construído 



 25

previamente em nosso laboratório e que contém o gene napA de H. pylori sob controle do 

promotor trc foi digerido com enzimas de restrição para liberação do gene napA que foi 

substituído pelo fragmento de DNA correspondente ao domínio m2 de maebl. Esta 

sequência foi obtida por PCR, gerando assim o vetor pYA3137trcm2. 

pGEM-T® foi utilizado para clonar a sequência m2 obtida por PCR, reação que teve 

como molde para as amplificações o plasmídio pIgSPm2. 

 

3.3. Meios de cultura e condições de cultivo bacteriano. 

O meio de cultura rotineiramente utilizado foi LB ou LB-Ágar (Sambrook e Russel, 

2001) e, por algumas vezes, o ágar MacConKey (Bio Life Technologyes). Os antibióticos 

ácido nalidíxico e ampicilina, quando requeridos, foram utilizados nas concentrações de 

15μg/mL e 100μg/mL respectivamente, conforme Sambrook e Russell (2001). O ácido 

diaminopimélico (DAP) (Sigma-Aldrich, St.Louis- MO, USA) foi utilizado na concentração 

final de 50μg/mL para o crescimento das linhagens Δasd de E. coli χ6212 e S. enterica 

Typhimurium χ3987, χ4550 e H683, todas auxotróficas para este composto. As culturas 

foram incubadas a 37°C por, aproximadamente, 16 horas em estufa. Culturas líquidas foram 

crescidas sob agitação (200rpm) para a aeração. 

 

3.4. Animais. 

Foram utilizados camundongos fêmeas isogênicos BALB/c/AnUnib (Zentralinstitut 

fur Versuchstierzcht (ZFV), Hannover, Germany, 1987) de 6 a 8 semanas de idade, 

provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) da 

UNICAMP. 
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3.5. Construção dos vetores e linhagens. 

3.5.1. Seleção dos iniciadores para a amplificação do domínio M2 do gene maebl 

de Plasmodium yoelii. 

Para amplificar a sequência de cerca 1,2 kb referente ao domínio M2 da proteína 

codificada pelo gene maebl, foram desenhados dois iniciadores, baseados no genoma de P. 

yoelii, utilizando-se o software Primer3 (Steve et al., 2000) versão on-line. Aos iniciadores 

foram adicionadas sequências que permitiram a criação de sítios de restrição nas regiões 

amplificadas. Ao iniciador M2Ftrc foi adicionada uma sequência a 5´ criando um sítio 

BamHI e a M2R adicionado o sítio SalI a 3´ do mesmo. Os iniciadores, descritos na Tabela 

III, foram sintetizados por Integrated DNA Technologies, Inc.(IDT, Coralville - IA, USA) 

na escala de 100 nmoles. 

 

3.5.2. Amplificação do gene maebl por PCR. 

As reações de amplificação de DNA seguiram protocolos padrões (Sambrook e 

Russell, 2001; Ausubel et al., 2003). Nas reações envolvendo clonagem foi utilizada a 

enzima Platinum® Taq DNA Polimerase High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad – CA, USA), 

para minimizar a ocorrência de erros. Para a amplificação de m2, as reações foram 

realizadas em volume final de 50 μL contendo 10 pmol/μL de cada iniciador, 20 a 30ng de 

DNA ,1mM de cada dNTP, 2U de Taq DNA polimerase e 2mM de MgCl2, em tampão 

apropriado provido com a enzima. Como molde para as amplificações foi utilizado o 

plasmídio pIgSPm2. O DNA foi desnaturado a 92ºC por 2 minutos e a amplificação feita por 



 27

35 ciclos de: 92ºC por 30 segundos, 51ºC por 30 segundos, 72ºC por 1,5 minuto. A extensão 

final foi feita a 72ºC por 10 minutos. Todas as reações de PCR foram realizadas no 

termociclador MJ Research PTC-200 (Peltier Thermal Cycler, MJ Research, Waltham, 

MA). 

 

TABELA III: Iniciadores Utilizados 
Iniciadores Sequência 5’ – 3’ 

  

M2Ftrc GCGGCGGATCCATGCTTAACAAATATATGAAATCTAAT 

 
M2R 

 
GCGGCGTCGACTTACCATTTTCGATTCATCGGTAT 

  
Os sítios de restrição BamHI e SalI estão sublinhados. 

 

3.5.3. Eletroforese em gel de agarose. 

Os produtos gerados na PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 

(Invitrogen UltraPureTM ) a 1%, preparado com tampão 1X TBE (45 mM Tris-borato e 1mM 

EDTA), em sistema horizontal (Horizon® 58 Gel Electrophoresis Apparatus, Life 

Technologies).  As amostras foram ressuspendidas em tampão de ressuspensão (sacarose 

40%, bromofenol 0,25% e água destilada). A corrida foi conduzida a uma tensão de 74V. O 

tampão utilizado para a corrida foi o mesmo utilizado no preparo do gel. 

Após a corrida, o gel foi corado em solução de brometo de etídio (0,5µg/mL) e o 

DNA visualizado em transiluminador de U.V., sendo os resultados registrados com a câmera 

Kodak DC120 e analisados no software fotográfico Kodak 1D Science (Kodak, USA). 
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3.5.4. Purificação do fragmento m2 do gene maebl em gel de agarose. 

Os fragmentos de DNA correspondentes a sequência m2 gerados por PCR e 

analisados por eletroforese em gel de agarose (Invitrogen UltraPureTM ) foram posteriormente 

purificados, seguido de extração com o kit Perfectprep® Gel Cleanup (Eppendorf, Hamburg 

- Germany), de acordo com a metodologia descrita pelo fabricante.  

 

3.5.5. Clonagem de m2 no plasmídio pGEM-T®. 

Os fragmentos de DNA purificados em gel foram ligados a plasmídios pGEM-T® 

(Promega Corporation, WI – USA) de acordo com Sambrook e Russell (2001). Plasmídio e 

fragmento de DNA foram misturados na proporção de 1:3, respectivamente, na presença de 

tampão de ligação e enzima T4 DNA ligase (Promega Corporation, WI – USA) e incubados a 

4ºC por 16 horas, seguindo protocolo sugerido pelo fabricante. A ligação foi utilizada para 

transformar células competentes de E.coli DH5α por choque térmico. 

 

3.5.6. Preparação de células bacterianas competentes para transformação por 

choque térmico. 

O preparo de células competentes para transformação por choque térmico foi 

realizado conforme descrito em Ausubel et al. (2003). As linhagens foram cultivadas em 

3mL de meio SOC a 37ºC sob agitação por 16 horas. No dia seguinte, uma proporção de 

1:100 foi inoculada em meio SOC e re-incubadas a 37ºC sob agitação até atingir a DO de 0,5 

(λ = 600nm). As culturas foram então esfriadas em banho de gelo e centrifugadas a 4.000rpm 

(microcentrífuga 5415R/ rotor F45-24-11, Eppendorf) por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante 

foi descartado e o sedimento ressuspendido em solução de CaCl2 (50mM) esterilizada e 

previamente resfriada a 4°C. A suspensão foi então incubada em banho de gelo por 3 horas e, 
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em seguida, centrifugada a 4.000rpm por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e 

o sedimento ressuspendido em solução de CaCl2 (50mM) e 15% de glicerol na proporção de 

1:100 do volume inicial. O volume obtido foi distribuído em alíquotas de 100µl em tubos de 

microcentrífuga esterilizados e previamente resfriados em gelo, sendo em seguida congelado 

em nitrogênio líquido e armazenado a -80ºC. Por esse método, foram preparadas células de 

E.coli DH5α e E. coliχ6212. 

 

3.5.7. Transformação bacteriana por choque térmico. 

A transformação pelo método de choque térmico foi realizada conforme descrito em 

Ausubel et al. (2003). As células bacterianas de E.coli DH5α e E.coli χ6212, previamente 

preparadas, foram descongeladas vagarosamente em gelo e transformadas com os plasmídios 

pGEM-Tm2, pYA3137 e pYA3137trcm2, respectivamente. Os plasmídios foram adicionados 

às células de tal forma que a proporção entre solução de DNA e suspensão bacteriana não 

ultrapassasse 1:10, em tubos de microcentrífuga. A mistura foi incubada em gelo por 30 

minutos, seguida de choque térmico a 42ºC por 90 segundos e novamente incubada em gelo 

por 2 minutos. O volume de 1mL de meio SOC foi então adicionado às células e a cultura 

incubada por 1 hora a 37ºC sob agitação. Após esse período, as células foram centrifugadas a 

12.000rpm (microcentrífuga 5415R/ rotor F45-24-11, Eppendorf) por 1 minuto para 

sedimentação. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 200µL de 

meio LB. A suspensão foi plaqueada em meio LA suplementado com ampicilina ou ácido 

nalidíxico, na concentração requerida. As placas foram incubadas por 16 horas e os clones 

resultantes foram submetidos à extração plasmidial.  
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3.5.8. Extração dos plasmídios pGEM-Tm2, pYA3137 e pYA3137trcm2 por lise 

alcalina em pequena escala (mini-prep). 

As preparações de DNA plasmidial foram realizadas conforme descrito em Sambrook 

e Russel (2001). Os clones de E.coli DH5αpGEM-Tm2,  χ6212pYA3137 e χ6212 

pYA3137trcm2 foram inoculados em 3mL de LB e incubados a 37ºC sob agitação a 200rpm. 

Após 16 horas, foram sedimentados por centrifugação a 12.000rpm (microcentrífuga 5415R/ 

rotor F45-24-11, Eppendorf) a 4ºC, por 1 minuto. O sobrenadante de cada cultura foi 

desprezado, o sedimento ressuspendido em 100µL de solução I (Tris-HCl 0,025M, EDTA 

0,01M, glicose 0,9%) e incubado em gelo por 5 minutos. Adicionou-se 200µL de solução II 

para a lise celular (NaOH 0,2N e SDS 1%) e as preparações foram mantidas em gelo por 

mais 5 minutos. Em seguida, 150µL de solução III (acetato 5M, potássio 3M), foram 

acrescentados para neutralizar o pH da reação. Após 15 minutos em gelo, as preparações 

foram centrifugadas a 4ºC e 12.000rpm, por 15 minutos (microcentrífuga 5415R/rotor F45-

24-11, Eppendorf). Os sobrenadantes foram transferidos para tubos novos aos quais foram 

adicionados volumes iguais de fenol/clorofórmio (1:1 v/v). As misturas foram centrifugadas 

a 4ºC, 12.000rpm por 2 minutos e as fases superiores recolhidas em tubos novos. O mesmo 

volume de clorofórmio foi adicionado e, novamente, as misturas foram centrifugadas e as 

fases superiores recolhidas em tubo novo. Foi adicionado às suspensões 2,5 volumes de 

etanol absoluto gelado e deixadas em gelo por 30 minutos. O DNA foi preciptado por 

centrifugação (4ºC, 12.000rpm, 10 minutos). Os sobrenadantes foram descartados e aos 

sedimentos foi adicionado 1ml de etanol 70% gelado. Após nova centrifugação, os 

sobrenadantes foram descartados, os sedimentos secos sob vácuo e ressuspendidos em 50µL 

de água Milli-Q esterilizada, sendo as preparações utilizadas imediatamente ou armazenadas 

a -20ºC. Os produtos da mini-prep foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 0,8% e 
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os clones com os perfis plasmidiais esperados foram então estocados a -80ºC para a 

continuidade do trabalho. 

 

3.5.9. Purificação de plasmídios. 

A purificação dos plasmídios pGEM-Tm2, pYA3137 e pYA3137trcm2 foi realizada 

utilizando-se o kit Perfectprep® Plasmid Midi (Eppendorf – Hamburg, Germany), seguindo-

se a metodologia descrita pelo fabricante. Esses plasmídios foram posteriormente utilizados 

nos experimentos de clonagem e sequenciamento. 

 

3.5.10. Sequenciamento de DNA. 

A sequência m2 clonada no plasmídio  pGEM-Tm2 foi sequenciada para confirmação 

da correta amplificação do fragmento que codifica o domínio M2 de MAEBL. Nas reações 

de sequenciamento foi utilizado o kit DYEnamic™ ET Dye Terminator (GE Healthcare Life 

Science), os primers universais T7 e M13/pUC reverse e o sequenciador automático 

MegaBACE™ (GE Healthcare Life Science), seguindo as condições utilizadas pela Rede 

Nacional de Sequenciamento (BRGENE), da qual nosso Laboratório faz parte 

(http://www.brgene.lncc.br/). Para montagem dos contigs foi utilizado o programa 

ChromasPro™ versão 1.34 (Technelysium Pty Ltd). 

As sequências foram preparadas, alinhadas e comparadas com sequências do gene 

MAEBL depositadas no banco de dados GenBank, para verificação da ocorrência de 

possíveis mutações. 
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3.5.11. Clonagem de m2 em pYA3137trc e transformação em E.coli χ6212. 

O plasmídio pGEM-Tm2 obtido por purificação, foi submetido à restrição enzimática 

com as enzimas SalI e BamHI (Invitrogen, Carlsbad – CA, USA), simultaneamente, na 

presença de tampão apropriado. O fragmento de DNA liberado, referente a m2 foi purificado 

por eletroforese em gel de agarose 0,8%, seguido de extração com kit Perfectprep® Gel 

Cleanup (Eppendorf).  

O mesmo procedimento de restrição enzimática foi realizado no vetor 

pYA3137trcnapA contendo o promotor constitutivo trc (Sanches, 2002). O fragmento 

referente a napA foi liberado e o plasmídio pYA3137trc foi também purificado em gel de 

agarose 0,8%, e extraído com kit Perfectprep® Gel Cleanup (Eppendorf).  

Após otimização da reação, uma relação de 10:1 de fragmento e vetor foi utilizada 

nas reações de ligação, que foram feitas conforme descrito em Sambrook e Russell (2001), na 

presença de tampão de ligação e enzima T4 DNA ligase (Promega, Madison, USA). A reação 

foi incubada a temperatura ambiente por 16 horas e, posteriormente, utilizada para 

transformar células competentes de E.coli χ6212 por choque térmico, conforme descrito 

anteriormente. 

Os clones resultantes da transformação foram selecionados através de extração 

plasmidial por mini-prep e os produtos avaliados por eletroforese em gel de agarose 0,8%, 

sendo posteriormente submetidos à restrição enzimática com as enzimas SalI e BamHI 

simultaneamente, nas condições descritas anteriormente. Os transformantes com os perfis 

plasmidiais esperados foram estocados a -80ºC e, posteriormente, utilizados para a 

purificação do plasmídio com o kit Perfectprep® Plasmid Midi (Eppendorf – Hamburg, 

Germany). Esses plasmídios foram utilizados para a transformação das linhagens vacinais de 

S. enterica Typhimurium. 
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3.5.12. Preparação de células competentes para eletroporação. 

A preparação de células competentes de S. enterica Typhimurium χ3987 foi 

procedida conforme descrito em Ausubel et al. (2003). Esta linhagem foi inoculada em 3mL 

de meio LB enriquecido com DAP e incubada a 37ºC por 16 horas. O volume de 0,5mL 

dessa cultura foi então inoculado em 50mL de meio LB enriquecido com DAP. A cultura foi 

novamente incubada a 37ºC, sob agitação (250rpm), até atingir a DO600 0,5, quando foi então 

incubada em banho de gelo por 10 minutos. O volume total da cultura foi centrifugado a 

6.000rpm (centrífuga 5804R/ rotor F 34-6-38, Eppendorf) por 15 minutos a 4ºC e o 

sobrenadante desprezado. O sedimento foi lavado com 20mL de água ultrapura esterilizada e 

gelada e centrifugado a 6.000rpm (4ºC). O mesmo procedimento foi repetido por mais uma 

vez e em seguida o sedimento foi ressuspendido em 2mL de glicerol (10%) gelado e 

novamente centrifugado, nas mesmas condições anteriores. O sedimento foi ressuspendido 

em 200µL de glicerol (10%) gelado. As células foram distribuídas em alíquotas de 40µL e 

imediatamente congeladas e armazenadas a -80ºC, para serem usadas posteriormente. 

 

3.5.13. Transformação por eletroporação de células de S. enterica Typhimurium 

χ3987 com os vetores pYA3137 e pYA3137trcm2. 

A transformação da linhagem bacteriana S. enterica Typhimurium χ3987 com o 

plasmídio pYA3137trcm2 extraído de E. coli χ6212 foi realizada por eletroporação, seguindo 

protocolo descrito em Ausubel et al. (2003). O eletroporador (Eletroporador Bio Rad. Gene 

Pulser II, Hercules - CA, USA) foi ajustado para 1,5KV, 25µF e 200ohms. Para tal 

finalidade, foram utilizadas cubetas de 0,1cm. Uma proporção de 10:1 de células e plasmídio 

(cerca de 30ng/µL) foi transferida para as cubetas e o pulso foi aplicado. Imediatamente após 

o pulso, foi adicionado 1mL de meio SOC e a cultura foi incubada a 37ºC por 1 hora. As 
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amostras submetidas a eletroporação foram plaqueadas em meio LA e incubadas a 37ºC 

durante a noite. Das colônias crescidas, algumas foram recolhidas para extração plasmidial e 

análise por eletroforese em gel de agarose. As linhagens selecionadas foram estocadas 

conforme descrito anteriormente. 

 

3.5.14. Preparação do bacteriófago P22HT para transdução. 

A linhagem S. enterica Typhimurium MST1761 (Maloy, 1996) foi inoculada em 5mL 

de meio LBEDO [meio LB, 1M D-glicose e E-sal 50x (MgSO4. 7H2O, ácido cítrico.H2O, 

K2HPO4, NaHNH4PO4.2H2O)] e incubada por 16 horas a 37ºC. Após o crescimento, 100µL 

da cultura foram transferidos para um novo tubo contendo 5mL de LBEDO, que foi incubado 

a 37ºC por 2 horas sob agitação (250rpm). A seguir, foram adicionados 10µL do fago P22HT 

e as células foram novamente incubadas a 37ºC sob agitação por 3 horas. Após esse período, 

algumas gotas de clorofórmio foram adicionadas e a preparação foi incubada por mais 10 

minutos. Após a separação das fases, o sobrenadante foi recolhido, transferido para tubos de 

microcentrífuga e centrifugado por 2 minutos a 14.000rpm (microcentrífuga 5415R/ rotor 

F45-24-11, Eppendorf). Novamente, o sobrenadante contendo o fago foi transferido para um 

novo tubo de microcentrífuga e centrifugado por 30 minutos a 14.000rpm e a 4ºC. Nesta fase, 

o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o sedimento ressuspendido com 100µL de 

BS (Buffered Saline – Na2HPO4.7H2O, KH2PO4, NaCl). Foi adicionada uma gota de 

clorofórmio ao conteúdo do tubo para a estocagem da preparação de fago a 4ºC. 

 

3.5.15. Determinação do título do bacteriófago P22HT. 

Inicialmente, a linhagem de S. enterica Typhimurium MST1761 (Maloy, 1996) foi 

inoculada em 3mL de meio LBEDO e incubada por 12 horas a 37ºC sob agitação. Uma 
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alíquota de 200µL de cultura foi retirada e inoculada em 3mL de ágar semi-sólido TSBA 

(Tryptone broth-soft agar) aquecido a 50ºC. A mistura foi então aplicada sobre placas de 

meio LA, para solidificação. Paralelamente, a preparação de fago P22HT (descrita no item 

anterior) foi diluída seriadamente em solução salina utilizando-se placas de microdiluição 

(Corning, Corning, NY - USA). Foram adicionados 45µL de solução salina (NaCl 0,85%) 

nas primeiras 9 fileiras da placa (10-1 a 10-9). A seguir, 5µL do fago foi acrescentado na 

primeira coluna e homogeneizado. Após homogeneização, foi feita a diluição seriada 

transferindo-se 5µL da mistura para cada poço da placa. Foram aplicados 5µL das diluições 

10-6, 10-7, 10-8 e 10-9 nas placas de LA que continham as células MST1761 e estas foram 

mantidas a temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos para a adsorção do fago. 

Em seguida, as placas foram incubadas a 37ºC por 16 horas. A determinação do título de 

fago foi feita por contagem da quantidade de pontos de lise (cada ponto de lise corresponde a 

um fago). A determinação do número de unidades formadoras de placa (pfu) foi obtida 

utilizando-se da seguinte fórmula: 

                                                                                                                                                                    

 

 

3.5.16. Transferência de plasmídios pYA3137 e pYA3137trcm2 para S. enterica 

Typhimurium por transdução generalizada com o bacteriófago P22HT. 

O método de transdução generalizada foi empregado na transferência de plasmídios 

entre linhagens de S. enterica. Os plasmídios pYA3137trc e pYA3137trcm2 foram 

transferidos para S. enterica Typhimurium χ3987, S. enterica Typhimurium χ4550 e S. 

Número de placas de lise 

5µL x fator de diluição mL  

1000µL = Pfu/ µL 
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enterica Typhimurium H683 por transdução generalizada utilizando o bacteriófago P22HT, 

um virion P22 modificado, capaz de promover altas frequências de transdução. Como 

doadora dos plasmídios pYA3137trc e pYA3137trcm2 foi utilizada a linhagem χ3987 

previamente transformada por eletroporação. 

A linhagem doadora foi crescida por 16 horas a 37ºC sob agitação. No dia seguinte, 

foram adicionados 500µL desta cultura em tubo contendo bacteriófago P22HT diluído em 

2mL de meio LBEDO. A mistura foi incubada a 37ºC sob agitação durante 6 horas para que 

ocorresse a infecção. Após esse período, a cultura foi centrifugada por 5 minutos a 

12.000rpm (microcentrífuga 5415R/ rotor F45-24-11, Eppendorf). O sedimento foi 

desprezado e o sobrenadante transferido para um novo tubo. A suspensão foi novamente 

centrifugada, o sedimento descartado e o sobrenadante transferido para um novo tubo e 

então filtrado (filtros de 0,22µm, Milipore, Billerica – MA, USA). Ao filtrado foram 

adicionadas algumas gotas de clorofórmio e essa preparação, contendo o fago carreando 

partes aleatórias do genoma da linhagem doadora, foi utilizada para infectar as linhagens 

receptoras dos plasmídios. 

As linhagens receptoras χ3987, χ4550 e H683 foram crescidas em 5mL de meio LB 

com DAP por 12 horas a 37ºC, sob agitação. Após esse período, as culturas foram 

centrifugadas por 2 minutos a 12.000rpm e a 4ºC. Os sobrenadantes foram desprezados e os 

sedimentos ressuspendidos em 1mL de LB. As células foram novamente sedimentadas por 

centrifugação (mesmas condição anterior) e ressuspendidas em 1mL de LB. Diferentes 

alíquotas de células foram transferidas para tubos de microcentrífuga e diferentes alíquotas 

do fago originário da infecção da linhagem doadora χ3987 contendo os plasmídios 

pYA3137 e pYA3137trcm2 foram adicionadas às células receptoras. As preparações foram 

misturadas e incubadas por 15 minutos a 37ºC e plaqueadas em LA. As placas foram 
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incubadas por 16-18 horas a 37ºC para a visualização das colônias e posterior seleção dos 

recombinantes. 

 

3.6. Caracterização das linhagens vacinais. 

 

3.6.1. Sorologia para Salmonella. 

Para confirmar a composição antigênica das linhagens de S. enterica, foi feita a 

sorologia através da técnica de aglutinação em lâmina, utilizando-se sistema comercial 

(PROBAC, São Paulo, Brasil) composto de: 

• Soro Salmonella Polivalente: contém anticorpos contra os antígenos O dos 

grupos A, B, C, D e E, contra os antígenos Vi e antígenos flagelares a; b; c; d; i; 1,2,5. 

• Soro Salmonella Polivalente Somático: contém anticorpos contra o antígeno O de 

Salmonellas do grupo A, B, C, D e E. 

• Soro Salmonella Polivalente Flagelar: contém anticorpos contra os antígenos H: 

a; b; c; d; i; 1,2,5 

 

3.6.2. Teste fenotípico para as mutações Δcya Δcrp e ΔaroA ΔaroD. 

Mutantes Δcya Δcrp são incapazes de metabolizar algumas fontes de carbono. 

Mutantes ΔaroA ΔaroD são incapazes de sintetizar alguns aminoácidos aromáticos 

essenciais. Para confirmar estes fenótipos nas linhagens vacinais de S. enterica 

Typhimurium e descartar a ocorrência de revertentes, foi feita a análise do padrão de 

fermentação produzido pela deleção nos genes cya e crp através da utilização de diferentes 

fontes de carbono. O teste foi feito conforme descrito em Curtiss & Kelly (1987). As 
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linhagens χ3987pYA3137trc, χ3987pYA3137trcm2 e χ4550pYA3137trc e 

χ4550pYA3137trcm2 foram plaqueadas em meio MacConkey suplementado com 1% de 

glicose ou maltose e a capacidade de utilização de uma ou outra fonte de carbono foi 

analisada pela acidificação do meio. A análise da deleção dos genes aroA e aroD foi feita 

através da ausência de crescimento das linhagens H683pYA3137 e H683pYA3137trcm2 em 

meio mínimo sem suplementação de aminoácidos. 

 

3.7. Análise da expressão de m2 em linhagens de S. enterica Typhimurium 

χ3987, χ4550 e H683. 

 

3.7.1. Extração de proteínas totais. 

Para verificar a expressão do domínio M2 em linhagens de S. enterica Typhimurium 

χ3987, χ4550 e H683, primeiramente foi feito o preparo das proteínas totais. A metodologia 

utilizada foi basicamente a descrita por Sambrook e Russel (2001), com algumas 

modificações, devido ao caráter insolúvel da proteína. As linhagens transduzidas com o fago 

P22HT e carreando os plasmídios pYA3137trc e pYA3137trcm2 foram cultivadas em 5ml 

de meio LB por 16 horas a 37ºC, sob agitação. Em seguida, as células foram sedimentadas 

por centrifugação a 12.000rpm por 2 minutos (microcentrífuga 5415R/ rotor F45-24-11, 

Eppendorff). O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em tampão de lise 

celular (NaH2PO4 100mM; Tris-HCl 10mM; Uréia 8M) e incubado por 16 horas sob 

agitação. Em seguida, a suspensão foi passada em uma seringa de 1mL por várias vezes e os 

restos celulares foram sedimentados por centrifugação (12.000rpm por 5 minutos). 

Sedimento e sobrenadante foram separados e misturados a 100µL de tampão de amostra 

(Tris-HCl pH 6.8 0,09M; SDS 2%; glicerol 20%; azul de bromofenol 0,02%; DTT 0,1M). A 
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mistura foi fervida por 5 minutos a 80ºC. As proteínas extraídas foram quantificadas pelo 

método de BRADFORD (Bradford, 1976) e, em seguida, estocada a -20ºC para posterior 

análise por SDS-PAGE. 

 

3.7.2. Análise eletroforética do perfil protéico de S enterica Typhimurium χ3987, 

χ4550 e H683 recombinantes. 

As análises eletroforéticas foram feitas em gel unidimensional de poliacrilamida a 

15%, em condições denaturantes, em sistema Mini Protean 3 Cell – Vertical Gel 

Electrophoresis System (Bio-Rad Laboratories, Hercules – CA, USA). Neste experimento, o 

perfil eletroforético das linhagens de S. enterica Typhimurium χ3987pYA3137trcm2, 

χ4550pYA3137trcm2 e H683pYA3137trcm2 foi avaliado e comparado com as linhagens 

não produtoras de M2, contendo o plasmídio pYA3137trc. A corrida eletroforética ocorreu a 

80-120mA, 200V. Após a corrida, os géis foram incubados em solução fixadora por 2 horas 

e em seguida corados com Coomassie blue R250 (Bio-Rad, Richmond – CA, USA), 

conforme descrito em Sambrook e Russel (2001). Para inferir a massa molecular das bandas 

protéicas foi utilizado o marcador de peso molecular para proteínas SpectraTM Multicolor 

Broad Range Protein Ladder, (Fermentas – UE). 

 

3.7.3. Detecção de M2 por immunoblott. 

Prosseguindo as análises de expressão de M2 pelas linhagens recombinantes, foi 

feito o experimento de immunoblott, na qual as proteínas separadas por SDS-PAGE foram 

eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond™ C extra membrane, GE 

Healthcare). A transferência ocorreu a 85-135mA e 150V por 2 horas a temperatura 

ambiente, em cuba contendo tampão de transferência (Mini Protean 3 Cell – Vertical Gel 
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Electrophoresis System, Bio-Rad Laboratories, Hercules – CA, USA). As interações 

inespecíficas foram bloqueadas com PBS contendo Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St.Louis- 

MO, USA) e 0,1% e leite desnatado a 3% (PBS-Triton-Leite) por 40 minutos. A membrana 

contendo as proteínas transferidas foi colocada em contato com soro de camundongo 

contendo anticorpo policlonal anti MAEBL, obtido pelo Laboratório do Professor Dr. Fabio 

Trindade Maranhão Costa, diluído 1:1000 em solução de PBS-Triton-leite por 16 horas. 

Após algumas lavagens da membrana com a mesma solução, esta foi incubada com soro 

anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich, St.Louis- MO, USA), na 

diluição 1:2000, por 1 hora. A membrana foi novamente lavada com PBS e Triton (0,1%), 

seguida de uma lavagem com PBS e Triton (0,5%) e uma última lavagem de 30 minutos 

com solução Tris-HCl (0,05M pH 6,8). Em seguida, a reação foi revelada utilizando uma 

solução Tris-HCl contendo o substrato peróxido de hidrogênio (30%) e o cromógeno 4-cloro 

1-naftol a 0,3% (Acros Organics - Bélgica). A reação foi parada por várias lavagens com 

água destilada. A posição da banda referente a M2 (aproximadamente 45KDa) foi 

confirmada com a ajuda do marcador de peso molecular para proteínas SpectraTM Multicolor 

Broad Range Protein Ladder, (Fermentas – UE). O experimento foi feito segundo protocolo 

descrito em Sambrock e Russel, (2001). 

 

3.8. Curva de Crescimento in vitro das linhagens de S. enterica Typhimurium 

χ3987, χ4550 e H683 recombinantes. 

Para verificar se a proteína heteróloga M2, quando expressa por S. enterica 

Typhimurium, poderia de alguma maneira interferir no crescimento bacteriano, a curva de 

crescimento das linhagens de S. enterica foi avaliada in vitro. Para isso, foi feito um pré-

inóculo de S. enterica Typhimurium χ3987pYA3137trc, χ4550pYA3137trc e 
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H683pYA3137trc (controles) e S. enterica Typhimurium χ3987pYA3137trcm2 

χ4550pYA3137trcm2 e H683pYA3137trcm2 (linhagens vacinais) em meio LB, que foi 

incubado sob agitação por 16 horas a 37ºC. Após esse período, 1mL das culturas foi 

transferido para 100mL de meio LB e estas novas culturas foram crescidas a 37ºC sob 

agitação. A cada 2 horas, alíquotas de 100µL foram retiradas, diluídas em 900µL de salina 

(0,85%) até a diluição 10-8 e então plaqueadas em triplicata em meio MacConkey pelo 

método de gota (Barbosa et al., 1995). As placas foram incubadas a 37ºC por 16 horas e as 

UFC (Unidades Formadoras de Colônias) foram contadas. 

 

3.9. Cultivo e preparo de células de S. enterica Typhimurium para inoculação 

em camundongos BALB/c/AnUnib. 

O cultivo e preparo das células recombinantes utilizadas para infecção oral em 

camundongos foram realizados conforme descrito por Covone et al. (1998). As linhagens 

χ3987, χ4550 e H683 contendo os plasmídios pYA3137trc e pYA3137trcm2 foram 

inoculadas em 5mL de LB acrescido de glicose na concentração (0,1%) e incubadas por toda 

a noite a 37ºC. No dia seguinte, 1mL de cada cultura foi transferido para 100mL de LB com 

glicose (1%) e as novas culturas foram incubadas a 37ºC sob agitação até atingir a densidade 

óptica (DO) de 0,7nm a um comprimento de onda de 600nm. Após atingir essa DO, as 

células foram sedimentadas por centrifugação a 5.000rpm por 5 minutos (centrífuga 5804R/ 

rotor F34-6-38, Eppendorf), os sobrenadantes descartados e as células ressuspendidas em 

10mL de solução salina (0,85%). Uma alíquota de cada suspensão foi separada pra o 

procedimento de infecção oral. Do restante, foram retiradas alíquotas de 100µL e feitas 

diluições seriadas até a diluição 10-8 que foram plaqueadas em triplicata em agar 
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MacConkey, pelo método de gota (Barbosa et al., 1995), para a posterior determinação da 

UFC. 

 

3.10. Experimentos in vivo. 

 

3.10.1. Estabilidade das linhagens recombinantes vacinais de S. enterica 

Typhimurium in vivo: persistência nos órgãos de camundongos BALB/c/AnUnib. 

A capacidade das linhagens recombinantes de S. enterica Typhimurium de invadir e 

persistir nos tecidos animais foi determinada pelo experimento de persistência. O protocolo 

utilizado foi o descrito por Covone et al. (1998). 

Foram formados dois grupos experimentais contendo 9 camundongos 

BALB/c/AnUnib fêmeas com sete semanas de idade. O grupo I foi inoculado com S. 

enterica Typhimurium pYA3137trc e o grupo II, com S. enterica Typhimurium 

pYA3137trcm2. Os camundongos receberam, por via intraesofágica, uma única dose de 

100µL das suspensões bacterianas (aproximadamente 109 UFC/mL). Os animais foram 

privados de água e comida por aproximadamente 4 horas antes do inóculo e 

aproximadamente 2 horas após o inóculo (Karem et al., 1995). Grupos de três animais foram 

sacrificados após 5, 15 e 25 dias da infecção e as placas de Peyer e baço, recolhidos para o 

estudo da persistência. Os órgãos foram pesados e homogeneizados em 2mL de salina 

(0,85%) com o homogeneizador Omni Mixer Homogeneizer 04728-00 (Cole-Parmer, 

Vernon Hills, IL, USA). Alíquotas de 100µL foram retiradas de cada macerado e diluídas 

seriadamente. Cada diluição foi plaqueada em triplicata em ágar MacConkey, pelo método 

de gota (Barbosa et al., 1995). As placas foram incubadas a 37ºC por 16 horas e, no dia 
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seguinte, as colônias foram contadas para a determinação da UFC total recuperada de cada 

órgão. Aproximadamente 30 colônias reisoladas aleatoriamente dos tecidos foram testadas 

por PCR quanto à presença de m2 e por immunoblott quanto à expressão da proteína. 

 

3.10.2. Imunização oral de camundongos BALB/c/AnUnib com a linhagem 

recombinante vacinal de S. enterica Typhimurium H683. 

Para a imunização oral foram formados três grupos experimentais de camundongos, 

cada um com oito animais. O grupo I recebeu apenas PBS, o grupo II foi imunizado com S. 

enterica Typhimurium H683pYA3137trc (grupo controle) e o grupo III foi imunizado com 

S. enterica Typhimurium H683pYA3137trcm2 (grupo vacinal). Os camundongos, entre 6 e 

8 semanas de idade, foram inoculados com 100µL das suspensões bacterianas 

(aproximadamente 109 UFC) via intraesofágica, com a ajuda de seringa de 1mL (BD 

Medical, Franklin Lakes – NJ, USA) e agulha de gavagem própria para camundongos IC 

800 (Insight Equipamentos, Brasil). Foram feitos duas imunizações com intervalo de 14 dias 

entre elas. 

 

3.11. Análise da resposta imune induzida. 

 

3.11.1. Coleta e processamento do soro de camundongos BALB/c/AnUnib 

imunizados. 

Para o processamento do soro a ser utilizado na titulação de anticorpos séricos anti 

M2 e anti Salmonella, o sangue dos animais imunizados foi recolhido a partir da região 

subocular, no plexo retrorbital. A coleta foi feita a partir da segunda semana após a segunda 
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dose de imunização, durante um intervalo de quatro semanas. Os animais foram 

anestesiados em éter etílico e, com a ajuda de uma pipeta Pasteur (Corning, Corning – NY, 

USA), aproximadamente 500µL de sangue foram coletados de cada animal. Para 

processamento do soro, o sangue foi incubado a 37ºC por 2 horas para a coagulação e, a 

seguir, a 4ºC por 1 hora até a retração do coágulo. As amostras foram então centrifugadas 

por 15 minutos a 1.500rpm e 4ºC (microcentrífuga 5415R/rotor F45-24-11, Eppendorf). O 

soro resultante foi transferido para tubos de microcentrifugação novos e armazenado a -

20ºC. 

 

3.11.2. Coleta e processamento de material fecal de camundongos 

BALB/c/AnUnib imunizados. 

Para a titulação de anticorpos de mucosa anti M2 e anti Salmonella, foi coletado o 

material fecal de cada animal. A coleta foi feita a partir da segunda semana após a segunda 

dose de imunização, durante um intervalo de quatro semanas. Os animais permaneceram em 

caixa plástica estéril sem maravalha até 2 a 3 pellets fecais de cada animal serem recolhidos 

e imediatamente transferidos para tubos de microcentrifugação contendo uma solução de 

PBS com 1mM PMSF e 1% BSA (USB Corporation, Cleveland, OH – USA) (Roberts et al., 

1998). Os tubos foram incubados por toda a noite a 4ºC. No dia seguinte, as amostras foram 

homogeneizadas e centrifugadas a 14.000rpm por 2 minutos (microcentrífuga 5415R/rotor 

F45-24-11, Eppendorf). O sobrenadante foi transferido para tubos novos e armazenado a -

20ºC. 
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3.11.3. Preparação de antígenos de S. enterica Typhimurium H683 para ELISA. 

Os antígenos de S. enterica Typhimurium H683 foram preparados conforme descrito 

por Fayolle et al. (1994). A linhagem H683pYA3137trc foi crescida em 500mL de meio LB 

por 16-18 horas a 37ºC, sob agitação. No dia seguinte, as bactérias foram centrifugadas 

(microcentrífuga 5415R/rotor F45-24-11, Eppendorf) e ressuspendidas em PBS, na 

concentração final de aproximadamente 3x1011 UFC/mL. A suspensão bacteriana foi 

submetida a aquecimento de 80ºC por 10 minutos para matar as bactérias e a preparação 

contendo os antígenos brutos de Salmonella foi aliquotada e estocada a -20ºC. 

 

3.11.4. Ensaios Imunoenzimáticos (ELISA). 

A resposta imune humoral e de mucosa desenvolvida para antígenos de S. enterica 

Typhimurium e para o domínio M2 foi determinada através do título de anticorpos IgG e 

IgA específicos presentes no soro e material fecal dos animais imunizados, através da 

técnica de ELISA. Os ensaios foram feitos conforme descrito por Pizza et al. (1994) e Di 

Tommaso et al. (1996), com algumas modificações. Em todos os experimentos foram 

utilizadas placas de 96 poços de média afinidade (Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Germany). 

 

3.11.4.1. Detecção da IgG sérica anti-M2 e anti Salmonella. 

Para detectar IgG presente no soro dos camundongos, as placas foram sensibilizadas 

com 100µL (25µg/mL) por poço de antígeno bruto de S. enterica Typhimurium ou 0,1µg da 

proteína MAEBL purificada diluídos em tampão carbonato (0,05M pH 9,6) e incubadas por 

2 horas a 37ºC. Em seguida, as placas foram lavadas com solução de PBS e Tween 20 

(0,05%) (LGC Bio, UE) três vezes consecutivas e depois incubadas por 2 horas 37ºC com 
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200µL por poço de solução bloqueadora (PBS, Molico 3%, BSA 2,5%). A solução 

bloqueadora foi descartada. Diluições seriadas dos soros de camundongos BALB/c/AnUnib 

foram adicionadas, para um volume final de 100µL, à solução bloqueadora e as placas 

incubadas por toda a noite a 4ºC. No dia seguinte, as placas foram lavadas com solução de 

PBS Tween 20 (0,05%) por quatro vezes consecutivas e, a seguir, foram incubadas por 2 

horas a 37ºC com 100µL de anticorpos anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase 

(Sigma-Aldrich, St.Louis- MO, USA), diluído 1:2000 em solução bloqueadora. As placas 

foram novamente lavadas com solução de PBS Tween 20 (0,05%) por quatro vezes. Para a 

revelação dos resultados, foi adicionado a cada poço das placas o substrato enzimático o-

fenilenediamina (OPD) (Sigma-Aldrich, St.Louis- MO, USA) (10mg/mL) e H2O2 a 0,03% 

(v/v) diluídos em tampão fosfato-citrato. Após 30 minutos de incubação, a reação foi 

interrompida com 50µL de H2SO4 4N e a DO492  foi lida em espectrofotômetro de UV-vis 

para placas (Bio-Rad Laboratories, Hercules – CA, USA). 

 

3.11.4.2. Detecção da IgA de mucosa anti M2 e anti Salmonella. 

Para a detecção de IgA nos materiais fecais, as placas foram sensibilizadas com 

100µL (25µg/mL) por poço de antígeno bruto de S. enterica Typhimurium ou 0,1µg da 

proteína MAEBL purificada diluídos em tampão carbonato (0,05M pH 9,6) e incubadas por 

16 horas a temperatura ambiente. No dia seguinte, as placas foram lavadas e bloqueadas nas 

mesmas condições descritas no item anterior. Diluições seriadas do material fecal dos 

camundongos BALB/c/AnUnib foram adicionadas, para um volume final de 50µL, à 

solução bloqueadora e as placas incubadas por 2 horas a temperatura ambiente. As placas 

foram lavadas como descrito anteriormente e a seguir, foram incubadas por 1 hora a 

temperatura ambiente com 100µL de anticorpos anti-IgA de camundongo conjugado com 
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peroxidase (Sigma-Aldrich, St.Louis- MO, USA) diluído 1:2000. As placas foram lavadas e 

os resultados revelados com a adição de OPD e H2O2, nas condições descritas 

anteriormente. A reação foi interrompida com 50µL de H2SO4 4N após 15 minutos de 

incubação e a DO492 foi lida em espectrofotômetro de UV-vis para placas (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules – CA, USA). 

 

3.11.5. Determinação do título de anticorpos. 

Para determinar o título de anticorpos específicos, foram considerados valores de 

DO492 nm maiores que o pré-imune e maiores que 0,1. 

 

3.11.6. Desafio de animais imunizados frente à infecção por Plasmodium yoelii e 

análise da evolução da parasitemia. 

Para o experimento de desafio, camundongos BALB/c/AnUnib entre 6 e 8 semanas 

de idade foram separados em grupos experimentais de 7 animais e imunizados exatamente 

como descrito no item 3.9.3.1. Vinte e um dias após a segunda dose de imunização, os 

animais foram desafiados com 105 eritrócitos infectados com P. yoelii inoculados via 

intraperitonial. Esses animais foram acompanhados durante sete dias para a análise da taxa 

de sobrevivência e possível redução da parasitemia. A evolução da parasitemia foi analisada 

diariamente a partir do quarto dia após o desafio em lâminas de esfregaços sanguíneos 

corados por Giemsa, coletados da ponta da cauda dos animais infectados. Para a 

determinação da parasitemia, foram analisados, por microscopia ótica (aumento de 1000x), 

400 eritrócitos por lâmina e a porcentagem de eritrócitos infectados foi quantificada. 
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3.12. Análises estatísticas. 

Os resultados de curva de crescimento, persistência, títulos de anticorpos específicos 

calculados e parasitemia foram analisados estatisticamente pelo teste ANOVA, calculado 

com o programa Origin 7.0 (Origin Lab Corp) e probabilidades inferiores a 5% foram 

consideradas significativas (p<0.05). 
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4. RESULTADOS. 

 

4.1. Construção dos vetores e linhagens. 

4.1.1. Amplificação e clonagem do domínio M2 do gene maebl de Plasmodium 

yoelii. 

Para a construção do vetor de expressão carreando o domínio M2 do gene maebl de 

P. yoelii, inicialmente foram realizadas amplificações por PCR da região nucleotídica 

codificadora para o domínio M2, utilizando-se como molde o plasmídio pIgSPm2, 

construído pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Fábio Trindade Maranhão Costa (dados não 

publicados), que contém a sequência de aproximadamente 1.2 kb do gene maebl de P. yoelii. 

Os iniciadores utilizados foram desenhados de modo a preservar a fase de leitura do gene, 

incluindo a região codificadora do epítopo T CD8+, localizada logo no início da sequência 

de M2. Os iniciadores utilizados permitiram gerar fragmentos flanqueados com sítios de 

restrição para as enzimas BamHI e SalI para a subsequente clonagem no vetor de expressão 

pYA3137trc (Sanches, 2002) (Figura 3). 
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Figura 3: Eletroforese em gel de agarose (1%) demonstrando o fragmento de DNA (1,2 Kb) 

gerado pela amplificação por PCR da região m2 do gene maebl. 1: marcador de peso 

molecular GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (Fermentas), 2 a 5: m2 amplificado.  

 

Com o intuito de gerar um número de fragmentos adequado para a clonagem no vetor 

de expressão pYA3137trc e, para detectar a presença dos sítios de restrição, após a 

amplificação, os produtos da PCR foram purificados do gel de agarose e clonados no vetor 

pGEM-T (Promega) (Figura 4). O produto da ligação do gene m2 com o plasmídio pGEM-T 

foi então transformado em células de E. coli DH5α. Os clones recombinantes foram isolados 

em placas de LB acrescidas de ampicilina, já que o vetor pGEM-T contém o gene de 

resistência a esse antibiótico. Para confirmar a presença do plasmídio em E. coli foi feita a 

sua extração e o mapa de restrição dos clones obtidos foi avaliado por digestão enzimática 

com BamHI e SalI, demonstrando a eficiência da clonagem pela detecção do fragmento de 

1,2 kb e a funcionalidade dos sítios de restrição, criando assim, as condições para a clonagem 

no vetor de expressão. O plasmídio recombinante obtido foi denominado pGEM-Tm2. A 

1.2 Kb 

 1      2     3     4     5 

1.5 Kb 

1.0 Kb 
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digestão enzimática proporcionou a visualização em gel de agarose de 2 bandas distintas, de 

3,0 kb e de 1,2 kb, correspondentes à sequência do plasmídio e de m2, respectivamente 

(Figura 5).   

 

                       

 

Figura 4: Mapa ilustrando o plasmídio pGEM-T (fonte: www.promega.com). A seta verde 

indica o gene de resistência à ampicilina e a seta vermelha indica o sítio múltiplo de 

clonagem, onde o fragmento m2 do gene maebl foi inserido. 
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 0,8% mostrando a restrição enzimática do 

plasmídio pGEM-Tm2. 1: marcador de peso molecular GeneRuler™ 1kb DNA Ladder 

(Fermentas), 2: plasmídio pGEM-T, 3: plasmídio pGEM-Tm2 digerido com Bam HI, 4: 

plasmídio pGEM-Tm2 digerido com SalI, 5: restrição enzimática de pGEM-Tm2 com as 

enzimas BamHI e SalI, resultando em 2 fragmentos de tamanhos referentes ao inserto (1,2 

kb) e ao plasmídio linearizado (3,0 kb, aproximadamente). 

 

Para confirmar a integridade do fragmento m2 inserido no plamídio pGEM-T e 

assegurar a inexistência de mutações no fragmento utilizado para a expressão deste domínio 

de MAEBL, incluindo o descarte de mutações na região codificante para o epítopo T CD8+, 

o plasmídio pGEM-Tm2 foi sequenciado e comparado com a sequência de nucleotídeos de 

maebl depositada no GenBank (acesso número 34495214) (Figura 6). Como pode ser 

observado, o fragmento sequenciado demonstrou 100% de similaridade com a sequência de 

m2. 

 

 

 

 

1.0 kb 

1.5 kb 
M2: 1.2 Kb 

 1      2      3      4      5      6 

3.0 Kb pGEM-T: 3.0 Kb 
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CLUSTAL 2.0.10 multiple sequence alignment 

------------------------------------------------------CTTAAC 6 

GCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGCGGCGGATCCATGCTTAAC                        

****** 

 

AAATATATGAAATCTAATGTTGAACTTCCATATGAAAAAAGTGGGTTAGCTATGCATCAT 66 

AAATATATGAAATCTAATGTTGAACTTCCATATGAAAAAAGTGGGTTAGCTATGCATCAT                 

************************************************************ 

              

GGTGATTTAAGTGTATGCCCCAAATCTTGGGATGAAGAAAATTTGTATAAAAAAAATAGA 126 

GGTGATTTAAGTGTATGCCCCAAATCTTGGGATGAAGAAAATTTGTATAAAAAAAATAGA                 

************************************************************ 

 

GATTATAATTATGATATGTGCAAAAGCACTGTAATGAAATCGACTATACCATTGAAAATG 186 

GATTATAATTATGATATGTGCAAAAGCACTGTAATGAAATCGACTATACCATTGAAAATG                 

************************************************************ 

 

TTTGATTATAAAACTAAAAAACTGTTATATTTTGGTCTTTATGGTTTAGGGGGGCGATTG 246 

TTTGATTATAAAACTAAAAAACTGTTATATTTTGGTCTTTATGGTTTAGGGGGGCGATTG  

************************************************************ 

 

GGATCTAATATTTCAAAAGTAAAAAATATATTTAAATCACAGCCAAATAACATAACATTA 306 

GGATCTAATATTTCAAAAGTAANAAATATATTTAAATCACAGCCAAATAACATAACATTA  

********************** ************************************* 

 

CCAATGTTTAATCCATCATCAATAAAAAATTTACTTGATTGTTCATTATATAGTTATTGT 366 

CCAATGTTTAATCCATCATCAATAAAAAATTTACTTGATTGTTCATTATATAGTTATTGT                 

************************************************************ 

 

TTAGGTCCATGCCTGGAAAATGCATATAATAATAAATGTTTCCGTAGTCTGCCTGCATAT 426 

ATAGGTCCATGCCTGGAAAATGCATATAATAATAAATGT--------------------- 459 

**************************************                      

 

Figura 6: Alinhamento entre a sequência do fragmento m2 do gene maebl clonado no 

plasmídio pGEM-T (em vermelho) e a respectiva sequência disponível no GenBank.  

 
 

Uma vez confirmada a clonagem em pGEM-T, o fragmento m2 digerido (BamHI e 

SalI) foi purificado para posterior clonagem em plasmídio para a expressão estável do 

domínio M2. O vetor de expressão utilizado foi o plasmídio pYA3137trc, um plasmídio de 

alto número de cópias pertencente ao sistema letal balanceado asd (Curtiss e Kelly, 1989). O 

sistema de expressão foi construído de forma que a transcrição de m2 estivesse sob controle 

do promotor constitutivo trc (Figura 7). Para receber o inserto, o plasmídio pYA3137trc 

(Sanches, 2002) foi submetido à restrição enzimática com as mesmas enzimas BamHI e 
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SalI, criando sítios complementares aos presentes no fragmento, possibilitando a clonagem. 

Após a ligação, pYA3137trcm2 foi transformado por choque térmico em E. coli χ6212, uma 

linhagem que apresenta alta frequência de transformação, para que fosse replicado. Para a 

confirmação da transformação, o plasmídio foi extraído e alguns clones escolhidos e 

digeridos com BamHI e SalI, proporcionando a visualização em gel de agarose de 2 bandas, 

de 4,0 kb e de 1,2 kb, correspondentes ao plasmídio pYA3137trc e ao fragmento m2, 

respectivamente (Figura 8). 

 

                      

 

Figura 7: Mapa do plasmídio pYA3137 (fonte: Curtiss & Kelly, 1987). A seta rosa indica o 

gene asd, que codifica para o ácido diaminopimélico (DAP), um aminoácido importante na 

constituição da parede celular de bactérias gram-negativas. A seta azul indica o promotor 

constitutivo trc e, as setas vermelhas, indicam onde o gene m2 foi inserido. 
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 0,8% demonstrando a confirmação da clonagem 

do fragmento m2 no plasmídio pYA3137trc através de restrição enzimática do plasmídio 

pYA3137trcm2 extraído de E. coli χ6212. 1: marcador de peso molecular GeneRuler™ 1kb 

DNA Ladder (Fermentas); 2: plasmídio pYA3137trc; 3: plasmídio pYA3137trcm2; 4: 

pYA3137trc digerido comas enzimas BamHI e SalI; 5: inserto m2 purificado; 6: 

pYA3137trcm2 digerido com BamHI; 7: pYA3137trcm2 digerido com SalI; 8: 

pYA3137trcm2 digerido com BamHI e SalI. 

 

 

4.1.2. Transformação de S. enterica Typhimurium com pYA3137trcm2. 

O plasmídio pYA3137trcm2, inicialmente selecionado em E. coli χ6212, foi 

purificado e utilizado para transformar a linhagem atenuada de S. enterica Typhimurium 

χ3987, bem como o plasmídio pYA3137trc, que foi utilizado como controle nos 

experimentos de curva de crescimento, expressão e imunização, descritos mais adiante. A 

partir dessa linhagem de S. enterica, os plasmídios pYA3137trcm2 e pYA3137trc foram 

transferidos para as linhagens de S. enterica Typhimurium χ4550, H683 e novamente para 

χ3987 por transdução generalizada mediada pelo bacteriófago P22HT. Para comprovar a 

transformação através da detecção dos plasmídios pYA3137trcm2 e pYA3137trc, foram 

realizadas a extração plasmidial e a digestão enzimática com as enzimas BamHI e SalI 

1.0 Kb 

1.5 Kb 1.2 Kb 

4.0 Kb 
3.5 kb 

1     2    3    4   5   6   7   8 
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(dados não mostrados). Os plasmídios recuperados de colônias selecionadas foram também 

testados quanto à presença do fragmento de m2 por PCR (Figura 9). 

 

                      

Figura 9: Gel de agarose 1% demonstrando produtos de PCR gerados com os iniciadores 

M2f e M2r quando plasmídios recuperados de colônias das linhagens χ4550, χ3987 e H683 

contendo o plasmídio pYA3137trcm2 foram utilizados como molde. 1: marcador de peso 

molecular GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (Fermentas), 2: controle negativo da reação sem 

molde, 3: controle negativo da reação pYA3137trc, 4: controle positivo da reação 

(amplificação de m2 a partir de pIgSPm2), 5: amplificação de m2 a partir de pYA3137trcm2 

extraído de S. enterica Typhimurium χ3987, 6: amplificação de m2 a partir de 

pYA3137trcm2 extraído de S. enterica Typhimurium χ4550, 7: amplificação de m2 a partir 

de pYA3137trcm2 extraído de S. enterica Typhimurium H683. 

 

 

4.2. Caracterização das linhagens vacinais: sorologia para Salmonella e teste 

fenotípico para as mutações Δcya Δcrp e ΔaroA ΔaroD. 

A sorologia para Salmonella, feita pela técnica de aglutinação em lâmina utilizando 

soro contra antígenos flagelares e somáticos foi realizada contra todas as linhagens de S. 

 1      2     3     4     5     6      7
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m2: 1.2 Kb 
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enterica Typhimurium utilizadas para abrigar os plasmídios pYA3137trc e pYA3137trcm2. 

O resultado foi positivo para os antígenos somáticos e flagelares em todas as linhagens 

testadas (dados não mostrados). 

Em todos os testes fenotípicos realizados para confirmar a atenuação das linhagens 

utilizadas como vetores vacinais, o fenótipo se comportou de acordo com o esperado, ou 

seja, as linhagens χ3987 e χ4550 foram capazes de fermentar a glicose, mas não a maltose, 

quando avaliadas em meio Agar MacConkey contendo estes açúcares, e a linhagem H683 

não cresceu em meio mínimo sem a adição de aminoácidos aromáticos. 

 

4.3. Avaliação da expressão de M2 nas linhagens de S. enterica Typhimurium. 

A verificação da expressão do domínio protéico M2 nas linhagens de S. enterica 

Typhimurium χ3987pYA3137trcm2, χ4550 pYA3137trcm2 e H683 pYA3137trcm2 após a 

transferência do plasmídio pYA3137trcm2 por transdução, foi feita por SDS-PAGE e 

immunoblott. 

As proteínas totais das linhagens recombinantes foram extraídas e separadas em gel 

de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE). O perfil protéico das linhagens contendo o plasmídio 

pYA3137trc foi então comparado com o perfil de proteínas totais obtido das linhagens 

contendo o plasmídio pYA3137trcm2, o que revelou a presença de uma banda extra de 45 

kDa nestas últimas, correspondente ao domínio M2 (Figura 10A). Essa mesma banda foi 

detectada por immunoblott usando anticorpos específicos para a proteína MAEBL (Figura 

10B). 
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Figura 10: Análise da expressão de M2 nas linhagens de S. enterica Typhimurium χ3987, 

χ4550 e H683. A: Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) após coloração 

com Comassie Brilliant Blue G, em condições denaturantes (2-mercaptoetanol). 1: marcador 

de peso molecular para proteínas SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder, 

(Fermentas – UE); 2: S. enterica Typhimurium χ3987pYA3137trc; 3: S. enterica 

Typhimurium χ3987pYA3137trcm2; 4: S. enterica Typhimurium χ4550 pYA3137trc; 5: S. 

enterica Typhimurium χ4550 pYA3137trcm2; 6: S. enterica Typhimurium 

H683pYA3137trc; 7: S. enterica Typhimurium H683 pYA3137trcm2. B: Immunoblott 

utilizando soro policlonal (1:1000) anti- M2. 1: marcador de peso molecular; 2: controle 

positivo – proteína M2 purificada; 3: S. enterica Typhimurium χ3987pYA3137trc; 4: S. 

enterica Typhimurium χ3987pYA3137trcm2; 5: S. enterica Typhimurium χ4550 

pYA3137trc; 6: S. enterica Typhimurium χ4550 pYA3137trcm2; 7: S. enterica 

Typhimurium H683pYA3137trc; 8: S. enterica Typhimurium H683 pYA3137trcm2. 
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4.4. Curva de Crescimento in vitro. 

Para verificar a toxicidade do domínio protéico M2 para as linhagens de S. enterica 

Typhimurium χ3987, χ4550 e H683, fato que poderia interferir no crescimento das linhagens 

e consequentemente na expressão do antígeno, a curva de crescimento in vitro foi analisada e 

comparada com as mesmas linhagens contendo o plasmídio pYA3137trc (controle). Os 

dados foram expressos em unidades formadoras de colônia em função do tempo (UFC x 

tempo) e comparados com resultados de crescimento das linhagens controle, ambas 

cultivadas em meio LB a 37ºC, sob agitação. Alíquotas de 100µL foram retiradas cada 2 

horas, diluídas e plaqueadas. As placas foram incubadas a 37º C por 16 horas e as UFC foram 

determinadas. Os resultados estão demonstrados na Figura 11. Todas as linhagens 

construídas abrigando m2 apresentaram um padrão de crescimento semelhante ao das 

respectivas linhagens controle, demonstrando que a presença da proteína M2 não interferiu 

no crescimento desses organismos in vitro. 
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Figura 11: Gráficos demonstrando a curva de crescimento in vitro das linhagens S. enterica 

Typhimurium χ3987 (A), χ4550 (B) e H683 (C) contendo os plasmídios pYA3137trc ou 

pYA3137trcm2 expressos pelos números de UFC por horas. A expressão de m2 não afeta o 

crescimento das linhagens recombinantes. As diferenças não foram estatisticamente 

significativas (p ≤ 0,05). 
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 4.5. Persistência das linhagens vacinais de S. enterica Typhimurium. 

Para verificar a influência da expressão de M2 no crescimento in vivo e determinar a 

capacidade das linhagens vacinais recombinantes de S. enterica Typhimurium χ3987, χ4550 

e H683 de invadir e persistir nos tecidos animais, foi feito um estudo de persistência 

bacteriana em órgãos de camundongos BALB/c/AnUnib. Os animais foram inoculados com 

uma única dose oral (via intragástrica) de 109 UFCs das linhagens recombinantes χ3987, 

χ4550 e H683 contendo o plasmídio pYA3137trcm2 e controle χ3987, χ4550 e H683 

contendo o plasmídio pYA3137trc.  

Os resultados obtidos com as linhagens χ3987 e χ4550 recombinantes não foram 

satisfatórios, uma vez que não foi possível recuperar bactérias dos órgãos dos camundongos, 

indicando que estas linhagens, por algum motivo desconhecido, apresentaram deficiência 

em colonizar e proliferar nos órgãos de camundongos BALB/c/AnUnib. Esta incapacidade 

não esteve associada à expressão de M2 uma vez que as linhagens controle contendo o 

plasmídio pYA3137trc também foram incapazes de proliferar nos órgãos e tecidos dos 

camundongos (dados não mostrados). Este teste foi repetido no mínimo duas vezes com 

cada uma destas linhagens, mas os resultados foram invariavelmente iguais. Com base nisso, 

iniciamos os experimentos utilizando a linhagem S. enterica Typhimurium H683, cuja 

mutação que atenua a virulência (ΔaroA ΔaroD) é diferente da mutação introduzida nas 

linhagens χ3987 e χ4550 (Δcya Δcrp). Os resultados obtidos com a linhagem H683 foram 

diferentes, tendo sido possível isolar bactérias dos órgãos dos animais (Figura 12). Essa 

linhagem foi então escolhida para prosseguir nos experimentos de imunização. 
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Figura 12: Gráficos demonstrando os resultados da persistência in vivo da linhagem S. 

enterica Typhimurium H683 nas placas de Peyer (A) e baço (B) de camundongos 

BALB/c/AnUnib inoculados com uma única dose (109) das linhagens H683pYA3137trc e 

H683pYA3137trcm2. Os resultados estão expressos como média aritmética de 3 

camundongos por amostragem. Não houve diferença estatisticamente significativa entre o 

número de colônias recuperado de linhagens controle e recombinante (p ≤ 0,05). 
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4.6. Imunização de camundongos BALB/c/AnUnib. 

 

4.6.1. Análise do título de anticorpos IgG sérico e IgA de mucosa. 

Para demonstrar a efetividade da linhagem vacinal em induzir o sistema imune 

humoral sistêmico e de mucosas contra antígenos de S. enterica e contra o antígeno 

heterólogo carreado, foi feita a análise dos títulos de anticorpos IgG e IgA específicos para o 

vetor vacinal S. enterica Typhimurium e contra a proteína heteróloga M2. Camundongos 

BALB/c/AnUnib fêmeas, de 6 a 8 semanas de idade, foram imunizadas oralmente com duas 

doses de 109 UFC da linhagem H683, vacinal recombinante pYA3137trcm2 e controle 

pYA3137trc. Antes da imunização, soro e material fecal foram coletados para servir como 

controle pré-imunização. As imunizações foram feitas nos dias 0 (início do experimento) e 

14. A partir do 15º dia após a segunda imunização, o soro e material fecal foram coletados 

semanalmente e testados por ELISA. 

As médias dos títulos de IgG sérica e IgA de mucosa anti Salmonella estão 

apresentadas na Figura 13. Esses valores estão apresentados como a média aritmética de 8 a 

9 camundongos por amostragem. Os títulos de IgG sérica e IgA de mucosa anti Salmonella 

obtidos demonstraram a imunogenicidade da linhagem vacinal. Os títulos foram observados 

até 35 dias após a segunda imunização. Nos quatro pontos analisados, os títulos para IgG se 

mantiveram parecidos. Para IgA, o maior título foi obtido 21 dias após a segunda 

imunização. Em ambos os casos, o maior título obtido foi para a linhagem controle 

H683pYA3137trc, com exceção de IgG obtida 14 dias após a segunda imunização, sendo a 

diferença estatisticamente significativa apenas para os títulos de IgA. O título de IgG anti 

Salmonella foi sempre maior que o título de IgA anti Salmonella. De fato, os títulos de IgA 

obtidos para a proteína heteróloga M2 foram muito baixos. 
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Figura 13: Títulos de anticorpos IgG (A) e IgA (B) anti-Salmonella obtidos após a 

imunização de camundongos BALB/c/AnUnib com as linhagens vacinais controle 

(H683pYA3137trc) e recombinante (H683pYA3137trcm2). O desvio padrão foi calculado 

para cada grupo e valores significativos foram comparados pelo teste ANOVA. Os 

asteriscos representam a diferença estatisticamente significativa (p ≤ 0,05). Dados 

representam a média do título obtido para 8 a 9 animais por ponto de amostragem. 
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Os títulos de IgG anti M2 estão apresentados na Figura 14. Os valores estão 

demonstrados como a média aritmética de 9 camundongos por ponto de amostragem. Os 

resultados obtidos demostraram a eficácia da linhagem vacinal em induzir resposta imune 

também contra o antígeno heterólogo carreado. O título de IgG anti M2 foi observado até 35 

dias após a segunda imunização, sendo que o maior título foi observado entre 21 e 28 dias. 

Os títulos de IgG anti M2 obtidos para a linhagem controle H683pYA3137trc foram 

semelhantes ao pré-imune e ao background e por isso não são visualizados no gráfico da 

Figura 14. Os títulos de IgA de mucosa anti-M2, embora detectáveis nas condições 

experimentais utilizadas neste estudo, foram muito baixos (dados não mostrados).   

 

 

Figura 14: Títulos de IgG anti M2 obtidos após a imunização de camundongos 

BALB/c/AnUnib com a linhagem vacinal H683pYA3137trcm2. O desvio padrão foi 

calculado e valores significativos foram comparados pelo teste ANOVA. Os asteriscos 

representam a diferença estatisticamente significativa (p ≤ 0,05). Dados representam a 

média do título para 9 animais por ponto de amostragem.  
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4.7. Desafio e análise da evolução da parasitemia. 

O experimento de desafio foi realizado com o intuito de verificar se a formulação 

vacinal seria capaz de proteger os animais imunizados contra a infecção por Plasmodium 

yoelii. Três grupos formados por sete camundongos BALB/c/AnUnib fêmeas, de 6 a 8 

semanas de idade, foram imunizados oralmente com duas doses de 109 UFC da linhagem 

H683, nos dias 0 e 14. Um grupo recebeu H683pYA3137trcm2 (grupo vacinal), o outro 

recebeu H683pYA3137trc (grupo controle) e o outro grupo recebeu apenas PBS (grupo 

PBS). Todos os animais foram desafiados no 21º dia de experimento, com 105 eritrócitos 

infectados com Plasmodium yoelii e a taxa de sobrevivência e redução na parasitemia foram 

analisadas a partir do 4º dia após o desafio. Conforme demonstrado na Figura 15, a 

formulação vacinal não foi capaz de retardar a mortalidade dos animais desafiados, uma vez 

que todos os animais (grupos controle e vacinal) morreram entre os dias 6 e 9 após o 

desafio. 
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Figura 15: Gráfico demonstrando a porcentagem de animais sobreviventes ao desafio por 

P. yoelii. Cada grupo de animais foi imunizado via intragástrica com duas doses de 109 

UFC da linhagem vacinal ou controle, ou ainda PBS e desafiados com 105 eritrócitos 

infectados com Plasmodium yoelii. Não houve retardo na sobrevivência dos animais, 

demonstrando que a formulação vacinal não induziu proteção. 

 

Os resultados de parasitemia obtidos nesse experimento estão apresentados na Figura 

16, demonstrando que a fomulação vacinal também não foi eficaz em reduzir em níveis 

significativos a porcentagem de parasitemia encontrada nos animais desafiados. Os valores 

estão demonstrados como a média aritmética da porcentagem de parasitemia obtida nos 

animais sobreviventes em cada ponto de amostragem.  
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Figura 16: Curva de parasitemia dos animais imunizados e desafiados por P. yoelii (7 

animais por grupo), demonstrando não haver redução significativa nos níveis de parasitemia 

(p ≤ 0,05). Dados representam a média obtida para os animais sobreviventes em cada ponto 

de amostragem. O desvio padrão foi calculado e as diferenças foram analisadas quanto à 

significância pelo teste ANOVA.  
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5. DISCUSSÃO. 

A malária é a causa de um milhão de mortes por ano em todo o mundo. As 

populações mais afetadas pela doença são crianças menores de cinco anos, primigrávidas 

que vivem em áreas endêmicas e indivíduos que viajam a áreas endêmicas (Pierce & Miller, 

2009). 

Apesar de alguns mecanismos de controle da doença, como uso de inseticidas para 

eliminar o inseto vetor e o uso de drogas tradicionais ou mesmo regimes terapêuticos mais 

recentes serem eficientes (Winstanley et al., 1997), a disseminação da malária aumenta 

continuamente conforme o aumento da resistência do parasita ao tratamento e do Anopheles 

a inseticidas. Sendo assim, uma vacina contra a malária que fosse eficaz, segura e disponível 

a populações humanas, independente do nível sócio-econômico, teria um papel fundamental 

em impedir as mortes causadas pela doença. A vacinação poderia ser utilizada em conjunto 

com outras intervenções, ajudando a reduzir e, eventualmente, eliminar essa doença (Collins 

& Barnwell, 2008). A busca por uma vacina efetiva contra a malária vem ocorrendo há 

aproximadamente 70 anos, porém com pouco sucesso. Apesar do progresso recente, o 

desenvolvimento de uma vacina para malária ainda é limitado pela complexidade do ciclo 

de vida do Plasmodium spp, por sua capacidade de induzir uma resposta imune específica a 

cada forma e por desenvolver diversas estratégias de defesa contra a resposta imune do 

hospedeiro (Good et al., 2005).  

Nos últimos anos, diversos estudos foram realizados com o intuito de identificar e 

descrever alguns antígenos que possam ser utilizados como alvo potencial para o 

desenvolvimento de uma vacina contra malária (Collins & Barnwell, 2008). Neste contexto, 

o antígeno MAEBL, identificado como uma proteína de membrana de 200KDa, expressa no 
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parasita nos estágios de esporozoíto e merozoíto, se destaca como uma molécula promissora 

para compor uma vacina de subunidade (Ghai et al., 2002). 

Um fator importante na construção de uma vacina de subunidade é o modo como 

este antígeno será apresentado para o sistema imune, de modo que estimule uma resposta 

protetora. Neste sentido, o uso de linhagens atenuadas de Salmonella enterica tem se 

mostrado uma proposta atrativa (Qian et al., 2002). Na tentativa de desenvolver uma vacina 

que conferisse proteção contra a malária no modelo experimental murino, neste estudo foi 

construída uma linhagem de S. enterica Typhimurium expressando o domínio M2 do 

antígeno MAEBL de Plasmodium yoelii.  

A possibilidade da clonagem da sequência gênica correspondente ao domínio m2 do 

gene maebl para sua possível expressão em linhagens atenuadas de S. enterica fundamentou-

se nos resultados obtidos pelo grupo de pesquisa do Professor Dr. Fábio Trindade Maranhão 

Costa (IB – UNICAMP), que observou resposta imune celular citotóxica contra um epítopo 

presente em M2 em animais imunizados com um peptídeo homólogo (dados não publicados). 

Sabendo da capacidade de linhagens atenuadas de S. enterica Typhimurium em induzir 

resposta imune humoral e celular, contra um antígeno heterólogo carreado, a hipótese testada 

foi a de que a expressão do domínio M2 da proteína MAEBL por linhagens vacinais 

atenuadas de S. enterica Typhimurium estimularia uma forte resposta imunológica, 

conferindo altos títulos de anticorpos anti M2, assim como resposta imune celular específica, 

o que poderia levar a uma proteção no modelo murino da malária causada por P. yoelii. 

A utilização de S. enterica Typhimurium como carreadora do domínio protéico M2 

fundamentou-se em diversos trabalhos da literatura demonstrando que muitas linhagens 

dessa espécie tem sido utilizadas como carreadoras de antígenos vacinais para células do 

sistema imune (Darji et al., 2000), estimulando assim vários mecanismos efetores, 
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principalmente os relacionados com a imunidade celular (Babu et al., 2004) e do tipo Th1 

(Lange et al., 2004), importantes mecanismos envolvidos na proteção contra patógenos 

intracelulares. A capacidade de invadir, sobreviver e proliferar no interior de macrófagos, 

polimorfonucleares e células dendríticas, aliada à disponibilidade de mutantes atenuados faz 

de S. enterica um excelente carreador de antígenos a células do sistema imune. Assim, 

linhagens atenuadas de S. enterica podem ser manipuladas geneticamente de tal forma a 

expressar antígenos heterólogos, construindo-se linhagens vacinais multifatoriais. Diferentes 

antígenos derivados de outras bactérias, vírus, fungos, parasitas e mesmo de células de 

mamíferos foram expressos em linhagens vacinais de S. enterica. Estas linhagens foram 

capazes de induzir resposta imune protetora não somente contra a salmonelose, mas também 

contra o organismo doador do antígeno heterólogo (Cheminay e Hensel, 2007; Kwon et al., 

2007; Loessner et al., 2007; Mahoney et al., 2007). O uso de linhagens vivas atenuadas de S. 

enterica em formulações vacinais apresenta inúmeras vantagens sobre vacinas 

convencionais (Atkins et al., 2006), dentre as quais: dispensa a purificação do antígeno, 

permite a passagem do antígeno através da barreira estomacal sem degradação ou 

desnaturação, não induzindo tolerância imune, dispensa o uso de adjuvantes por se 

beneficiar de proteínas intrínsecas à bactéria (Karem et al., 1995), estimula resposta imune 

de mucosa e sistêmica, humoral e celular, tem tropismo por células do sistema imune como 

células dendríticas e macrófagos, onde é capaz de sobreviver por longos períodos atuando 

como fonte constante de antígenos, que estimula de maneira persistente o sistema 

imunológico hospedeiro, entregando o antígeno diretamente nos sítios indutivos da resposta 

imune. Outro atrativo para seu uso é o fato de que uma vacina baseada em S. enterica pode 

ser administrada por via oral, a rota natural de infecção deste microrganismo (Atkins et al., 

2006), oferecendo muitas vantagens sobre vacinas injetáveis, como por exemplo, a 
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simplicidade de administração, dispensando a esterilização do local e de materiais para sua 

aplicação, reduzindo assim os riscos de infecção (Nalin, 2002). A eficácia de vacinas vivas 

baseadas em S. enterica Typhimurium recombinante na indução da resposta imune contra o 

antígeno heterólogo é determinada por múltiplos fatores, incluindo o genótipo do hospedeiro 

(Fayolle et al., 1994), o genótipo bacteriano (Covone et al., 1998), o tipo de mutação 

atenuadora da virulência e o sistema de expressão utilizado (Bjorkman et al., 1994). Este 

deve, preferencialmente, expressar o antígeno heterólogo de forma estável e em grandes 

quantidades (Medina et al., 2000). 

Sendo assim, para a construção do sistema vacinal expressando M2, foram 

selecionadas as linhagens S. enterica Typhimurium χ3987, um mutante Δcya Δcrp Δasd, S. 

enterica Typhimurium χ4550, atenuada por deleção dos genes cya e crp, como χ3987, porém 

derivada de outra linhagem selvagem (enquanto χ3987 é derivada da linhagem S. enterica 

Typhimurium UK-1, χ4550 é derivada da linhagem S. enterica Typhimurium SR-11) e 

também S. enterica Typhimurium H683, um mutante ΔaroA ΔaroD Δasd. Todas essas 

linhagens já foram descritas e utilizadas para a expressão de antígenos heterólogos em 

procedimentos de imunização, sendo adequadas para esta finalidade por não apresentarem 

resistência a antibióticos, terem a virulência atenuada e a capacidade de invadir e colonizar 

os tecidos hospedeiros, sem causar doença (Covone et al., 1998, Schodel et al., 1994, Wu et 

al., 1995).  

O plasmídio selecionado para a clonagem e expressão de m2 foi o pYA3137trc. A 

escolha se baseou no fato deste plasmídio ser um vetor de alto número de cópias e 

pertencente ao sistema letal balanceado asd (Galán et al., 1990). Esse sistema favorece uma 
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alta e estável expressão de proteínas heterólogas em S. enterica e, consequentemente, pode 

levar a uma resposta imune consistente.  

Para ser subclonado e expresso nesse sistema, m2 foi amplificado por PCR. A 

amplificação do fragmento m2 de maebl utilizando os iniciadores desenhados gerou um 

amplicon de 1,2 kb, que foi subclonado no plasmídio pGEM-T. A subclonagem em pGEM-T 

garantiu a digestão enzimática nos sítios de restrição inseridos nas extremidades do 

fragmento m2 e possibilitou a formação dos sítios complementares para a correta ligação ao 

plasmídio pYA3137trc. O fragmento m2 clonado em pGEM-T foi sequenciado para 

demonstrar a ausência de mutações que poderiam interferir na sequência e conformação da 

proteína e, consequentemente, na resposta imune. Não foram encontradas mutações na 

sequência m2, incluindo a sequência codificadora do epítopo de célula T CD8+. 

A transferência de m2 liberado de pGEM-T para pYA3137trc ocorreu após a restrição 

enzimática do vetor de expressão, para a liberação do gene heterólogo napA que estava 

presente em seu sítio de múltipla clonagem. A liberação do sítio de clonagem de pYA3137trc 

gerou a banda de 4,0 kb referente ao plasmídio linearizado. Essa banda foi purificada e 

utilizada para a ligação com m2. O plasmídio construído foi transferido inicialmente para a 

linhagem de E. coli χ6212, também pertencente ao sistema letal balanceado. Esse passo foi 

necessário devido à maior facilidade de transformação de E. coli, que pode ser transformada 

pela metodologia de choque térmico, uma vez que a eficiência de transformação de S. 

enterica por este método é extremamente baixa.  

Os plasmídios pYA3137trc e pYA3137trcm2 foram transferidos primeiramente para 

a linhagem S. enterica Typhimurium χ3987 pelo método de eletroporação. Porém, o processo 

utilizado para construir as linhagens vacinais foi transdução generalizada mediada por 

bacteriófago P22HT. Essa metodologia se apresentou como uma alternativa ao processo de 
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eletroporação que pode resultar na seleção de clones contendo LPS incompletos (Sanches, 

2002). Esses clones de S. enterica Typhimurium são impróprios para a infecção e avaliação 

da imunogenicidade, pois apresentam suscetibilidade aumentada ao sistema imune e são, 

portanto, incapazes de estabelecer uma infecção produtiva em camundongos (Sanches, 

2002). O bacteriófago P22HT possui alta afinidade pelo LPS de S. enterica, onde se liga para 

iniciar a infecção da célula bacteriana. A presença dessa macromolécula íntegra é necessária 

para que a infecção ocorra e a utilização desta metodologia de transferência plasmidial 

possibilitou selecionar clones recombinantes de S. enterica Typhimurium com LPS íntegro 

para serem utilizados nas imunizações. A linhagem recombinante χ3987 transformada por 

eletroporação serviu como doadora de plasmídios para as linhagens S. enterica Typhimurium 

χ3987, χ4550 e H683.  

As linhagens recombinantes de S. enterica Typhimurium χ3987, χ4550 e H683 

contendo o plasmídio pYA3137trcm2 foram capazes de expressar o domínio protéico M2 de 

P. yoelii a partir do promotor constitutivo trc, pois apresentaram por SDS-PAGE uma banda 

com massa molecular condizente com a esperada para M2, que no immunoblott foi 

reconhecida por anticorpos específicos para a proteína nativa, conforme demonstrado na 

Figura 10. Essas mesmas linhagens bacterianas foram utilizadas em outros estudos, 

demonstrando que o promotor trc foi eficaz em induzir alta expressão da proteína Nap de 

Helicobacter pilory (Sanches, 2002), VapA de Rhodococcus equi (Oliveira et al., 2007), 

EltAB de Escherichia coli Enterotoxigênica (Brocchi et al., 1999; Covone et al., 1998) e a 

proteína do core Pre-S do vírus da hepatite B (Schödel et al., 1994). Entretanto, a 

visualização de M2 esbarrou no fato de que a proteína expressa na membrana do parasita tem 

caráter altamente hidrofóbico e insolúvel em solução aquosa. Foi necessária então, a 
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adaptação do protocolo de extração de proteínas totais através do uso de um tampão com alta 

concentração de uréia para a solubilização da proteína. 

Algumas proteínas heterólogas podem ser tóxicas às células bacterianas quando 

expressas em grandes quantidades, dificultando o crescimento da bactéria in vitro e in vivo. 

Desta forma, o crescimento de S. enterica Typhimurium χ3987, χ4550 e H683 expressando 

M2 foi comparado com as respectivas linhagens controle (pYA3137trc). Conforme 

observado na Figura 11, não houve diferenças significativas de crescimento entre as 

linhagens produtoras de M2 quando comparadas com as linhagens não produtoras in vitro. 

Estes resultados indicam que a expressão de M2 não é tóxica a níveis observáveis para S. 

enterica.  

Após o desenvolvimento das linhagens recombinantes de S. enterica Typhimurium 

χ3987, χ4550 e H683 expressando altas concentrações de M2, realizou-se a avaliação da 

capacidade imunogênica dessas vacinas vivas no organismo hospedeiro. A capacidade de 

organismos vivos, usados em procedimentos vacinais, de invadir e persistir nos tecidos do 

hospedeiro, bem como a estabilidade do plasmídio in vivo, são elementos essenciais para 

que os vetores induzam potente resposta imunitária contra o antígeno heterólogo. Alguns 

relatos mostram que as linhagens atenuadas podem perder sua capacidade de colonização ou 

podem colonizar os tecidos dos animais em níveis muito baixos ou por curto período de 

tempo (Garmony et al., 2002; Capozzo et al., 2004). Para verificar a capacidade das 

linhagens de S. enterica Typhimurium contendo os plasmídios pYA3137trc e 

pYA3137trcm2 de infectar camundongos, foram realizados ensaios de persistência in vivo. 

No caso das linhagens χ3987 e χ4550, a inoculação intragástrica não resultou em invasão, 

persistência ou proliferação no baço e placas de Peyer. A quantidade de UFC recuperada dos 
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órgãos dos camundongos revelou que essas linhagens atenuadas foram deficientes em 

proliferar nessas condições. Entretanto, esses resultados não se devem à expressão de m2, 

visto que o mesmo problema ocorreu com os respectivos controles. Novos clones destas 

linhagens foram obtidos, mas quando utilizados para infectar camundongos, os resultados se 

repetiram.  

Não foi possível determinar as causas que levaram a não colonização dos tecidos 

hospedeiros por estas linhagens. Vários grupos, incluindo o nosso, vêm utilizando tais 

linhagens atenuadas de S. enterica há vários anos (Covone et al.,1998, Brocchi et al.,1999, 

Oliveira et al., 2007). Entretanto, resultados similares já tinham sido observados em nosso 

grupo, o que foi contornado, na ocasião, pela seleção de novos clones bacterianos (Sanches, 

2002). Neste estudo, no entanto, quando novos clones foram testados, também não 

demonstraram capacidade de crescimento in vivo.  

A avaliação da persistência das linhagens S. enterica Typhimurium H683, vacinal e 

controle revelou que houve invasão e persistência nos tecidos hospedeiros (Figura 12), 

sugerindo que esta linhagem poderia ser utilizada como fonte de antígeno M2, permitindo o 

desenvolvimento de resposta imune local e sistêmica. A persistência in vivo indicou que 

células bacterianas são recuperadas em grandes quantidades até 15 dias após a infecção, 

sendo que após 25 dias de infecção não foi possível reisolar bactérias dos órgãos dos animais. 

Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre a UFC recuperada da 

linhagem recombinante em relação à linhagem controle, demonstrando que a expressão de 

M2 por não afeta seu crescimento in vivo. 

Frente aos resultados obtidos na persitência in vivo, as linhagens derivadas de H683 

(recombinante e controle) foram utilizadas para imunizar camundongos BALB/c/AnUnib. A 
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imunização foi feita por duas doses de 109 UFC em dois grupos de oito camundongos cada. 

Um grupo foi imunizado com a linhagem recombinante vacinal H683pYA3137trcm2, outro 

com a linhagem controle H683pYA3137trc e outro grupo recebeu apenas PBS. 

Posteriormente à imunização, procedeu-se à dosagem de anticorpos específicos para M2 e 

para Salmonella pelo método de ELISA. Através desse experimento foi possível observar a 

presença de anticorpos específicos para Salmonella, o que demonstra a imunogenicidade do 

vetor vacinal quanto aos antígenos bacterianos. Foram obtidos altos títulos de IgG circulante 

contra S. enterica Typhimurium H683 conforme evidenciado na Figura 13 A. Estes títulos 

foram maiores para H683pYA3137trc do que para H683pYA3137trcm2, com exceção do 

primeiro intervalo analisado, porém sem diferença estatisticamente significativa entre eles. 

Os títulos de IgG anti- Salmonella foram detectados com sucesso até 35 dias após a segunda 

dose de imunização. Já os títulos de IgA obtidos (Figura 13 B) foram menores que os de 

IgG, e sempre maiores para a linhagem controle H683pYA3137trc do que para a linhagem 

recombinante H683pYA3137trcm2, com diferenças estatisticamente significativas entre as 

duas linhagens nos intervalos dos dias 14, 21 e 35 pós segunda dose de imunização. Esses 

resultados demonstraram a estimulação do sistema imune de mucosas pelo vetor vacinal S. 

enterica Typhimurium H683. 

No teste de ELISA para os anticorpos IgG e IgA específicos para a proteína M2 foi 

possível detectar títulos de anticorpos para IgG, até 35 dias após a segunda dose da 

imunização, sendo o maior título obtido no intervalo de 21 a 28 dias pós segunda dose 

(Figura 14). Esses resultados demonstraram que a expressão da proteína heteróloga in vivo 

foi capaz de estimular resposta imune humoral e corrobora com resultados obtidos por 

outros antígenos expressos in vivo pelo mesmo sistema (Covone et al., 1998, Sanches, 

2002). Entretanto, para IgA anti-M2, os títulos observados, apesar de detectáveis, foram 
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muito baixos. Entretanto, apesar de a grande maioria dos microrganismos iniciar a infecção 

por interagir com as mucosas do hospedeiro e a indução de resposta imune neste sítio ser 

essencial para o controle e prevenção dessas doenças (Di Tommaso et al., 1996), esse 

resultado não é preocupante, uma vez que a infecção por Plasmodium spp inicia-se pela 

derme, sendo que esse tipo de resposta imune não é considerado o mais importante no 

combate á infecção por esse parasita.  

A produção de anticorpos específicos é um fator essencial para a imunidade à 

malária, uma vez que a proteção é observada através da transferência de soro de indivíduos 

imunes para indivíduos näive (Eling, 1980, Sabchareon et al., 1991). Para testar a hipótese 

de que os anticorpos específicos para a proteína M2, em conjunto com uma possível 

resposta celular estimulada pela imunização com S. enterica Typhimurium seria capaz de 

proteger os animais imunizados ou retardar a sua mortalidade através de uma redução 

significativa na parasitemia, procedeu-se ao experimento de desafio e análise da proteção. O 

grupo de animais imunizados com o vetor vacinal H683pYA3137trcm2, assim como os 

grupos controle H683pYA3137trc e PBS foram desafiados 21 dias após a segunda dose de 

imunização, intervalo de tempo onde se detectou o maior título para anticorpos séricos anti-

M2. O acompanhamento do efeito da imunização sobre a sobrevivência dos animais 

desafiados com uma dose letal de P. yoelii demonstrou que a imunização não conferiu 

proteção frente ao desafio, visto que não houve sobrevivência nem retardo na mortalidade, o 

que foi evidenciado na Figura 15. A análise da evolução da parasitemia demonstrou também 

não haver diferença estatisticamente significativa entre o número de eritrócitos parasitados 

isolados do grupo vacinal e dos grupos controles, conforme evidenciado na Figura 16.  

Os resultados obtidos neste trabalho descrevem pela primeira vez a expressão da 

proteína M2 por uma linhagem atenuada de S. enterica Typhimurium. Até o momento, 
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poucos trabalhos descrevem o uso de linhagens vivas atenuadas de S. enterica como 

veículos carreadores de antígenos protetores de Plasmodium spp. Apesar do fato de a 

imunização com a linhagem atenuada expressando M2 ter induzido anticorpos que 

reconheceram a proteína nativa, a magnitude dessa resposta foi menor do que a alcançada 

pela imunização com o sistema de “prime-boost” proteína MAEBL recombinante e DNA 

(Leite et al., dados não publicados), sendo que esse nível de resposta humoral pode ser uma 

razão para a ausência de proteção no desafio. É possível que a resposta obtida seja 

insuficiente, ou ainda, esteja direcionada para epítopos conformacionais que sejam 

irrelevantes na proteção contra P. yoelii.  

Conforme já citado, o método de atenuação da linhagem vacinal de S. enterica e de 

expressão do antígeno influenciam na forma de apresentação do antígeno para o sistema 

imune e, consequentemente, na efetividade da resposta imune (Karem et al., 1995). Hesse et 

al. (1996) evidenciaram a importância do sítio de expressão heteróloga em uma linhagem de 

Salmonella, demonstrando que, quando esta secretava os antígenos p60 ou listeriolisina era 

capaz de induzir proteção contra a listeriose, enquanto a expressão citoplasmática não. 

Sendo assim, é possível que a localização citoplasmática da expressão de M2 seja 

inadequada para a indução da resposta imune protetora. Uma mudança na estratégia de 

expressão de M2, de maneira a direcioná-la para o exterior da célula bacteriana poderia 

refinar a resposta imune estimulada por esse vetor, visto que proteínas heterólogas tendem a 

ser mais imunogênicas quando secretadas por vetores como Salmonella do que quando 

expressas em seu citosol. 

Para direcionar ainda mais a resposta imune para M2, as alternativas à expressão do 

antígeno heterólogo no vetor vivo podem ainda, serem combinadas com um refinamento na 

estratégia de vacinação. Segundo Negi et al. (2007), o número de doses requeridas para uma 
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vacinação efetiva é um fator muito importante para determinar a eficiência de uma vacina. 

Neste sentido, seria interessante aumentar as doses da formulação vacinal obtida. Mais 

interessante ainda seria incluir um sistema de vacinação do tipo “prime-boost” heterólogo, 

que envolve a administração sequencial do mesmo antígeno em duas formulações vacinais 

diferentes, utilizando ou não a mesma rota de administração. Essa estratégia de vacinação 

demonstrou aumentar a imunogenicidade de antígenos heterólogos expressos por vetores 

bacterianos vivos (Chinchilla et al., 2007). Londono-Arcilla et al. (2002) demonstraram que 

a administração de S. enterica Typhi CVD 908 expressando a urease de H. pylori por via 

mucosa seguida da administração via parenteral da proteína conferiu uma proteção parcial 

aos camundongos desafiados com H. pylori. O sucesso da estratégia de “prime-boost” 

heterólogo também tem sido ilustrado em ensaios com vacinas antimaláricas pré-eritocíticas 

(Epstein et al., 2004, Moorthy et al., 2004, Wang et al., 2004). Voluntários que foram 

imunizados via parenteral com uma vacina de DNA codificadora da proteína CSP de P. 

falciparum seguida de um boosting, também via parenteral, com a RTS,S/AS02A 

produziram IFN-γ , anticorpos específicos e resposta de células TCD8+, fato não observado 

em voluntários imunizados somente com a vacina de DNA ou com a RTS,S/AS02A, 

demonstrando que esse regime de vacinação pode ser utilizado para induzir uma imunidade 

mais robusta contra a malária (Epstein et al., 2004,  Wang et al., 2004).  

Corroborando com os fatos apresentados acima, Chinchilla et al., (2007) 

demonstraram que o regime de “prime-boost” heterólogo combinando a administração via 

mucosa de uma linhagem atenuada de S. enterica Typhi que expressava e exportava a 

proteína CS de P. falciparum, seguida da administração via parenteral de uma vacina de 

DNA codificando para CSP foi capaz de induzir anticorpos séricos e células T específicos. 

O mesmo não ocorreu na ausência do priming com o vetor vivo, sugerindo que esse regime 
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de vacinação pode ser uma estratégia promissora no desenvolvimento de uma vacina para a 

malária. 

Os dados preliminares obtidos indicam, portanto, que a linhagem de S. enterica 

Typhimurium expressando a proteína M2 de P. yoelii construída neste estudo pode ser 

utilizada em experimentos futuros, com o intuito de otimizar uma resposta imune proterora 

para a malária, seja através de modificações na construção, pelo uso de um sistema 

exportador, seja através de sua utilização em diferentes regimes de imunização.  
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6. CONCLUSÕES. 

1.  A linhagem atenuada recombinante S. enterica Typhimurium H683 foi capaz de 

expressar o domínio M2 da proteína MAEBL de Plasmodium yoelii a partir do promotor 

constitutivo trc, tanto in vitro quanto in vivo. 

 

2. Tanto a linhagem controle S. enterica Typhimurium H683pYA3137trc quanto a 

linhagem recombinante S. enterica Typhimurium H683pYA3137trcm2 foram capazes de 

invadir, presistir e proliferar nos órgãos dos camundongos BALB/c/AnUnib imunizados. 

 

3. A linhagem recombinante S. enterica Typhimurium H683 expressando o domínio M2 

da proteína MAEBL de Plasmodium yoelii foi capaz de induzir resposta imune humoral 

contra a proteína heteróloga em camundongos BALB/c/AnUnib imunizados 

intragastricamente.  

 

4. O domínio M2 da proteína MAEBL quando expresso pela linhagem vacinal S. enterica 

Typhimurium H683, apesar de imunogênico, não induziu imunidade efetiva capaz de 

retardar a mortalidade e não reduziu a parasitemia de camundongos BALB/c/AnUnib, não 

conferindo, portanto, proteção frente à infecção por P. yoelii. 

 

5. O potencial vacinal da linhagem recombinante construída pode ainda ser avaliado em 

novos ensaios combinando diferentes estratégias de imunização.  
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8. ANEXO. 
 

Meios de cultura e antimicrobianos. 

 

Meio Luria Bertani (LB) (Sambrook e Russell, 2001). 

Triptona (Difco).............................................................10% (w/v) 

NaCl (Merck).................................................................10% (w/v) 

Extrato de Levedura (Difco)............................................5% (w/v) 

Água destilada/deionizada q.s.p.................................................(v) 

Este meio de cultura foi esterilizado, em autoclave, a 121ºC, durante 20 minutos.  

 

Meio Luria Bertani - Ágar (LA). 

Para o preparo do meio LB-ágar foram adicionados de 1,5 a 2% (w/v) de ágar bacteriológico 

(Difco) em meio LB. Após o preparo, o meio de cultura foi esterilizado, em autoclave, a 

121ºC, durante 20 minutos.  

 

Meio SOB (Ausubel et al. 2003). 

Triptona (Difco)...............................................................2% (w/v)  

Extrato de levedura (Difco)...........................................0,5% (w/v)  

NaCl (Merck)......................................................................10 mM  

KCl (Merck).......................................................................2,5 mM  

Água destilada/deionizada q.s.p.................................................(v)  

Este meio foi esterilizado, por autoclavagem, conforme descrito anteriormente.  

Meio SOC. 
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Extrato de Levedura (Difco)..........................................0,5% (w/v)  

Triptona. (Difco)............................................................2,0% (w/v)  

NaCl (Merck)......................................................................10 mM  

KCl (Merck).......................................................................2,5 mM  

MgCl2 (Merck).....................................................................10 mM  

MgSO4 (Merck)....................................................................10 mM  

Glicose (Merck)...................................................................20 mM  

Água destilada/deionizada q.s.p.................................................(v)  

Este meio foi esterilizado por autoclavagem a 121º C por 20 minutos.  

 

Meio Ágar Mac Conkey.  

O meio de cultura utilizado foi o da formulação fornecida pela Oxoid® (Cambridge, UK). 

Após o preparo, o meio de cultura foi esterilizado, em autoclave, a 121ºC, durante 20 

minutos.  

 

Meio LBEDO. 

Meio LB................................................................................100mL 

50x E-SAL..............................................................................2 mL 

1M D-Glicose.(Merck)............................................................1 mL 

O meio LB foi autoclavado e as soluções de E-SAL e glicose estéreis adicionadas 

posteriormente. 
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Meio Mínimo ágar (Curtiss & Kelly, 1987). 

Solução de sais de meio mínimo.........................................100mL 

Solução de MgCl2 1M..........................................................0,4mL 

Solução de glicose 20%.........................................................10mL 

Água deionizada.................................................................1000mL 

A 890mL de água deionizada contendo 1,5% de agar (ACUMEDIA) esterilizados, foram 

adicionadas as soluções de sais de meio mínimo, cloreto de magnésio e glicose, nos volumes 

indicados. A solução de glicose foi esterilizada por filtração e as demais por autoclavação. 

Após homogeneização, o meio foi distribuído em placas de Petri. 

 

Solução de sais de meio mínimo. 

NH4Cl (Merck)..........................................................................50g 

NH4NO3 (Merck).......................................................................10g 

Na2SO4 (Merck).........................................................................20g 

K2HPO4 (Merck).......................................................................90g 

KH2PO4 (Merck).......................................................................30g 

Água deionizada.................................................................1000mL 

Após dissolução dos sais em 700mL de água, o pH foi ajustado para 6,8-6,9 com NaOH. O 

volume da solução foi completado para 1000mL, distibuído em alíquotas de 10mL e 

autoclavados. 

 

Antimicrobianos e DAP. 

Os antibióticos ampicilina e ácido nalidíxico, quando requeridos, foram utilizados nas 

concentrações de 100μg/mL e 15μg/mL, respectivamente, conforme Sambrook e Russell 
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(2001). Ácido Diaminopimélico (DAP) quando requerido foi utilizado na concentração de 

50μg/mL, conforme descrito em Curtiss et al. (1989). 

 

Marcador de peso molecular para ácidos nucléicos.  

O marcador de peso molecular padrão utilizado foi o GeneRuler™ 1kb DNA Ladder 

(Fermentas®, São Paulo-SP).  

 

Soluções de uso geral. 

Essas soluções foram preparadas com água deionizada esterilizada e, quando necessário, 

foram esterilizadas por autoclavagem ou filtração, conforme descrito em Sambrook e Russel 

(2001). 

 

Tampão Salina Fosfatada (PBS) 0,01 M . 

Cloreto de Sódio(Merck).......................................................8,00g  

KCl (Merck)...........................................................................0,20g  

KH2PO4 (Merck)...................................................................0,02g  

NaHPO4.12H2O (Merck).......................................................2,89g  

Água destilada/deionizada..q.s.p........................................1000mL  

Esta solução foi esterilizada, por autoclavagem, conforme descrito anteriormente.  
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Solução Salina 0,85%. 

NaCL (Merck)........................................................................0,85g 

Água deionizada q.s.p. .........................................................100mL 

NaCl foi diluído em 80mL de água deionizada e o volume completado para 100mL. A 

solução foi autoclavada e estocada a temperatura ambiente. 

 

D-Glicose 1M. 

D-Glicose (Merck).................................................................1,80g 

Água deionizada q.s.p. ..........................................................10mL 

A solução foi filtrada em filtros de 0,22µm (Milipore) e estocada a 4º C. 

 

Solução de Hidróxido de Sódio (NaOH) 10N. 

NaOH (Merck)............................................................................4g 

Água deionizada q.s.p. ......................................................1000mL 

As pastilhas de NaOH foram dissolvidas em 800mL de água e o volume completado para 

1000mL. A solução foi estocada a temperatura ambiente. 

 

Solução de Ácido Clorídrico (HCl) 10N. 

HCl concentrado (Merck)....................................................862mL 

Água deionizada q.s.p. ..................................................... 1000mL 

A solução foi estocada a temperatura ambiente. 
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Solução para estoque de células bacterianas. 

Solução de glicerol 5M. 

Para 40mL: 

Glicerol (Merck)....................................................................16mL 

Água deionizada.....................................................................24mL 

Esta solução foi esterilizada por autoclavagem, nas condições descritas anteriormente. 

 

Soluções para biologia molecular (Sambrook e Russel, 2001). 

Solução Tampão Tris-HCl 1M . 

Trisma-base (GIBCO BRL).................................................12,11g 

Água deionizada...................................................................100mL 

Trisma-base foi dissolvido em 80mL de água deionizada. O pH desejado foi ajustado com 

solução 10N de HCl e o volume completado para 100mL com água deionizada. A solução 

foi esterilizada por autoclavagem e estocada a 4º C. 

 

Solução de Ácido Etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,5M pH 8.8. 

EDTA (Merck).....................................................................18,61g 

Água deionizada...................................................................100mL 

O EDTA foi dissolvido em 80mL de água deionizada. O pH da solução foi ajustado para 8,8 

com solução 10N de NaoH e o volume completado para 100mL com água deionizada. A 

solução foi esterilizada por autoclavagem e estocada a 4º C. 
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Solução Tampão TE pH 8.0.  

(10mM Tris-HCl e 1mM EDTA). 

1M Tris-HCL pH 8.0 ..............................................................1mL 

0,5M EDTA pH 8.0..............................................................0,2mL 

Água deionizada...................................................................100mL 

A solução foi esterilizada por autoclavagem e estocada a 4º C. 

 

Solução de Dodecil Sulfato de Sódio (20%). 

SDS (BioAgency)......................................................................20g 

Água deionizada q.s.p. ........................................................100mL 

O SDS foi dissolvido em 50 mL de água deionizada, sob agitação e o volume completado 

para 100mL. A solução foi estocada à temperatura ambiente. 

 

Solução de Etanol a 70% (100mL). 

Etanol PA (Merck).................................................................70mL 

Água deionizada.....................................................................30mL 

A mistura foi homogeneizada e estocada a 4º C. 
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Solução para extração de plasmídios em pequena escala (mini-prep) (Sambrook e 

Russel, 2001). 

Solução I. 

(25mM Tris-HCl, 10mM EDTA, 50mM glicose ). 

Solução Tris-HCl 1M pH 8.0................................................2,5mL 

Solução EDTA 0,5M pH 8.0....................................................2mL 

Solução Glicose 1M.................................................................5mL 

Água deionizada...................................................................100mL 

A solução foi homegeneizada, autoclavada e estocada a 4º C. 

 

Solução II. 

(0,2N NaOH, 1% SDS). 

Solução de NaOH....................................................................2mL 

Solução de SDS 20%...............................................................5mL 

Água deionizada...................................................................100mL 

Essa solução foi preparada momentos antes do uso. 

 

Solução III. 

(3M Potássio, 5M Acetato). 

Solução de Acetato de Potássio 5M........................................60mL 

Ácido Acético Glacial (Merck).............................................1,5mL 

Água deionizada..................................................................28,5mL 

A solução foi homegeneizada, autoclavada e estocada a 4º C. 

 



 111

Solução de fenol clorofórmio 1:1. 

Para 20mL: 

Fenol.......................................................................................10mL 

Clorofórmio............................................................................10mL 

 

Soluções para transformação bacteriana.  

Soluções para choque térmico (Hanahan et al., 1995). 

Solução de Cloreto de Magnésio (MgCl2) 0.1M. 

MgCl2.6H2O (Merck)..............................................................10,1g 

Água deionizada...................................................................500mL 

O magnésio foi misturado a 450mL de água deionizada e o volume completado para 500mL 

com água deionizada. A solução foi autoclavada e estocada a 4º C. 

 

Solução de Cloreto de Cálcio (CaCl2) 0.1M. 

CaCl2. 2H2O (Merck)..............................................................7,35g 

Água deionizada...................................................................500mL 

CaCl2 foi dissolvido em 450mL de água deionizada e o volume completado para 500mL com 

água deionizada. A solução foi autoclavada e estocada a 4º C. 
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Solução de Cloreto de Cálcio (CaCl2) 0.1M e Glicerol. 

CaCl2.2H2O (Merck) .............................................................1,47g 

Glicerol (Merck)....................................................................15mL 

Água deionizada..................................................................100mL 

CaCl2 foi dissolvido em 70mL de água deionizada e 15mL de glicerol. O volume foi 

completado para 100mL com água. A solução foi autoclavada e estocada a 4º C. 

 

Solução para eletroporação (Ausubel, 2003). 

Solução de Glicerol a 10%. 

Glicerol (Merck)..................................................................100mL 

Água destilada q.s.p. .........................................................1000mL 

A solução foi homegeneizada, autoclavada e estocada a 4º C. 

 

Soluções para extração de proteínas. 

Tampão B (100mM NaH2PO4, 10mM Tris-Cl, 8M Uréia). 

NaH2PO4 (Merck).................................................................. 13,8g 

Tris Cl. (GIBCO BRL)............................................................ 1,2g 

Uréia (Merck).......................................................................480,5g 

Água deionizada q.s.p........................................................1000mL 

A solução foi homogeneizada e o pH ajustado para 6,3 com HCl. 
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Tampão de Amostra 5x. 

Tris-HCl..............................................................................6,25mL 

SDS (BioAgency).......................................................................1g 

Glicerol (Merck)......................................................................3mL 

Azul de bromofenol..............................................................1,2mg 

β-mercaptoetanol.....................................................................1mL 

Água deionizada.....................................................................10mL 

O SDS foi dissolvido em Tris-HCl e 1mL β-mercaptoetanol. Foi adicionado o glicerol e o 

volume completado para 10mL com água. A seguir foi adicionado o azul de bromofenol. A 

solução foi conservada a 4º C. 

 

Soluções para eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

(Sambrook e Russel, 2001). 

 

Solução de Acrilamida e Bis-acrilamida. 

Acrilamida (GE Healthcare).....................................................30g 

Bis-acrilamida (GE Healthcare)...............................................0,8g 

Água destilada q.s.p. ...........................................................100mL 

A solução foi filtrada em papel de filtro e armazenada a 4º C em recipiente de vidro envolto 

com papel alumínio. 
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Solução Tampão Tris-HCL 1.5M pH 8.8 para gel de separação. 

Trisma-base (GIBCO BRL)...................................................18,1g 

Água deionizada...................................................................100mL 

Trisma-base foi dissolvido em 70mL de água deionizada. O pH foi ajustado para 8.8 com 

solução 4N de HCl e o volume completado para 100mL com água deionizada. A solução foi 

esterilizada por autoclavagem e estocada a 4º C. 

 

Solução Tampão Tris-HCl 0.5M pH 6.8 para gel de empilhamento. 

Trisma-base (GIBCO BRL)...................................................6,06g 

Água deionizada...................................................................100mL 

Trisma-base foi dissolvido em 70mL de água deionizada. O pH foi ajustado para 6.8 com 

solução 4N de HCl e o volume completado para 100mL com água deionizada. A solução foi 

esterilizada por autoclavagem e estocada a 4º C. 

 

Solução de Persulfato de Amônio a 10%. 

Persulfato de amônio (GE Healthcare)........................................1g 

Água deionizada......................................................................10mL 

A solução foi aliquotada e estocada a 4º C 

 

Solução de Dodecil Sulfato de Sódio (10%). 

SDS (BioAgency)......................................................................10g 

Água deionizada q.s.p. ........................................................100mL 

O SDS foi dissolvido em 50 mL de água deionizada, sob agitação e o volume completado 

para 100mL. A solução foi estocada à temperatura ambiente. 
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Solução Tampão de Corrida. 

(25mM Trisma, 250mM Glicina, 0,1% SDS, pH 8.3) 

Trisma-base (GIBCO BRL)...................................................15,1g 

Glicina (Merck)......................................................................93,5g 

SDS (BioAgency).......................................................................5g 

Água deionizada.................................................................5000mL 

Os solutos foram dissolvidos em 2000mL de água deionizada e o volume completado para 

5000mL. A solução foi estocada a temperatura ambiente. 

 

Solução de Coloração Coomassie Blue. 

(0,2% Coomassie Blue, 50% Metanol, 10% Ácido Acético). 

Coomassie Blue R250 (Bio-Rad).............................................0,2g 

Metanol (Merck).....................................................................50mL 

Ácido acético glacial (Merck)................................................10mL 

Água deionizada.q.s.p. .........................................................100mL 

O metanol e ácido acético foram misturados e o volume completado para 100ml com água 

deionizada. Coomassie blue foi adicionado e dissolvido. A solução foi filtrada em papel de 

filtro e estocada a temperatura ambiente 
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Solução de descoloração. 

(30% Metanol, 10% Ácido Acético). 

Metanol (Merck)..................................................................300mL 

Ácido acético glacial (Merck)..............................................100mL 

Água deionizada.q.s.p. .......................................................1000mL 

A solução foi homegeneizada e estocada a temperatura ambiente. 

 

Soluções para Immunoblott (Sambrook e Russel, 2001). 

Tampão de Transferência. 

(25mM Trisma, 192mM Glicina e 20% Metanol). 

Trisma-base (GIBCO BRL)........................................................3g 

Glicina (Merck)......................................................................14,4g 

Metanol (Merck)..................................................................200mL 

Água deionizada q.s.p. ......................................................1000mL 

Glicina e Trisma foram dissolvidos em 600mL de água deionizada. O metanol foi 

adicionado e o volume completado para 1000mL. 

 

Solução bloqueadora e de lavagem. 

(PBS, 3% leite desnatado, 0,1% Triton-X-100). 

Leite desnatado (Molico)...........................................................30g 

Triton X-100 (Sigma)...............................................................1mL 

Solução de PBS 1x..............................................................1000mL 

Essa solução foi preparada momentos antes do uso e conservada, se necessário, por algumas 

horas a 4º C. 
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Solução Tampão Pré-Coloração. 

(50mM Tris-HCl pH 6.8). 

Solução Tris-HCl 1M pH 6.8 ................................................10mL 

Água deionizada...................................................................190mL 

A solução foi estocada a 4º C. 

 

Solução de Coloração. 

Solução Tris-HCl 50mM........................................................20mL 

Solução de 4-cloro-1-naftol a 0,3% (Acros Organics).............5mL 

Água oxigenada 30% (Merck)..................................................7µL 

Os componentes foram adicionados na ordem indicada. A solução foi preparada 

imediatamente antes do uso. 

 

Soluções para o preparo do bacteriófago P22HT. (Maloy, 1996). 

Solução salina E-SAL 50x 10 

Para 10mL: 

Água deionizada....................................................................6,7mL 

MgSO4.H2O (Merck)................................................................0,1g 

Ácido cítrico. H2O (Merck).........................................................1g 

K2HPO4 (Merck).........................................................................5g 

NaHNH4PO4 (Merck).............................................................1,75g 

Os solutos foram dissolvidos na ordem indicada sob agitação. O volume foi ajustado para 

10mL com água deionizada. A solução foi autoclavada e estocada a temperatura ambiente. 

 



 118

BS 10x (Salina Tamponada). 

Na2HPO4.7H2O (Merck)..........................................................110g 

KH2PO4 (Merck)........................................................................30g 

NaCl (Merck)............................................................................8,5g 

Água deionizada q.s.p. .........................................................200mL 

Os solutos foram dissolvidos em 100mL de água deionizada e o volume completado para 

200mL. A solução foi autoclavada e conservada a 4º C. 

 

Solução para processamento de material fecal. 

PBS.........................................................................................20mL 

1mM PMSF (Sigma).............................................................200µL 

1% BSA (USB).........................................................................0,2g 

A solução de 1mM PMSF e o BSA foram adicionados ao PBS e homogeneizados em vortex. 

 

Solução de Fluoreto de Fenilmetilssulfonil (PMSF) 0,1M. 

PMSF (Sigma).....................................................................17,4mg 

Isopropanol...............................................................................1mL 

O PMSF foi dissolvido em isopropanol e a solução estocada a temperatura ambiente. 
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Soluções para ELISA (Pizza et al., 1994). 

 

Tampão carbonato de sódio 0,5M pH 9,6. 

Solução A: Carbonato de sódio 0,5M: 

Na2CO3 (Merck)......................................................................5,3g 

Água deionizada...................................................................100mL 

Solução B: Bicarbonato de sódio 0,5M: 

NaHCO3 (Merck)......................................................................4,2g 

Água deionizada...................................................................100mL 

A solução A foi misturada com a solução B até ser alcançado o pH de 9,6. O tampão foi 

conservado a 4º C. 

 

Solução Bloqueadora.  

(5% leite desnatado, 2,5% BSA e PBS). 

Leite desnatado..........................................................................50g 

BSA...........................................................................................25g 

PBS.....................................................................................1000mL 

Essa solução foi preparada momentos antes do uso. 
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Tampão Fosfato-citrato. 

Ácido Cítrico (Merck)............................................................10,2g 

Na2HPO4 (Merck)..................................................................14,6g 

Água deionizada q.s.p.........................................................1000mL 

O pH foi ajustado para 5,0 com ácido cítrico 0,2M e o tampão foi acondicionado a 4ºC. 

 

Substrato para ELISA (OPD). 

OPD........................................................................................34mg 

Tampão fosfato-citrato..........................................................100mL 

Água oxigenada (Merck)........................................................100µL 

A solução foi preparada momentos antes do uso. 

 

 


