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1. INTRODUCAO

Com o© acumnulo de conhecimentos na Area de Biologia
Molecular e o advento ctas técnicas de kEngernharia Genética, um grande
impulsc feoili dado ao desenvolvimento de yacinas. Ao contraric das
técnicas convencionais, baseadas na produgio de bacterinas €  texdides,
foi possivel e esta Eenﬂo realizado, atraves de manipulagdes gendticas
& nivel molecular, 0 desenvolvimento de wvacinas de subunidades,
carregando diferentes epi topos de diferentes microrganismos
patogénicos. Dessa maneira, sao evitados efeitos tdxicos indesejavels,
freguentemente observados na administragic de vacinas vivas atenuadas
ou mortas (bacterinas).

Com relacin & infecgdes ;atterianas, amostras de
Lecherichia coli, aitém de serem constitulintes normais do sistema
digestivo, estic frequentemente associadas a infecgdes intestirmais e
extra—intestinais. Dentre estas, o grupo das E. coli enterctoxigénicas
{ETEC) & considerado o maior causador de diarréia infantil em paises
subdesenvolividos. Estima-se gue nestas aAreas 775.08080 criangas morrem &
Caba ano comb consequéncisa destas infecodes {ROBEINS & FREEMAN, 1988).

Grandes prejulzos na cCriagido oe arnimais como  bovinos,
suinos e ovinos s3o decorrentes de infecgdes por amostras de ETEC.
Aitos indices de mortalidade de animais recém nascidos s3n verificados

e, 05 animais covalescentes destas infecgdes exibem grande perda de

A utilizac3o de antibidticos 8 a2 melhoria das condigdes
sanitarias, nem sempre sio possivels de serem empregadas no  combate a

gssas infeccdes e, em muitos casos, nN3o sio efetivas no seu  controle,



Desta forma, o desenvolvimento de vaclinas que visem o controle sfetivo
desta moléstia sin necessarios, e o emprego de técnicas de Engenbaria
Gendtica foram e estio sendo utilizadas com esse intuito.

Uma promissora linha de pesgquisa, no  desenvolvimentoc de
vacinas contra ETEC e também outros microrganismos, £ & wutilizagdo da
subunidade B da toxina LT de E. coli como  proteimna  carreacoras  de

epitopos antigénicos. Esta linha de pesquisa foi utilizada por  SUCHIDEL

e

& WILL (1998}, onde a porgin carbpoxi-terminal de LTe foi ligads
epitopos antigénicos do ndzleo capsideo do virus da hepatite B.
Semplhante técnica foi utilizada por CLEMENTS (1999) na construcic de
um gene hibrido L7e-5T, ne desenvolvimento de wuma vacina potencial
contra infecgdes por amostras de ETEC.

Assim sendo, este trabalho teve como obietivo a construcic
e expressiao, por técnicas de Engenharia Genética, de LI gene
correspondente a subunidade B de LT, para ser utilizado mome proteipa
rarreadora de diferentes epitopos antigénicos, possibilitando ]
desenvolvimento dea Vacinas contra diferentes Ml1CrGrganismns

patogénicos.

[



Z. REYISAO BIBLIOGRAFICA

Em 1885, o médico alemdo T. Escherich isoclou do trato
intestinal de criancas sadias um bacilo Que, mais tarde, se tornaris um
dos organismos malis estudados, conheclidos e witilizados pela ciéncia
moderna (MEIDHARDT, 1998). A bactéria gram negativa Escherichia cocoll,
nome dado, mais tarde, em homenagem a seu descobridor, pertence i
familia Intercbacteriacece & & o anaerdbico facultative mais abundante
da microbiota intestinal normal de mamiferos e aves, desempenhando um
importante papel na manutenci3o e fisiologia do mesmo  (DRASAR & HILL,
174,

Atualmente, esse microrganismo £ um dos mais utilizados em
experimentos cientificos, Drincipalmente. na 4area da genética, em
virtuce principaimente do alto grau de conhecimentos adqguiridos, Com
relagio a sua estrutura guimica, sua Tisiologia 2 genétira & das
facilidades encontradas para maﬁutengﬁor e manipulaglo do mesmo  em
laboratério {NEIDHARDT, 19990). Desta forma, por exemplo, E. call £ o
Ml1oyrOrganlismo hospedeirc de maior uso, até o momento, para a
amplificacioc e expressao de genes guiméricops construidos por  técnicas
de engenharila genética.

Com relacio i patogenicidade, E. ¢oli epra tido at® o final
do seculo passado como um microrganismo essencialmente nao patogénico.
Em 1897, Lesage {(Apud GONZALEZ & BLANCO, 1977) levantou as primeiras
svidéncias gue apontavam esse microrgapismo como um agente patogénico.

Em 194@ uma epidemia de diarreia em criancas
recém-nascidas representou um importante problema clinico na Eurcpa e

mérica do MNorte. As primeiras analises para detecgdo e implicagio

2
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higells e Salmonella, agentes reconhecidamente  patogénicos na

A



época, falharam &, maigs uma vez £. colt foi movamente reconhecico comop

o agente patogénico (BRAY, 1945; BRAY & 'BEQVQN, 1248  Apud: LEVINE,

1987).

Uma série de investigagdes posteriores fmram-reaiizadaz E,
em 195G, um grande ndamero de linhagens de £ codliit foram implicadas como
agentes crcausadores de diarréia infantil e m termo £, moll

kS

enteropatogénica foli proposto por Neter st al. (i2553;.

Hoje sabe-se gQue algumas linhagens de £. coli s30 capazes
de tausatr diferentes doentas em diferentes animais. O gue diferencia
essas linhagens das nioc patogénicas € a presenca ce um ouw mais fatores
de viruléncia, gue conferem As bacterias gue oS possuem, = CapaCldade
de causar doenga. Dentre ot fatores de viruléncia de £. coli, podemos
ritar desde a producio de adesinas, fimbrias ou fatcres de colonizagio
gue possibilitam & bactérias aderir coloni?ar a mucnsa de diferemtes
tecidos do thospedeiro, até a producdc de  toxinas, hemolisinas,
aerobactinas, enteroquelinas, capacidade de resisténcia ao IO ©
outros.

Depssa forma, £E. coly pode causar infergdes iniestinals
proguzindo diarr£ias agubtas em mamiferaa, como  tambem infecgodes
extra-intestinails em humanpcs, tal como cistite. pirelionetrite, e doehga%
respiratdrias em aves {LEVINE, 1934)

Antes da descrigdoc dos diferentes grupos de E. coli
patogénicos, € importante citar o esguema proposto por KAUFFMAN  (1248)
para diferenciar linhagens distintas desta bactéria com base ncs
diferentes antigenos lipopolisacaridicos,flagelares e polissacaridicos,
cﬁnhecidos como antigenos O, H e K respectivamente. Atualmente sio

conhecidos 171 antigemrmos 0O e 546 antigenos H  {LEVINE, 19873. Juntos.

eles constituem o sistema O:H, gue tem desempenbado um iImportante papel



nos estudos de epidemicliogia e patogenicidade de £, coli. Este sistema
de identificagéo; entretanto, vem sendo seriamente questionado.
Anilises eletroforéticas de proteinas de membrana externa (ACHTMAN et
al., 1986; ACHTMAN et al., 1983) e enzimas soliaveis em aAgua (CAUGHANT

et al., 1985; SELANDER et al., 1787} revelaram gue muitocs sorogrupos,

baspados em simples determinantes antigénicos, sio geneticamente
heterogéneos, & mesmo Pactérias com perfis eletroforéticos muite
praximos, podem pertencer a diferentes sorotipos, 0D gQue vem dando

grande suporite ao conceito clonal (ACHTMAN & PLUSCHKE, 1986).

Z2.1.Escherichia coll ASSOCIADAS ComM INFECGOES

EXTRA-INTESTINAIS

Denitre as E£. coli causadoras de infecoodes extra-intgstinais
estido englobadas aquelas causadoras de infeccdes do  ftrato uwrinario,
também conhecido pela sigla UTI dp inglés " Urinary Tract Infection”
{JOHNSON, 19%91) e aguelas causadoras de meningite (LEVINE, 19843.

UTI & a forma mals comum de infecgio extra—-intestinal
causada por &£, coli B este € 0 agente causador malg freguente de UTI em
humanos. Estima—-se que 124 dos homens e de 18 a 204 de mulheres sofrem
gem pelo menos uma fase da vida, infecg3o sintomitica do trato urinario,
sendo gque muitos casos podem levar ao &dbito. (JOHNSON & STAMM, 1989;
LIPSKY, 1989). Amaostras de £. coli iscladas de casos de UTI podem ser
ceategorizadas de acordo com a severidade do quadro clinice que causam
{JOHNSON, 19%91) .Assim, pielonefrite € classificado comoc o caso mals
grave de UTI, cistite & mals moderado e ainda existe uma terceira

categoria snglobando bactérias gque apresentam wum gqQuadro infeccioso



assinfomatico.

As amostras de E. cale urocpatogénicas pertencem a
sorogrupos especifigps,. especialmente 01, 0z, 04, 06, 07, oE, 018
{GREEN & THOMAS, L198B1l) & estes estio geralmente assoclados & capacidade
de producac de fimbrias e hemolisinas, o gue sugeEre a acio
sinergistica dos diferentes fatores de viruléncia (JOHNSON, 19%1;.

As amostras de £. col! causadoras de meningites, afetam por
Sua vez, rCriancas recém—-nascidas numa freguéncia de 1 em 2006 & 49000
nascimentos. E£ssas amostras invadem a circulacglo sistémica ated  atingir

as  meninges, podendo levar & cCcrianga a morie. Essas iimhagens

geralmente pertencem aos soroitipos 01, 07, 018, 075 (LEVINE, 1984).

2.2, Escherichia coli ASSOCIADAS CQM INFECCOES EM AVES.

Em aves, a bactéria E. col?l usualmente infecta o trato
respiratério, onde bactérias virulentas atravessam a mucosa, chegam &
corrente sangilinea, causando uma variedadse de doEncas, incluindo
colisepticemia, pericardite e aergssaculite {(HENSLEY st al., 19&7f.
S0JKA & CARNAGHAM, 19561) podendoc levar a ave i morie, causando grandes
prejuizos & ctriacio desses animais para fins enonémicos.

Muitas amostras associadas com colibacilose de SVES
dom&sticas pertencem a um ndmero limitado de sorotipos, sendoc 0 mals
comuns 1, CGZ e 078 (CLOUD et al., 1986), exibem certos padrdes de
fermentacio de carbohidratos (GYMAH & FPANIGRAHY, 1988) & exXpressamn
atdesinas especificas (ARF et al., 198@; NAGARAJS et al., 19837 NAVER et

al.,1983).



2.3. Ezcherichia colil ASSOCIADAS COM INFECGCAES INTESTINAIS

As amostras de E. coli enteropatogénicas formam um grupot

heterogénec de organismos gue causam infeccdes intestinais e diarréla

por mecanismpos diversos. Multos autores concentraram esforgos no
sentido de classificar as diferentes classes de E. coly
enteropatogénicas. Em LEVINE (1987) esta descritco o sistema de

classificaglo mais adetado rno momento. Este sistema de c¢classificagiao
esta baseado nas diferentes propriedades de wviruléncia, diferentes
interagdes com a mucosa intestinal, diferentes sindromes clinicas,
diferémgas em epideminlogia e distintos sorotipos O:H apresemtados por
este grupo de E£. coli. Dessa furm; as L.celil entercopatogénicas saoc
classificadas em 4 grandes grupos: Escherichia coli enteropatogénica
tlassica {(EPEC)Y, Escherichia coli pnteroctoxigénica (ETEC), Lscherichia
coli enterchemorragica (EHEC) e Ezcherichia ¢oli enterocinvasiva (EIEC).
0 sistema de classificacido descrito em LEVINE {(19287) também inciui um
Quinto grupo, as £. coli entercaderentes {MATHEWSON et al, 1985;
MATHEWSON et al, 19B&), embora tal gruppo nescessite de maiores dados

para ser definitivamente aceito como tal. .

Embora as 5 categorias de £ calt patogénicas  sejam
gistintas em muitos aspectos, elas exibem entre si algumas
caracteristicas em comum, tais como: propriedades de viruléncia

cruciais codificadas em plasmidios; interaclo com a mucosa epitelial
caracteristica; producio de citotoxinas ou enterotoxinas; dentro de
caga categpria, as linhagens tendem & pertencer a determinados
sorotipos O:H.

Segue-se uma breve descricdc dos © 2 grupos de £ coll

Centeropatogénicos com énfase ao grupo das E. coli enterotoxigénicas.



301, Escherichia coli ENTEROPATOGENICAS CLASSIUAS {(EPEC)

Alguns estudos apontam esse grupo e £, celi como wum  dos
principais rausadores de diarréla em Ccriangas recém-nascidas, cendo
responsavel por um gos guadros clinlicos mais severos entre as £ colt
enteropatogénicas (TOLEDD et al., 1983

As EPEC n3c produzem toxinas LT, ST ou proteinas de invasio
semeihantes 4 EIEC e Shigella (GULDSCHMIDT & DURPONT, 19763 GURIWITH et
al., 1977}, Inicialmente, a auseéncia desses fatores de viruléncia , 2 em
linhagens de EPELC sorotipos cliassicos, conhecigas desds 1950, lepvou
muitos autores a concluirem gue tais limnbagens nido eram patogénicas.
Segundo ssses autores, essas linhagens Nio seriam as rFesponsavels oelo
guadro diarreico, apresentado pelos hospedeiroas de orde foram 1soladas,
mas sim, outras amostras de Escherichic co}i, pertencertes 2 outrns
grupos reconhecidamente enteropatogenicos, ndo i1solados e identificados
nagquela o©ocasizo, SseEriam as responsaveis. A perda de fatores de
viruléncia, sofrida por tais linhagens, durante anos de estoque, desde
a época em gue foram isoladas,era também uma outra hipdtess, ievamntada
algumrs autores, para explicar tal fatoc (ESCHEVERRIA et al., 19763 SACK,
1976) . LEVINE e colaboradores (1978) entretanto, damonstraram
definitivamente gue linfhagernzs sorotipes cliascsicos de EPEC eram
patogénicas por mecanismos outros que os exibidos por ETEC & EIEC, ac
observarem a ocorréncia de diarrdia em voluntarios sadicos alimentados
com E. coltl sorotipo classico de EPEC, apds estas terem sido estocadas
por tempo superior a 7 anos.

POLOTSKY et al. {(Ppud: LEVINE, 1987) e LEVINE & EDELMAN
{1984 descreveram a ultraesruturatura da 1esio histopatoldégica,

causada por linhagens de EPEC. Esta estrutura envolvia a adergéncia da



bactéria no enterdcito, gue por sua vez envolvia a superficie externa

da bactéria, formando uma estrutura conhecida como pedestal (LEVINE &

EDELMAN, 1984; ULDHEN & ROLLO, 19803 ROTHBAUM et al., 1982). O
resultado desta interagio € a destruicio das microvilosidades
intestinailis impedindo a normal absorcao de fluidos da fuz
intestinal,ocasionando uma diarréia n3o absortiva, independente da

atividade de enterctoxinas,

Mulitas caracteristicas das lesdes causadas por EPEC se
assemelham ¢om os efeitos de certos horménios sobre as células da
mucosa imtestinal (MATSUDAIRA & BURBESS, 198B2Z2). A atividade desses
hormornios, em dltima instamcia, leva ao sctimulo de cilcio intracelular
2 3 ativagio da proteina fosfolipidica quinasze € deperndente de calcic
{PKC) gue por sua vez atuam sobre o citoesgueleto celular, alterando
sua estrutura. Tais alteragdes foram implicadas com o efluxo dg ions
intestinais (FONDARCARDO & HENDERSON, ;985; FONDACARO, 1986). Com bases
nestas observagdes, BADWIN & colaboradores (199%) propuseram gue EPEC
exercerja sua atividade patogénica alterando, de alguma maneira, a
quantidade de calcio intracelular, ativando PKC e proteinas
relacionadas.

Caracteristica marcante das linhagens de ERPEC =) a
rapacvidade de adesdo em céliulas "Hep 2", uma caracteristica n&p exibida
por ETEC, EIEC, EHEC ou linhagens da flora normal (CRAVIOTO et . al,
197%9). Esta propriedade de adesio em células "Hep 27 foi mais tarde
ligada & presenca de um plasmidio de &PMDa (BALDINI et al., 1983 e a
esse plasmidico foi atribuido o nome EAF do inglés "EPELC Aderence
factor".

LEVINE et al. {1983) correlacionaram a presenca deste

plasmidic ctom a codificagd3o de uma proteima de 94KDa, 2 gue esta



estaria associada b patogenicidade de EPEC e conseguentemente com  a
adesio em cfliulas "Hep 2". Anticorpos dirigidos contra essa  proteins
nac impediram a acdesdoc de linhagens de EPEC em células "Hep 2° {CHART
et al., 1988}, o gque levpu A pesguisa de oputros componentes da
superficie bacteriana, gque poderiam tambem estarem associados & adesio
a células Hep Z e & patpgenicidade.

Blgumas amostras de EPEC possuem fimbria tipo I, entretanto
EPECs isuoladas de paclientes com diarreia nido exibem, geralmente,
hemaglutinacgio manose sensivel (GRAVIOTO et al., 1979; SCOTLAND st al.,
1982} = fimbrias no yeral n3p parecem estar envplvidas com a ades3oc a

celulas Hep 2 (SCOTLAND =t al., 1983).

Na tentativa de desenvolver um "probe” para identificar
e diferenciar linhagens de EPELC, foi clonado AT fragmento
correspondente a 1 kilobase do plasmidioc EAF {NATERO et al.. 198%;.

Estudos conduzidos no Chile demonstraran gus guandoc este fragmento era
usado como sonda, OocOrria a hibridizagioco em 754 das amostras suspeitas
de serem EPEC (LEVINE, 1987}.

Estudos também conduzsidos no Chile demonstraram gue o
sprotipo do  gual pertencia a bactéria era muitoc importante na
determinagio da patogenicidade de EFEC (LEVINE, 1987). Assim, na sua
grande maliorilia, E. <oit EAF+ naop pertencentes a sorotipo de EPEC, ni3o
eram patogénicas, o gue demonstra a existéncia de outros fatores de
viruléncia, possivelmente ligados ao sorotipo.

A producido de verotoxina ou também conhecida como
"Shiga-Like Toxin'" por amostras oe EPEC £ controvertida. MARQUES =t al.
1198&), CLEARY pt al. {198B5) e OBRIEN & HDLMES {(1787) reportaram que
alguns sorotipos de EPEZC produzem vergtoxina e gue esta  teria alguma

importancia na patogenicidade. LEVINE (1387} no entanto clagssificou
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tais amostras como EHEC.

A grupo das EPELC £ subdividido em duas classes: as
gque possuem o plasmidic EAF & apresentam aderéncia localizada em
células "Hep 2" pertencem 4 classe 1 e, os sorotipos de EPEC pue nao
spresentam o plasmidic EAF, n30 apresentam aderéncia localizada em

células "Hep 2" mas s3p causadoras de diarréia pertencem & classe 11

{NATARO et al., 1985}.

2.3.2. Escherichia coli ENTERDHEMDRRAGICAS (EHEL).

As L. coli enterohemorragicas , nio produzem toxinas LT e
ST, ndo s3o invasivas e apresentam guadro clinico diferemtes dos
exibidos pelos outros grupos de £. colt pgtmgénicms {RILEY et al.,
1982; WELLS et. al, 1983). S3c responsavels pela causa de um severo
guadro de colite hemorrigica (RILEY et al., 1982) e tambeém s3o
implicadas com dpenca do sistema urinario em humanos, conhecida como
sindrome urdémica hemolitica (KARMALI et al., 1983; BRONSDEN st 31.,

1986; REMIS et al., 1984). Os estudos iniciais identificaram o sorotipo

01537147 como o agents causador., um sorotipo ainda n3o descrito como

patogénico na época. Hoje s3o comhecidos outros sorotipos (LEVINE =t
al., 1987; BOPP et al., 1987; KARMALI et al., 198%; SMITH et al..
1987).

Linhagens de EHEC s3p caracterizadas pela presenca de um
plasmidio de &0 Md e produg3o de altos niveis de uma citotoxina para
celulas Hela e Vero { OBRIEN st al., 19B3; JOHNSON 2t al., 1783).

A presencga db plasmidio parece estar assprciada & produciao

de uma fimbria mi3p hemaglutinante que capacita a bactéria a aderir a
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células intestinais Henle 487 e parece estar‘associada 4 patogenicidade
(KARCH et al., 1987). E=ste plasmidio foil utilizado para a construcio de
um "probe’" de DNA para a identificacioc de EHEC (LEVINE, 1987} e estudos
preliminares demonstraram gue tal "probe" era altamente especifica na
identificacio de tais amostras (LEVINE, 1987).

OBRIEN 2 colaboradores (1983) mostraram inicialmente gue 3
atividade citotdxica poderia ser meutralizada por sOr0 contendo

anticorpos anti-toxina produzida por Shigella Jdysenteriae 1. Esses

meEsmos autores propuzeram a designacio “"Shiga-like JToxin” para tal
toxina, embora muitos autores prefiram chama—la verotoxina.
"Shiga—-toxin” & "Shiga-like-Toxin™ agem igualmente inativando a

subunidade ribossomal 685 (0 'BRIEN & HOLMES, 1987). A toxina & composta
por duas subunidades, A e B, na proporcdo 5B ligadas a uma A (OU'BRIEN &
HOLMES ., 19875 .

s genes codificadores da +toxina estio localizados em
bacteridfagos em & coli (SCOTLAND et al., 1983; SMITH et al., 1983;
OBRIEN et al., 1884) mas no cromossomo em  Shigella dysenterias. Os
genes para as subupnidades & e B est3oc dispostos em uma simples unidade
transcrigcional {(ODBRIEN & HOLMES, 1987 . Os genes codificadores de
"Shiga-Toxin" g "Shiga-~like-Toxin’ foram seguenciados B comparados
{JACKSON st a1., 1987). Estes genes diferem em poucos nucleotideocs. As
subunidades B maduras ndp diferem em sequéncia de aminoacidos, enguanto
as subunidades A diferem em apenas 1 dos 293 residuos.

& "Shiga-like—-toxin" {SLT) fol reconhecida cComo
hetercgénea. Algumas linhagens de EHEC produzem uma toxina gque nio &
neutralizada por soro anti—-“Shiga-Toxin”, mas & toxica para células
Vero e Hela, desiguinada 3LT-11 (STROCKBINE et al., 198&6) ou verotoxina

II (SCOTLAND et 2l., 198B3) embora as subunidades dessas toxinas sejam



idénticas em tamanho e apresentem estruturas sscundérias similares.
Outra variante desta toxina foi observada em linhagens de E. caoly
isoladas de porcos com doenga do edema {MARDUES et al., 1987; OGANNMDON &
GYLES, 1987). Antissoro contra SLT-II meutraliza tal citotoxina, mas
esta & toxica contra células Vero e n3po contra células Hela (0OBRIEN &
HOLMES, 1987).

TZIPORI & colaboradores (198&)demonstraram gue EHEC liga-se
a enterdcitos e destroem as microvilosidades eh porcos gnotpbidticos,
uma lesip semelhante é causada por EPEC, mas se diferenciam destas por

proliferarem na lamina prépria e nas cripitas glandulares.

2.3.3. Escherichia coli ENTEROADERENTES (EREL).

LEVINE (1987) propss gue as amostras de bhactérias
desiguinadas como EAEC (MATHEWSON et al., 1985; MATHEWSON et al., 1986&)
sejam tlassificadas como um gQuinto grupo de K. coll causadoras de
diarréia pelo menos a principiec, at€ gue novos dados selam gerados para
a total inclusZo deste grupo, tais como se os fatores deiterminantes da
patogenicidade =%p codificados em plasmidios ou se as ampstras
pertencem a um conjunto restrito de sorogrupos.

Ecstas bactérias apresentam um padric de aderéncia a ctelulas
"Hep 2" claramente distinguivel da aderéncisa localizada & difusa
apresentada por amopstras de EPEC (LEVINE, 1987). Um terceiro tipo de
aderéncia a cé€lulas '"Hep 2", chamado agregativo fol descritc (NATARD et
al., 1987) e ligado a presenca de plasmidios (VIaL et al., 1987).
NATARD e colaboradores (1987), analisandeo o padrio de aderéncia a
células "Hep ZY de amostras de ERAEC, concluiram gue tals amostras

exibiam o padr3o agregativo de ades2n e estes mesmos autores propuzeram



a designagic £. c¢oli entercaderente—agregativa, ji4 gue tal padrio de
agregacio paresce ser caracteristico dessas amostras.

amostras de EAEC n3oc produzem LT, ST ou e2levados nivels de
"Shiga-like-toxins”, ndo invadem rc&lulas epiteliais cu possuem
plasmidio EAF, mas foram i1ncriminadas em estudos epidemioldgicos
({MATHEWSON et al., 1989) e no minimo uma amostra causpw diarréia nio

sanguincolenta e sem leucdcitos (MATHEWSON =2t al., 1986&)

2.3.4. Escherichia ool ENTERDINVASIVAS (EIEC)

Este grupo de E. coli tem a capacidade, como Shigella, de
invadir e proliferar em c&lulas epiliteliais, causando eventual morte
celular (DUPONT et al., 1971).

A capacidade de invasizo ¢ dependente da presenga  de
proteinas da membrana externa, relacionadas antigenicamente a proteinas
da membrana externa de Shigella (HALE 2t al., 1983) sendo, comd em
Shigella, codificadas por plasmidios de alto péso mplecular (HMARRIS et
al., 1982), embora outros fatores de virulencia s8&3am codificados no
DNA cromossomico (MAURELLI & SANSONETTI, 1988).

0 diagnéstico de EIEC ¢ baseado na identificagdo do
zorotipo ao gual pertence a bactéria suspeita (TOLEDO & THABULSI,
1983), pela detecg3o de proteinas de membrana externa associadas com
invasian poar ELISA (PAL et al., 1983) e com sondas (probes) de  DNA

dirigidos contra os genes responsavels peio fendtipo invasivo (WOOD et

al., 128&8).
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2,3.5. Escherichia coli ENTERDTOXIGENICAS (ETEC).

Geralmente considerado comoc o segundo maioyr  grupo de £.
coli associado com diarvéia, depcis de EPEC, as amostras de ETEC
representam a malior causa de diarrelia infantil em paises
subdesenvolvidos, sendo gue alguns estudos sugerem gue, nestas  Areas,
gcorrem por ano, de duas a trés infecgdes de ETEC por crianga, durante
os primeiros dois gu trés anos de vida {(BLACK et al., 1982). temdo como
consequéncias, em multos cascs, & desidratacio, deficidncia nutricional
& morte (BLACK st al., 1984; ROBBINS & FREEMAN, 1988).

ETEC & também o agente causador mais comum da diarrg£ia do
turista (MERSON et al., 19763 SACK et al., 19783 DUPONT et al., 197&6).

Amostras de ETEC isoladas de diferentes Areas geograficas,
pertencem a um numero limitado de surotipag O:H {ESCHEVERKIA =t al.,
1982; MERSON et al., 197%; UORSKOV et ail., 1976 REIS et al., 17830,
LEVINE =2t al., 1983).

A infecgio por ETEC € adguirida pela ingestidg de comida ou
Agua tontaminadas. Uma vez ingeridas, estas bactdérias sic capazes de
colonizar a porgdo proximal do intestino delgado, devaido A produgio de
adesinas ou fatopres de colonizacao (HINSON & WILLIANS, 17873 &, &
producio de enterotoxinas termoestavel {57 es/pu  termoclabil (LT &

responsavel pelo guadro diarréico { BETLEY et al., 19Bé&).

L3S



2.3.5.1. ENTEROTOXINAS PRODUZIDAS POR ETEC

SzZo dopic os tipos de enterotoxinas produzidos por ETEC. A

enterptoxina termolabil (LT), inativada por aguecimento a 1ﬁﬂ°C, B a

[l

enterptoxina termoestiavel (87T) gue nap € inativada por agquecimento
108°C (SMITH & GYLES, 1970).

A enterotoxina LT & uma proteina imunogénica de alto pesc
molecular (753,800 a 90.000 daltons) composta por dois tipos de
subunidades. Uma subunidade A {(LTa) esta ligada a 5 subunidades B (L7s8)
{(LEVINE, 1984).

A subunidade A & conferida a capacidade de estimular a
adenil ciclase através de sua atividade enzimatica ADP-~ribosilante
{GILL & RICHARDSON, 1980). A subunidade B & conferida a capacidade de
ligar a holoenzima i3 membrana dos enterécitps intestinais, através da
interaci3oc com gangliosidio GM1 de superficie e glicoproteinas
{HOLMBREN, 1973; HOLMGREN et al., 1982). Uma vez a holotoxina estando
ligada, & subunidade A é interiorizada, sofre guebra enzimatica em 2
peptidens, Al e A2, sendo gue a atividade enzimdatica € conferida peloc
peptideo Al (SPICER & NOBLE, 1982).

Uma vez ativada a adenil ciclase, ocorre um acumulo de AMP
ciclico, © gue 1r4d causar a secrecio de fluidos ricos em eletrdiitos
por parte das células da cripita e decréscimo da abscrgado por parte das
celulas da base das microvilosldades. 0 resultado dessa secrecioco £ a
origem de um guwadro clinpico diarreico ( LEVINE, 1984).

ol enterotoxina LT & muito similar a toxina colérica (CT) em
estrutura, atividade e determinantes antigenicos e os genes
codificadores das duas toxinas mostram grande homologia (DALLAS &

" FALKOW, 198@; CLEMENTS et al., 198@; SMITH & SACH, 1973; BETLEY et al.;
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i9886; vAMAMDTO et al., 1987)., Comparando-se as sequéncias dpos genes

codificadores da toxina colérica (ctxAB) g da toxina LT {eltAaB)}
observa-se que os Ccistroms A e B sao  75% = 77 homé&élogos,
respectivamente (BETLEY et al., 128&). Em contraste com estes

resul tados as seguéncilas promotoras entre os dois genes nio apresentam
homologia significante (YAMAMOTO et al., 198B7). Este fato & devido
princlpalmente & presenca de repeticdes em tandem da sequéncia

"TTTTGAT" gue aparece “"upstrean” do inicio do gene CTA 2 n3o aparece no

promotor de LT (YAMAMOTO et al., 1987; TAYLDR, R.K., 198%9). Tal
sequéncia apresenta fung®o requlatdria, ja que, em certas condigoes, a
proteina regulatdéria toxR reconhece e liga-se a estas sequéncias. Esta

interacgao aumenta a taxa de transcrigio dos genes estruturals da toxina
colérica (TAYLOR, R.K., 1989). A proteina reguladora toxR, além de ndo
ser produzida por E. ¢oli, ndo tem nenhum efeito sobre a produgdo de
LT .

Evolutivamente, as toxinas LT e CT parecem ter divergldo de
uma proteinra ancestral comum a aproximadamente 138 milhdes de anos
atras, na era mesozdica, Sendo_que possivelmente, LT tenha se originado
de um gene CT ancestral, adguirido por £. coli. Tais conclusdes sdo
baseadas em comparagoes entre as seguéncias de nucleotidenos dos genes
das duas toxinas, com relaglio aops cddons mals utilizados pelas duas
espécies de bactérias (YAMAMDTO et al., 1987).

Os genes elta (LTa) e eltm (LTe) formam uma unidade
transcricional, sstando o promotor préximo {"upstream") ao gere elta.
Oz cddons finais do gene elta estlo sobrepostos acs iniciais do  gene
elte em 4 pares de base (YAMAMOTO et al., 1987;}.

8 subunidade B &€ produzida a uma taxa molar cinco wvezes

maior do gue a subunidade A (DALLAS st al., 197463 . Como talis genes
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estip sobre o controle ge um Unico promoior, a diferenca  observada na
express3o dessas duas proteinas parece estar ligada & uma regulacio
tratducicnal. De fatm., o produto da tramscrigic desses genes £ um. mRNA
policistrérnico, codificando os polipeptideos A e B, serndo gue a cada um
destes, 2sti associada uma regiic de ligagio do ribossocmo {RES; .
FPossivelmente o RBS asspriado ac gene e2itp & mals eficiente ou  a
estrutura secundiaria adguirida por este mRNA  favorece a  traducio do
gene elte (SFPICER & NOBLE, 198%2: DALLAS st al., 1979).

Us primeirps 21 residuns de aminoidcidos da porcioc
aminoterminal da proteima correspondente 3 subunidade A = oo pPrimelros
18 da proteina correspondente A subunidade B s3o peptideos sinals,
importantes para a localizagd3n desses polipeptidecs no espago
periplasmitico (DALLAS & FALKOW, 1979: DALLAS & FALKDOW, 1980; SRPICER &
NOBLE, 198%Z; vaMaMDTO et al.. 1987). Apds seu transporte até o s=sspacgo
peEriplasmitico, as subunidades A e B ciap processadas & se  ligam para
formar a holotoxina (HIRST &t a1., 19284).

Os genes para LT podem tembém estar flangueados por
repeticgdes invertidas ou ndo (YAMAMOTO & YOKDOTA, 1981, mas atividadse
transposicional ainda ndo fol detectada (BETLEY et al., 198&:.

& toxina LT representa um grupo heterogénec. Duas diferentes
formas de LT, designadas LTh (LT humarna) e LTp (LT suirna) sao
antigenicamente diferentes {(HONDA et al., 1981) e foram encontradas em
bactérias ispcladas de humanos e suinos respectivamente. Embora
imunologicamente distintas, as subunidades B destas duas toxinasg
diferem em apenas 4 dos 183 residups de aminocicidos enguanto gue as
subunidades Al diferem em apenas 1 dos 194 residups (DYKES et al.,
1?8%; Y&AMAMOTO et al., 1987). Estas observagdes explicam as reacoes

cruzadas de anticorpos entre a% toximas LT e entre estas e OT, sencdo



gue anticorpos contra gualiquer uma das trés proteinas tém a capacidade
de reconhecer e se ligar as outras duas.

Evolutivamente, LTh e LTp parecem ter divergido a menos de
1 milh3c de anpos atras, no periodo quaternaric (YAMAMOTO et al., 1987}

Um wvariante maipr de LT foi descritp. Esta toxina,
desiguinada LT-11 foi isclada de bifalos com diarréia na Tailandia
{GREEN 2t al., 1983). LT-1I1 apresenta atividade bivoldédgica semelhante A
L.T-1 (LTh e LTp), mas nao & neutralizada por anticorpos anti-LT7-1 oDu
anti-CT. LT-1I & composto por dois tipos de polipeptideos, A e E, Com
pésos moleculares prdédximos as subunidades de LT-1 (HOLMES et al.,
198&6). A subunidade A desta toxina tem a propriedade de ativar a adenil
ciclase , aumentando o nivel de AMP ciclico (CHANG et al., 1987) mas &
subunidade B n3o tem & capacidade de ligar—-se a ganhgliosideo GMI
{HOLMES et al., 1986&6).

GUTH e colaboradores descreveram dois tipes de LT-I1  qgue
foram descritos ctomeo LT-1Ila e LT-I1Ib.

A nivel molecular, LT-1I e LT-1I1 apresentam estruturas
génicas semelhantes, onde o promotor esta prdoximo an gene A e este
sobrepfe o gene B, embora a extensido destas sobreposicdes sejam
diferentes entre estas duas toxinas. Ao contridrio de LT-1, onde essa
sobreposigio envolve 4 pares de bases, vs genes Ae B de LT-11 estéo
sobrepostos em 11 pares de bases. Anialises de sequéncia de nucleotideos
revelou homologia entre as subunidades A de LT-II, LT-I e CT (PICKET et
“al., 1984, 1987) engquanto nenhuma ou pouca homologia foi encontrada com

relacio a4s subunidades B. Diferente dos genes codificadores para LT7-1,

gue estip localizados em plasmideos, o©0s genes para LT-11 estdo
iocalizados no cromossomo de £, col? (GREENE et al., 1283).
A enterotoxina ST também forma um grupo heterogéneo. Duas
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classes malores, designadas ST-I ou S5Ta e ST-]1 ou STh foram descritas
{WHIPP =2t al., 1981).

A ST-1 & um peguenc polipeptideo, nido inunogénico a ndo ser
gue eBsteja acoplado a uma proteina carreadora, como foi demonstrado por
KLEPSTEIN & colaboradores (1982). Esta toxina & soluvel em metanol,
ativa no modelo do camundongo recém—nascido e tem & capacidade de
ativar & guanil! ciciase., levando ao acdmulo intracelular de GMP ciclico
(HUGBHES et al., 1978). Nio esta inteiramente claro, ainda, como ST
liga-se2 & entra nos enterdcitos & ativa a guanil riclase {ROBINS &
BROWNE, 198@)- 0 GMP cicliicvo gerado desta maneira, altera a fungic da
membrana dos enterdcitos, resul tando em secregio de fluidos e
consequente diarr&ia.

A enterstoxina 5T-11 & metanol insoldvel, ativa em alga
ligada de porcc mas ni3c no modeln do  gcamundongo recéem— nascido e
estimula a secregipo intestinal por mecanismos ainda desconhecidos, gue
ndo envolvem nuclectideos ciclicos (KENNEDY et al., 1984; WEIKEL et
al., 1984). Com relacio A seguéncia de nucleotideos e aminoicidos, ST-1
g 57-11 nip exibem homologia {LEE et al., 19B3).

A enterotoxina S7T-1 por Siaa vez, também & dividida em
subclasses. Inicialmente dois tipos foram ldentificados. & STp tambédm
chamada 57 zsuina ou S5T7-1s, & STh também chamada ST humamna ou ST-Ib,
produzidas por amostras de £ col? isoladas de suinos e humanos,
respectivamernte (TAKAD et al., 1983). Uma terceira classe fol descrita
e designada ST-Ic (MARS et al., 19895).

Oz genes codificadores das toxinas S5Th (esth) e STp (estp)
foram sesnuenclados e da comparagd3o das seguéncias obtidas detectou-se
divergencia em 67 nucleotideos gque, a nivel de amincArcidos, representa

" uma divergencia de 31X (MOSELEY et al., 1983; S0 & McCARTHY, 1788 .



Ambos genes codificam polipeptidecos constituidos por 72 residuoos de
aminocdcidos apresentando sequéncias sinais hidrofdbicas. Uma wvez no
espaco periplasmitico esses polipeptidens sofrem processamento e
originam a forma ativa da toxima. ST-1 & uma proteina extracelular, mas
o mecanismo pelo gual esta proteina &€ secretada atraves da membrana
externa & desconhecido (BETLEY et al., 19B&).

As porgdes ativas das toxinas STh & STp <d3o constituidas
par 19 e 18 residuos de aminodcidos, respectivamente (FIELD et al.,
1978; FRANTZ et al., 1984 GARIEPY & SCHOOLNIK, 19486 . Eeses
polipeptideos exibem grande homologia entre si, podendo as sequéncias
de amingAcidos serem sobrepostas a partir da regi3o carboxi~terminal, o©
que revela, além da presenga de um residuo de aminoacido a mais em S5Th,
diferenca em guatro outrps residuos. Essas diferengas concentram—se na
regiio aminoterminal { trés residueps) contra apeEnas uma  na  FEgiAao
carboxi-terminal.

A porcio carboxi—-terminal além de ser mais conservada esta
também implicada com a atividade biocldgica dessas toxinas. i
snterotoxigenicidade e a capacidade de ligagido a receptores foi mapeada
nos uwltimos 13 aminoicidos dessa regilo (GARIERPY et al., 198é&;
SHIMONISHI et al., 1987; THOMPSON & GIANELLA, 1985).

Sequéncias homdlogas a regido carboxi-terminal de &ST-1
também foram descritas em enterotoxinas similares produzidas por
Yersinia enterocolitica o Vibric cholerae mio 01 (TAKAD et al., 1985a;
TAEARD st al., 19B5b). Interessante homologia também foi descrita entre
estas toxinas e conotoxina GI e G611, nmneurcotoxinas produzidas por Conus
geographus, uma espécie de caramujo marinho  (GRAY et al., 1781
NISHIUCHI & SAKAKIBARA, 1982).

Baseadoc em anmalises dos cddons mais usados oam £ ool T
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comparados com os chdons presentes ﬂbs genes cpdificadores das toxinas
57T-1 de ETEL, tais genes parecem ter sido adgquiridos por £ céli em um
passado remoto, de genes ancestrais presentes em Y. enterocoliticag e V.
cholerae nio 01 (YAMAMOTO et al., 1987).

Caracteristica marcante da toxina 57T-1 £ a presenca de seis
residuos de cisteina gue formam Lrés pontes dissulfete intracadeia,
importantes ma formacio da estrutura secundaria da toxina ativa. O
padrio de ligacdes entre ps residucss @ a importancia de cada uma destas
ligagdes foram elucidadas por GARIERPY e colaboradores (1987). Segundo
Esses autores, as trés pontes dissulfeto si3io importantes para a total
atividade da toxina.

Comp LT, ST & codificada geralmente por genes localizados
em plasmidios conjugativos. Flasmidios gue codificam ambas as  toxinas
s30 relacionadps entre si e com oS plasmidios F, enguanto plasmidips

gue crdit:i:cam apenas 57T sao heterogéneos (BETLEY et ai., 1986).

2.3.5.2. ADESINAS OU FATORES DE COLONIZACAT EM ETELC.

Em conJjunto com a preodugio de enterotoxinas, amostras de
ETEC s3o capazes de produzir adesinas ou fatores de colonizagio, gue
capacitam as bactérias gue os possem, a aderir e s= multiplicar na
mucosa intestinal do hospedeiro. resistindeo aocs  poderosos movimentos
peristadliticos de limpeza do mesmo (LEVINE, 19843).

VUma cClasse especlal de adesinas composta por filamentos
proteicos localizados ma superficie da bactéria sio :hamadas‘ fimbrias
(BUGUID et al., 195%y M™MOOI & DEGRAAF, 198%). Essas fimbrias sSsiao

hospedeirop-especiticos e incluem K88 (0ORSKOV et al., 1964}, F87P (NAGY
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et al., 1974), F42 (YANO et al., 198B&) e F1l&5 {FAIRBROTHER et ai.,
1985) presentes em E. coli isoladas de suinoss KI9 ({ORSKCY et al..
1975) & F41 (DEGRAAF & ROORDA, 1982) presentes em amostras de suinos.
ovinos e bovinos:; CFA/I, CFA/II (EVANS et al., 19753 EVANS & EVANS,
1978), CFA/III (HONDA et al., 1984), CFA/IV (THOMAS et al., 1982) e o
fator de colonizagio proposto PCFAL59 (TACKET et al., 1987 assocladas
com amostras de origem humana.

Em adic3c & capacidade de ligacgdo com receptores
especificos nas celulas da mucosa intestinal, as fimbrias também
conferem s bactérias a capacidade de hemaglutinar eritrécitos de
diferentes espécies animais por também reconhecerem receptores
presentes nestas células. Esta caracteristica & utilizads para
identificar e classificar as diferentes fimbrias.

A expressio da maioria das Tfimbrias & regulada pela
temperatura de crescimento da cultura de bactérias (MOOI & DEGRAAF,
19853). A temperaturas entre 16 e 25°C poucas fimbrias sico produzidas
enguanto crescimento a 37°¢ promove a expressio dessas estruturas. Esse
efeito tem provavelmente significado epveolutivo, uma vez gue as fimbrias
sd e expressam eficientemente se a bactéria estiver no interiocr do
grganisms  hospedeiro em  temperaturas préximas  a 37 °C, a2 qual
dificilmente & observada no ambiente externo.

Com relagdo as E. coli contendo genes codificadores das
fimbrias tipopl e 9877, foi wverificado gue estas apresentavam
alternincia na capacidade de expressar as referidas fimbrias e gue
dentro de uma mesma peopulacdo bacteriana, apenas algumas bactérias
apresentavam—se fimbriadas. Esse efeito estid ligado 5 capacidgade de
inversip da regiio promotora, fato gue ficou conhecido como variagio de

fase (HINSON & WILLIANS, 1989). Esse efeito parece estar ligado a uma



tentativa de escape do sistema imunoldgico do hospedeiro.

As fimbrias s3o compostas por varias subunidades proteicas
que, ums vez sintetizadas, s3c transportadas através da membrana
interna 2 da membrana exterma de bactérias gram negativas e sao
montadas em estruturas filamentosas na superficie celular. Geralmente
cinco a oito pulipeptideos est3o envolvidos na expressio fenotipica das
fimbrias de £. ccoli (MODI et al., 1982; NORGREN et al.. 1984; VaN DIE
et al.., 1984: DEGRAAF et al., 1984; ™MOOI & DEGRAAF, 198B3). Além das
subunidades polipeptidicas estruturais das fimbrias, esses Operons
codificam polipeptideos localizados no espaco periplasmitico gue se
associam Ads subunidades estruturais, participando do processamento e
transporte dessas subunidades a sitios cda membrana externa, onde Sao
exportadas, utros genes codificam proteinas ligadas & ancoragem  da
estrutura da fimbhria nma superficie bacteriana.

Algumas evidéncias sugerem gue as subunidades estruturails
das fimbrias, uma vez associadas a proteinas especificas presentes no
gespaco periplasmatico, adguirem uma conformacio estrutural apropriada
para o transporte através da membrana externa. Essas alteracdes também
parecem associadas com a resisténcia a digestdo proteolica apresentadas
por estas subunidades (MO0l & DEGRAAF, 1985). A maioria destes estudos
foram realizadpos com fimbrias K88 e tipo 1.

Até o momentn, dois tipos morfoldgicos distintos de
fimbrias sioc conhecidos (LEVINE, 1984:; LEVINE, 1987; MOOI & DEGRAAF,
1985). Um tipoc morfoldégico sdo representados pelas fimbrias tipo 1,
CFal, CS1, CSZ, CS4, CS5, CFAILIL, F42, F165 e PCFB159. S3o filamentos
proteicos rigidos com diametro de aproximadamente 7 namémetros {nm)
apresentando cavidade axial. 0 segundo tipo morfoldgico € representado

"pelas fimbrias K&EB., K99, F4l, CS3 e (%6 e consistem em apéndices Tinos

24



e flexivels com didmetro entre 2 & 5nm, chamadas fibrilas ou fimbrias
fibrilares.

Fimbrias & fibrilas podem ocorrer demtroc de uma . mesma
linhagem bacteriana e estarem presentes simultaneamente em uma mesma

L
célula bacteriana (LEVINE, 1984).

As fimbrias de ETEC formam um grupc funcionalmente e
estruturalmente relacionado que podem ter evoluido a partir de genes
ancestrais comuns (MOOI & DEGRAAF, 1985). A estrutura primaria das
subunidades estruturais de algumas fimbrias foram parcialments ou
totalmente resolvidas. Muitas delas apresentam grande conservagan na
sequéncia de aminoacidos da regidoc carboxitsrminal e, B2m MEnos
extengio, na regildoc aminoterminal. Estas regides estic provaveimente
envolvidas com fungdes comuns a este grupo de proteinas tais como,
transporte através da membrana sxterna, ancoragem, ligagido entre as
subunidades e manutengio da estrutura. As porgdes centrais c3ic mals
variaveis e provavelmente est3o associadas a0 2 reconheclmentsc e
diferentes receptores ocu podem ter, simplesmente, diverglido em resoosta
a pressdes imunolédégicas, por causa da menor importancia funcionai =
estrutural atribuida a estas regides. A presenga oe porcoes
hidrofébicas nas regides C-terminal & um forte indicio da participagioc
destas regides nas ligacdes entre as subunidades estruturais.

Existem evidéncias de qgue algumas fimbrias de £. ceri
uropatogénicas ligam—-se aos receptores P através de adesinas distintas
das subunidades estruturais da fimbria (NORGREN et al., 19845 . E
possivel gue em alguns casos as subunidades da fimbria tenham apenas
papel estrutural, expondo moléculas de adesinas a alguma distarcia da
superficie celular, facilitande a i1nteraglc destas com receptores

celulares { MOCI & DEGRAAF, 19B85).



Os genes envolvidos na producdo de fimbrias em ETEC residem
geralmente em plasmidios, © que tem facilitado seus estudos.

Os genes cpodificadores da fimbria K99 est3oc localizados em
plasmidios conjugatives de aproximadamente 75 kilobases (kb)) (ORSKOV et
al., 1975}). Esses genes fouram clonados verificando-se que © operon
continha B genes estruturais, 7 dos guais pareciam envolvidos na
biossintese da fimbria (VAN EMBDEN et al., 1988;. Todos esses genes
apresentam peptideo sinal na gxtremidade N-terminal.

G operon K9 contém uma peguena regido intracistrénica,
apresentando diade de simetria, entre o gene estrutural da subunidade
da fimbria e o gene codificador da proteina de 76 kilodaltons (p7é6).
provavelmente ligada ao transporte da subunidade para o© meio externo
(ROOSENDAAL. 2t al., 1984). Uma estrutura em "hairpin' pode ser formada
nesta regiic do mRNA, D gue poderia desempenbar fungio de terminador
rho depencente, introduzindo polaridade no operon K99, Esta regido
também parece estar envolvida na regulacio dependente da temperatura
de crescimento, j& gue o cddon de injciagioc do gene para p76é6 esta
localizado dentro do "hairpin®. A explicagio para o efeito £ gue a
baixas temperaturas o "hairpin'" estaria estabilizado g desta forma
inibiria o imicio da tradugd3co do mRNA para p74&. O contrario é
verifigadeo em temperaturas prdéximas a 37°C.

0s gengs codificadores da fimbria KB8B residem em plasmidios
que freguentemente também codificam para a capacidade de wutilizagao
da rafinpse (MOOI et al., 1979).

Trés variantes de KBB (K8Bab, KBBac e KBBad) que podem ser
zorologicamente distinguidos foram descritos (DORSKOV et AL., 19643

GUINEE & JANSEN, 1979). 0Os determinantes genéticos de KBBab e KBSac

foram clonmados (MODI et al., 1979:; SHIPLEY et al., 1981). A diferénga
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mais significante entre esses dols determinantes egsta no gene
codificador da subunidade polipeptidica estrutural da fimbhria.

Seis genes estruturals foram lpcalizados na sequéncra  de
DNA KBBal clorada no plasmidio recombinante  pFM285, cinco dos Quaels
esti3o localizados dentro de uma simples unidade framscricional (MOOLI =t
al., 1981). Dois diferentes genes estruturals para subunidades da
fimbria foram encontrados no operon de K88ab (MOOI et al., 1982; MBO I
et al., 19B4). A subunidade mailor com 26kD constitue o compoanente
principal, enguanto gque a subunidade da fimbria com pesoc molecular de
17.6kD representa o componente menor ds subunidade, sendo produzido em
peguena quantidade.

Como no operon K?%, o Operon K8Bab apresenta na mesma
posigcidc relativa, uma regifo com diade o©e simeiria gue também pode
estar envolvida com a regulacio devido a temperatura. A regulagidoc por
temperatura também parece nio atuar a nivel transcricional, 1isso porgue
o promotar natural do operon K88ab ndo estid presente no plasmideo
pFMZB5 =, mesmo assim, este operon £ temperatura regulado (MOGI, 1%8Z;.

Como j& foi mencionado, tanto a produgio de enterotoxinas
como a producio de fimbrias sZo nescescarias como fatores de virulgncias
e, a3 produgio desses dols fatores por amostras de ETEC estio associados
{GAARSTRA & DE GRAAF, 1982). A Timbria kKBH pode estar associada A
capacidade de produci3o de LT, ST ou ambas as toxinas. As fimbrias KIF,
F4l, f42 e 7B7P estlo geralmente associadas com a produgdc de SiT. Us
genes tcodificadores dos operons K88, K99 e de enterctoxinas estio
localizados geralmente em plasmidios diferentes {(BETLEY ET AL., 198&).

Os genes codificadores de fimbrias em amostras humanas de
ETELC est3p geralmente localizados em plasmidios de Z7 a 88 megadalions

{MD). Geraimente estes plasmidios tambsm contém os genes codificadores



de ST e LT.
A pramelira fimbria de amostras humanas de ETEC a ser
clonada foi CFAl. Genes codificadores de CFA/I est3o localizadoes em

dois segmentos de DNA de 8Kb p ZKb separados por uma seguéncla de 4B8Kb

{WILLSHAW et al., 1983). Os genes estruturais estfo localizados pa
seguéncia de BKb gue codifica cinco outros polipeptideos (WILLSHAW et
al., 1985a}. A regidn de 2Kb godifigca trés outros. polipeptideos

essenclials para a maturacio da fimbria. Nenhuma fungio egpecifica foi,
entretanto, atribuide a esses polipeptideos.
Logo apds a sua descoberta, as investigagies com relacgido as

caracteristicas do fator de c¢olonizagido CFA/II foram muito mais

camplicadas qgue as Que se procederam com © 2 fator CFASI. Ecssas
investigagdes, no entanto, demonstraram gue © fator CFas1l &
constituido de trés tipos de antigenos diferemtes, designados CS1, £s2

e CS3 (SMITH et al., 1982; CRAVIOTO et al., 19B2). 0 antigeno CS3 esta

presente em virtualmente todas as linhagens. Os antigenos C82 e CS83

entretanto, nunca foram vistos simultansamente em wma mesma linhagem.

SMITH = colabpradores (1283) mais tarde determinaram gue umr Unico
plasmidic contem o0s genes responsaveis pela codificacig destes
antigenos & gue, a determinagioc de gqual ow gQuais antigeneos sip

expressos esta relacionado ap sorotipo e bictipo da £ coll hospedeira.
Dessa forma, foram encontradas linhagens expressando CS51 & CS53, 52 e
£53 ou £53 somente.

Os genes codificadores de CS3 foram clonados e estio
ligados a uma regiio de 4Kb (MANING =t al., 1985; BOYLAN et al., 19B7;
WILLSHAKW et al., 19B7). A esse pegueno fragmento de DNA foi atribuida a

sintese de guatro polipeptidecs de 94, 26, 24 e 153kb (BOYLAN et al.,

1 1987). 0 peptideo de 15kb parece ser a subunidade estrutural de [£S53
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enquanto o de 94kb parece ter funcic de plataforma de montagem e
transporte, semelhante em funcgio aos polipeptidens de 76kb & 8lkb,
presaentes no operon KY9 e KBE, respecitivamente.

UOs genes codificadores de CS! e de CSZ2  tambéem foram
clonados a partir de seguéncias adjacentes aos genes para 0535,
compreendenac wn fragmento de 10kb (WILLSHOAW et al., 13987). Como em
bactérias selvagens, a expressic desses genes nos diferentes clones

ria

T~

obtidos mestrou—-se deperndente do biotipo & sorotipo da bact
hospedeira.

Um noveo fator de colonizagao, naoc reconhecido po¥
anticorpos anti-CFAa/1 ou CFA/II foli descrito em amostras pertercentes
ao sorogrupe D25 e designado CFA/IIT (HONDA et al., 1784).

0 fator de colonizagio CFA/IV, anteriormente conhecido como
PCFB775, como o fator CFA/IL, & antigenicamente distinto & constituido
de trés diferentes amtigenos chamados C54, 5% e ©S5&6 {(THOMAS et ai.,
198%). Linhagens de E. coli expressam 54 e U5&, C55 & U546 ou  somente
C56 (MCUUONNELL et al., 1985; MCUCONELL et al., 198463 THOMAS et al.,
1987) .

) fator de rcoleorizagaoc FPEFBLISY  foi maic dificel de ser
idemtificado por ni3p apresentar hemaglutinagaoc manose resistente de
hemicias. Em 1987, TRLUKET e colaboradores identificaram em amostras
sorotipo J15%:H4 de &£, coli a presencga de uma subunidade proteica  de
17kd expressa em amostras crescidas a 37°C mas ndo em amostras
crescidas a iB°C. Esta subunidade foi correlacionada i fimbria e oS
genes codificadores foram lpcalizados em um plasmideo de 27 megadal tons
que também codifica LT e 5T, designado pURS por Silveira, W.D.
{comunicacdn pPEeESSO&al ).

Parte do cperon da fimbria PCFBLS9 foi recentemente clonado



a'partir doo plasmideo pURY (SILVEIRA & BROCHI, dados n3o publicados).
Ds genes codificadores dessa fimbria estio compreendidos em um
fragmento de sgroximadamente 4kb, obtido por digestio do plasmideo pURSDS

com & enzima de restrigdo Hindlll.

2.4. DOENGAS CAUSADAS POR E. coli EM SUINOS.

Tem sido verificado que amostras de Escherichia coli podem
causar em sSuinos, trés tipos principais de infecgdes, a dizer:
colibacilose entérica, doenga do edema e mastite (WILSON, 1984;
NIELSEN, 1984; BERTSCHINGER & PDHLENS, 1984).

A doenga do edema £ causada pela infecgdo do trato
intestinal por certas amostras patogénicas de £, coli e caracterizada
por progressivo guadro de comprometimento neuroldgico, envolvendo
paralizia das patas, convulsdes e coma. A dosnga do edema afeta suinos
recém-nascidos com altas taxas de mortalidade.

Amostras de &£, coli dos soreogrupos U138, 0139 =2 0141 estio
‘comumentemente implicados como agentes tausadores dessa enfermidade. 6
produgio de uma toxina chamada anterigrmente de principio da doenga do
edema foi mais tarde identificada como uwuma variante da “"Shiga like
toxim 11" (MARGQUES et al., 1987; OBRIEN et al., 1987). Os genes
respponsaveis por esta toxina foram recentemente clonados & seguenciados
{WEINSTEIN, 1988).

A mastite & caracterizada pela infecgic do tecido mamario
de fémeas de suinops por amostras de £, colt e de ocuiros géneros de
bactérias. & taxa de mprtalidade de fémeas infectadas ¢ baixa, mas

"suinos recém—nascidos sofrem mais com a doenga e casos de mortalidade



ja foram assinalados.

A colibacilose ermtérica suina & 2 a causa mals Comum  de
mortalldede de animais recam-nascidos. 0 agente esrtinldgico mals . comum
causador dessa enfermidade sic amostras de E. celi do grupo ETEC. a
patogenicidade dessas amostras esta ligada & produgio de diferentes
fatores de viruléncia, tals como as enterotoxinas 57-1, ST-I1 & LT e os
fatores de colonizagiaoc KB8, K99, S87F, F41, F42 & F16S, 14 descritos
anterigormente. A presenga desses fatores e viruléncia confere a essas
bactérias a capacidade de colonizacl3o do  intestino delgado ula]
hpspedeirc causanco diarréia.

A infecgio de sulnos por £TEC ocorre geralmente em  anlmais
recém-nascidos em pelo menos trés periodos daiterentes: primeira  semana
apds o mascimento (neonatal imediata), ao redor de trés semanas apds ©
nascimerntoc (fase de amamentagioc) = durante as ouas LrimSiras cEmanrnas
apds o desmame {STEVENS., 1%462). Az infscodes mals severas sipo agueias
gue ocorrem antes & durante o periodo da amamentagio, onde © sistema
imunoldgico ainda nao esta totalmente desenvolvido estando, o anrimal,
dependente de anticorpos obtidos do colostro e do leite materno. 0
animal infectado sofre desidratac?o £ perda de péso O Que pode, em
muitos casos, ievar ao Sbitroc.

WILSBON {1934} reportou gue amostras  de £ colt Bram
counsideradas Coma agente etipldégico em 48% dos cases de diarréia
neonatal em suinops nos Estados Unideos. No Brasil! ainda ndo existem
multos ¢ados disponivels a esse respeito, mas a incidéncia parece ser
praxima DU mMESME malor gQue as taxas descritas npops  Estados  Unidos
{PESTANA DE CASTRO, comunicacdo pesswoal). A taxa de mortalidade dos
amnimais irnrfectadeos, principalmente neonatal, maface ser 1gualmente

alta, estande ao redor de 350%.



A mortalidade aliada a perda de peso dos animais
spbhreviventes respondem por altos prejulizos econgmicos no Brasil
(PESTANA DE CASTRO, comunicag3o pessoal).

fs amostras de ETEL patogénicas a suinos pertencem a
sorotipos restritos (SOJKA, 1965). GATTI e colaboradores (1985) fizeram
o levantamento dos sorotipos e fatores de wviruléncia presentes em
amostras extraidas de porcos com diarréia no Brasil e encontraram
correlagioc, em guase todeos os Casns, caom os dados presentes na
literatura.

Em virtude da grande incidéncia da colibacilose entérica
suina em nosso meio e dos grandes prejuizos decorrentes oRssa
enfermidade no Brasil, aliado aoc fato gue os mecanismps de prevencld3oc e
tratamento dessa doencga nio serem totalmente eficazes, pelo contrario,
levam &a necessidade de medidas extras de controle, tal como o
desenvolvimento de vacinas, gue visem alem do controle dessa patogenia
a minimizagldo dos prejulzps causados por ela. Varias tentativas nesse
sentido, em diferentes paises, ja foram realizadas mas, via de regra,
ainda n3o existem desponivels no mercado, vacinas eficazes contra ETEC
de origem suina, existinde ainda muito a se fazer e pesguisar para
definitivamente controlar a incidéncia desse patdgeno nos criadouros de

todo o mundo.

Z2.95. VACINAS CONTRA ETEC
A pesquisa e 0 desenvolvimento de potenciais vacinas

bacterianas é dependente, & esta intimamente ligada, a0 estude dos

‘mecanlsmos basicops o patogenicidade e ao  estudo dos epitopos
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arntigénicos importantes 2 capazes de ativar.a resppsita imunolidgica.

No geral, vacinas bacterianas s3op divididas em dDis gQrupps:
hacterinas e toxdides {ISAACSON, 198B3). Bacterinas s3p preparadas da
c2lula toda da bactéria. As células podem permanecer vivas (linhagens
atenuadas) ou mortas por tratamentos fisicos ou guimicos. Toxdides sip
baseados em componentes celulares derivados de toxinas relevantes.
Atualmente, toxdides caem dentro de uma classe emergente de vacirnas,
chamagas vscinas oe subunidades. Este ultimo tipo de vacina & preparado
a partir de componentes da bantéria & desta forma, nio contém a célula
bacteriana em sua integridade.

A grande vantagem do uso de wvacinas de subunidades com
relacdc as bacterinas € a epliminagidc de componentes celulares gue nip
contribuem para a ativagioc de resposta imunoldgice &, por vezes, podem
ser ate tduicos av organismo imunizado. Por outro lado, vacinas vivas
atenuadas, em alguns Ccasos, parecem ativar mais eficientemente a
resposta imunoldgica.

0 advento da tecneleogia do DNA  recombinante { DNAr) veio
revolucionar o campn do desenvolvimento de wvacinas. Foi  possivel o

desenvolvimento de linhagens bacterianas atenuadas mais estaveis e

seguras., Foi possivel, tambem, =z desenvbolvimento de wvacinas de
subunidades carregando diferentes epitopos antigénicos. A partir da
tecrologia do  DNAr, grande parte dos problemas de expressio e

instabilidade génica de proiteinas relevantes na produci3oc de wvacCclnas
foram ou estio sendo resolvidos. Dessa maneira, iinhagens podem ser
desenvolvidas para a produgdo de varios antigenos simultansamente,
permitindo a simplificacdo da produgdo de vacinas ou bacterinas, gQue
podem SEr usabas para a imunizagdo contrs dols ou mailis microrganismns.

No desenvolvimento de vacinas contra infocgdes causadas por

9]
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Escherichia colil enterctoxigénica (ETEL), 0 uso de soros de pacientes
convalescentes de diarréia causada por éSSEE mMicrorganismos fol
importante na determinacio dos antigenos relevantes, capazes de ativar
resposta imuneoldgica.

De uma maneira geral, proteinas presentes na superficie
bacteriana ou toxinas exportadas para o melio externo sic antigenos em
potenciais, com capacidade de ativar a resposta imunoldgica. Dentro
dessa categoria, podemos entdo citar as toxinas LT e 57, as diferentes
fimpbrias & os antigenos O, K e H. 0Os antigencs somaticos O = os
antigencs K s3op importantes fatores de viruléncia conferindo
resicsténcia sérica a muitas E. coli septicémicas (CROSS et al., 1986 .
MNo caso das £TEC entretanto, estas exibem dgiferentes sorogrupos =2
sorotipos, o que limita © uso desses antigenos na elahoragio de
vacinas.

A grande maioria das wvaclhas Ccontra amostras de ETEC
utiiizam-se portanto dos fatores de viruléncia j4 discutidos ou seja,
as enterotoxinas e as fimbrias, comuns entre todas as linhagens de ETEC
(LEVINE 2t al., 1983).

A enterotoxina LT & imunogénica e, guando 1noculada em
voluntarios em swperimentos de imunizacio, tem a capacidade de ativar a
resposta imunoldgica e conseguente producdo de antigcorpos anti-L T, mac
a enterotoxina ST, em virtude de seu pequeno tamanhg € pobremsnte
imunogénica {FRANTZ & ROBERTSON, 1981). Esta toxina pode,no esntanto
adquirir capacidade imunogénica quando acoplada a proteinas carresadoras
{GIANNELA et al., 1981l; KAUFFMAN, 1981). Ambas as toxinas podem e sao
utiiizadas no desenvolvimento de vacinas.

As fimbrias de ETEC s3c poderosos 1munogenicos B Bstao

sendg usadas ha tempos no desenvolvimenito de vacinas (LEVINE =2t al..

)
[
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1983). &Gnticorpos anti—-fimbrias podem influenciar cu mesmo impedir a
colonizagio do intestino delgado por estas bacterias, protegendo

organismos imurizados das infecgdes por ETEC.

Z2.5.1. VACINAS BASEADAS EM ANTIGENDS FIMBRIANOS

Os suinos recém-nascidos, por ndoc apresentarem 0 2 sistema
imunoldgico totalmente formado, S A0 dependentes de anticorpos
adouiridos do colostro e leite materno. A administracdo parenteral de
fimbrias purificadas ou bacterinas, preparadas a partir de linhagens de
ETEC, a fémeas de suinos griavidas, induzem a producido de anticorpos
encontrados tanto a nivel de sorwe como no colostro e leite materno.
Sulnos recém—nascidos gue por sSua vEZ Se a;imemtam do colostro e igite
dessas fTémeas, ingerem esses anticorpos 8 2 exibem moderada protecie

contra infecgdes causadas por ETEC ( ISAACSON, 1985; MORGAN et al.,

1978; NAGY et al., 19783 ACRES et al., 1979)). Essa imunidade no
entanto n3o & capaz de proteger o animal de forma eficaz (FORTER et
al., 17974).

A imunizagdc via ovral na grande maioria dos casos  tém
demorstrado maior eficicia Que & Limunizacgio parenteral na protecgio
contra entercbactérias, provavelmente por gue imunizagio via oral ativa
0O sistema imuroldgico intestinal e conseguentemente a  produgio  de
imuncglobulina IgA. PORTER e colaboradores (1974) reportaram protecio
moderada em suinos imunizados via oral com bactérias mortas porem, Os
resultado; mais promissores vieram da wutilizagdon de bactérias vivas

atenuadas (MOON, 1981; MOON et al., 1988; FRANCIS & WILLGOKS, 19941 .

Nesses experimenios a imunidade ndo & foi mais ativa e eficars COoOmG



também, mals prolongada.

EFssas limhagens atenuadas consistem em c&lulas de E. ool
expressando fimbrias tais como K88, K99 e 9B87P, capazes de colonizar a
murcosa imtestinal do hospedeiro, ativando mais eficientemente uma
resposts imunoldgica, sem tontudo causar doencas. Fémeas de suinos
imunizadas com linhagens atenuadas exibem imunoglobulinas Igh e Igh ro
colostro e leite maternc B imunoglobulinas Igh no soro sangiineo, todas
dirigidas contra os antigenps fimbriangs expressos pelas tinhagens
aternuadas (MOON et al., 1783; MOON, 1981).

Em humanns, EVANS e colaboradores uwutilizaram as fimprias
CFAsI e CFAYILI purificadas como arntigerocs orais. Estes foram, rno
entanto, pobremente imunogénicos, aparentemente devido ao efeiilo
deletdric dos Acidos gastricos.

ELZ9Z2-75-2A & uyma lainhagem de &£. colr gue espontansamente
perdeu a capacidade de produgdo de LT e 37T mas reteve a rcapacidade de
expressar o0s antigenos fimbrianos C51 e CS83. Quande inoculada via oral
a um grupo de voluntarios, essa linhagem nao sé& colonizou o intestinc
delgado como  também  induziu a preoducio de anticorpos compostos
printipalmente por imunaglubuiina secretdria Igh (51gd) anti CH1 e CSZ
(LEVINE =2t al., 17E4}. Um grupe de voiuntirigs imunizados Tol desafiado
por linhagem de ETECD virulenta, de sorotipo distinto, expressandoe 0351,
CS3, LT & ST. Em contraste com o grupo controle, onde  todas as seis
pessoas inoculadas mas Mo vacinadas exibiram diarréia, somerits tres de
goze i1ndividuos vaclinados exibiram diarréia. A protegio exibida pelo
grupo vacinade fol ligada a Sigh anti CS51 8 CS3T & vieram reforgar a
importancia de anticorpos anti—-fimbrias na imunizagio comira ETEC tantc
em humanos COMO em animalis.

A imurmizagio passiva também  vem sendo utilizada. Em  um



desses experimentos bovinos foram vacinados com diferentes linhagens,
expressando as principais fimbrias & toxinas de ETEC e, imunoglobulinas
concentradas do leite de animais i1munizados foi capaz de proteger
individos guando desafiados com linhagens virulentas de ETEC (TACKET et
al., 1988).

As subunidades constituintes da estrutura fimbriama vem
sendo explorada em sua capacridade de expressar e carrear epitopos
antigénicos de diferentes fontes sem contuwdo, impedir sua montagem. Em
um desses experimentos, em regides variidvels dentro do gene estruturai
da fimbria tipo 1, foram clonadas seguéncias génicas conduzindo
epltopos antigénicos do virus da hepatite B, do antigenoc C3 do virus da
p&lio tipo 1 e do ndcleo capsideo do virus da "foot and mouth dispase”
{FMDV) (KLEMM & HEDEGAARD, 199@). Em muitos dos experimentos a Tfimbria
foi expressa na superficilie bacteriana, reconhecida por anticorpos
anti-fimbria tipo I 2 por anticorpos dirigidos contra os antigenos
carreados por ela. Esses experimentos sem sombra de didvidas abrem  um
novo campo de atua;én_ e pesqguisa mno desenvolvimento de vacinas

bacterianas.

2.5.2. VACINAS ANTI-TOXINAS DE ETEC

0 papel da imunidade gerada por anticorpos anti-LT na
protecio contra infecgdes por ETEC €, ainda, controvertido. E fato
inegivel gque a enterotoxina LT & imunogénica e apds infecgdes por ETEC,
altos niveis de anticorpos anti-L7T sZo geradoeos (LEVINE et al., 198B3).

LEVINE e colaboradores (1979) e LEVINE (1988) obtiveram, =m

humanos, indicacdo que anticorpos anti-LT & anti-CT  respectivamente,
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n3o eram capazes por si gdh, de proteger individuos, previamente
vacinados e exibindo altos niveis de anticorpos anti-LY = CT, contra
diarréiarcausada por linbhagens de ETED sxpressando .7 somente onu LT =
5T, em experimentos desafio.

FRANCIS & WILLGOHS (1991) também obtiveram resultados
similares, utilizandeo imunizaglo via oral de suinos. Neste experimento,
linhagens de E. ool expressando LTe e KBB ou K8BB soments, conferiram
protecdo a suinops recéem-nascidos enguanto gue i1munizagdoc com mesma
lirnhagem, expressando somente LTe, nioc ofereceu proteciaoc. No entanto,
suinos imunlizados com as linhagens expressando LTs & KBB  exibiram
protegdon mais eficaz gue agueles imunizados com aAliﬁhagem EXpressando
K88 soumente, sugerindo importante papel da antitoxidade nessa protegio.

CLEMENTS e colaboradores (1988) tambeém reportaram gue
individuns vaclinados & produzindoe amticafpag anti—-CTa, demonstraram
moderada protegido contra diarréeia devido a iinhagens de £Tel capazes de
produzir LT e 87 ou somente LT.

Como jA discutido anteriormente, as enterctoxinas CT, LTh e
LTp sdo similares em pstrutura g antigenicidade. Eptre estas, existem
epitopos comuns, capazes de promover reagio imunoldgica cruzaca contra
diferentes orgarismos infectantes. As enteroctoxinas LTh & LTp parecem
ser antigenicamente estavels (KLIPSTEIN 2t al., 1983), o©o gue reforca
seu uso como antigenos imunizadores. JACDB v colaboradores ( 1986) Cor
exemplo, demonstraram gue peptideo sintético da subunidade B da toxina
colérica apresenta reagio cruzada com LTeh e LTep. De todas estas
observacdes, fica claro que imunidede anti-LT &£ importante ng  ‘'design”
de potencials vacinas contra ETEC.

Fimbrias de ETEC, & m contra partida, mao exibem

estabillidade, elas sio antigenicamente diversas entre linhagens humanas



e animais, Nic estdop presentes em todas as limhagens de ETEC. Ecte fato
pode ser decorrente da presenca de novos e desconhecidos fatores de
colonizagan o, em alguns casos, mudangas na prevaléncia desseg
antigenos tem sido verificada em experimentos de vacinagio. Desta
forma, imunizagioc com estes antigenos somente, ndo conferem protecic
contra linhagens exibindo fimbrias e fatores de colonizagio
heterdliogos.

Para facilitar os estudos moleculares da entersctoxina LT e
suas variantes, o Dperon oe LTh foi clonade e caracterizado
molecularmente'(YéMQMDTD & YOKOTA, 1981i; YaMAMOTO et al., 1981) como
também o operon de LTp (80 et al., 1278; DALLAS st al., 1979). Estes
experimentos também abriram a possibilidade da comstrucgdo de linhagens
de E. coli produzinde somente LTeE ou  apresentando mutagdes do gene
zlta. Tais linhagens seriam nAo tdxicas, mas capazes de induzir
anticorpos anti-L7T, & semelhanga do gque foi Ffeito com linhagens
atenuadas de Vibrio cholerae (KAPER et al., 1984).

CLEMENTS et al. (1983) & SANCHES et al. (1982) clonaram ocs
genes correspondentes hs subunidades B de LTh e LTp, respectivamente, =
sugeriram o wuso destas limhagens como vacinas. A construcgin de
plasmidios conjugativos com potencial uso como vacina contra ETEC,
contendo mutagdes no gene elta, mas expressando eficientemente o gene
eltes, foram construidos (CHEN et al., 1985). Em oputroc experimento,
ficou determinado gue linhagens vivas de £ coll expressando somente
LTe conferem moderada protecio contra diferentes linhagens heterdliogas
de ETEC expressando LT (SACK et al., 1988).

A enterctoxina termo-estavel (573, como  jA descutido
anteriormente, €& n3o imunogénica, a N3oc ser gue esteja acoplada a uma

proteima carreadora. KLEPSTEIN @ col. (19Bl) reportaram gue camundongDs



ilmunizados com preparacdes semi—-purificadas de ST accplada A
imunoglobulina G (Igh) de suino, produziam anticorpos anti-ST e exibiliam
protecic contra linhagens de ETEL expressande ST. Estes mesmos autores
em 1982 reportaram resultados similares utilizando peptidec sintf£tico
oriundo do acoplamento, por reacido de carbodiimida, das toxinas LT e
BT. Neste dltimo caso, camundongos 1munizados fornavan—se resistentes a

jw] S}

-

linhagenrns heterdlogas de ETEC produzindo LT & ST ou,
5T somente.

Apds estes promisscores resultados com reiagac a wutilizagdo
de proteinas hibridas como agentes imunizadores,‘ Luma s&ria de
experimentas foram conduziduos, tendo comoc obietivo & construgio,
por manipulagdes genéticas, de genes hibridos expressando as toxinas
LT & 57 ou entre 57 2 a subunidade B da toxina colérica. Desta forma,
uma sequencia de nuclegtideos relacilonada a um decapeptideo da toxina
Th foi ligadeo & extremidade aminoterminal de CTe  (SONCHES st al.,
1988). £ste peptideo nao exiblu toxidade, retinha a capacidade de
ligagacoc coﬁ gangliosideo GM1 e foi reconhecido por anticorpos anti-CTe
e 897. Esses investigadores nio demonsitraram entretanto =1 esses
anticorpos anti—-ST gram capazes de neutralizar a atividade biolégica de
ST.

£ ligac3oc do gene STI & extremidade carboxitermimal do gene
elta {(LTa} foi reportada (SANCHES et al., 198&). Esse gene codificava
um polipeptideo gque formava oligémerg com LT& e pste, por sua vez, teve
& rapacidade de se ligar a gangliosideo GMi. Esse polipesptides hibrido
reagid com anticorpos anti-LTa, LTe = 57, mas nenhuma 1ndicagdo de
imunpgenicidade cu toxidade foi demonstrada.

GUZMAN-VERDUZICO & KUPERSZITOCH (1987} construiram gene

-

hibrido onde a extremidade 3 de 37 foi acoplada a extremidade 5° de
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LTe. O peptideon hibrido resultante reagiu com antitorpos anti~LTe, como
demonstrado em "western blots", mas nenhuma reagio com  anticorpos
contra 5T foi mencionada &, além dissc, o peptiden exibiu toxidade
residual,. devido ao componente 5T, 0 gue reduziu ssu potencial uso no
"design' de vacinas.

89 trabalho mais completo descrevendo a construgdo de  wum
gene hibrideo com potencial uso no "design" de wvacinas foi repcrtado.
Neste trabalho, o terminal 35° do gene 8Th fopi ligado ao terminal 37 do
gene LTeh (CLEMENTS, 1998@). O gene 57 foi construido sinteticamente com
os sitios de restricl3o apropriados para permitir insercd3o em "frame'. O
peptidec LTB~-S5T apds purificago demonstrou ser nao tdxico mas
imunogénico. Animais imunizados produziram anticorpos contra ambos o%
componentes do polipeptideo e tais anticorpos foram cCcapazes de
neutralizar a atividade bioldgica de ST.

A subunidade B da toxina LT, além de servivr como proteina
carreadora para ST e ter importante funci3o na imunizacio de homens =2
animais contra infecgdes por ETEC, tem em suas caracteristicas um
interessante uso como adjuvante na imunizagdo de diferentes animais
contra diferentes antigenos. Epitpopos antigénicos das mais variadas
origens, uma vez acoplados i3 extremidade carboxiterminal do gene L7Ts,
podem ser administrados por via opral g anticorpos anti-L7Te =
anti-epitopos acoplados podem ser produzidos eficientemente  ({(HUOLMGEREN,
1991). Essa caracteristica de LTe reside no fato oesta subunidade
reconhecer e se ligar a receptores presentes nas cflulas da mucosa
intestinal e, assim atuando, poderem ativar resposta imunoldgica mais
efetiva contra LT~B 2 epitopos carreados por ela incluindo & ativagio
da produgdo de imuneoglobulina secretdria Igh {(SigAd.

A extremidade carboxiterminal do gene LTs ia foram
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acopiados além de 5T genes correspondentes a proteinas do
nucleocapsideo do virus da hepatite tipo B e do hepadna virus {SCHODEL
& WILL, 1989; SCHODEL & WILL, 1998). Linhagens atenuadas de Salmonella
carregando esses polipeptidens nibridos, guando administradaes por via
oral a camundengos, foram capazes de ativar producio de IgG sérica
antia~ nucieocapsideo do virus da hepatite tipo B &apdés simples ou
miltiplas doses dependendg da [inhagem carreadora uitilizada.

Por sua similaridade com LT, & subunidade B os CT foi
ligada a antigeno de estreptococos (CZERKINSKY et al., 1989). A
administragio via oral desse polipeptideo induziu a produg3c de IgG e
Igh mucosas B extira-mucosas 2m simples doses. Este trabalho consistiu
rna primeira varcina de uso potencial contra carie.

A l&gica e a importancia da imunizacio via orail e da
ativatio do sistema imunoldégico associado as. MUCOsSas & Que esse sistema
parece, como argumenta JAN HCOLMGREN (1991), ser Gnico, e respostas a
nivel de mucosa intestinal parecem ativar respostas similares, contra
0% mesmos antigenos, nas mais remotas regides das mucosas respiraictdrias
e urogenitais, além de ativarem produci3o sérica de IgG. Assim, vacinas
orais contra infecgdes urpgenitais & regpiratdérias parecem plausiveis
2 LTp como CTe possivelmente desempenharam e dese m penhario importante

papel nessa linha de .pesquisa.
pap (2]

2.5.3. ASSDCIACAD ENTRE ANTIGENDS TOXSIDES E FIMBRIANDS

Vacinas efetivas contra ETELC devem conter antigenos
apropriadons com a capacidade de estimular simultansamente anticorpos
anti-pbactérias e anti—-toxinas, evocando um efeito protetivo

sinergistico. Desta manpeira, o desenvolvimento de linhagens atenuadas
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carregando tanto antigenos de toxinas como antigenos fimbrianos sio de
extrema importancia.
Em um desses trabalhos, FRANCIS & WILLGOHS (1991 como JA

i

discutidao, desenvolveram linhagem de £ coli expressando K38 e LT =
imunizaram suinos com tal limhagem.

A construgdo de genes hibridos LT-ST n3oc {t&xicos abre  a
possibilidade desses serem transferidos para ltinhagens atenuatas gue
expressem diferentes fatores de coloniracdn ou epitopos destss & 0 ©
conseqguente desenvolvimento de vacinas vivas Ccapazes de nduzirem A
producd3n de anticorpos contra ps principais fatores de viruléncia de
ETEC. Butra possibilidade ainda £ a introducido de genes godificando

taig fatores em linhagens atenuadas de Saximonelila B2 O conseqguente

desenvolvimento de vacinas multifuncionailis contra ETEC e salmonelose.

2.5.4., USO DBE LINHAGENS ATENUADAS De Salmonel la ComMo

CARREADORAS DE ANTIGENDS RARA IMUNIZAGAD

Salmonella & uma enterobactéria que tem a proprisdade o
ligar—se a télulas intestinals, invadir e persistir no tecido linfdide
associado ao intestimo (GALT ) comp porta de entreda a tecigos mais
internos (CARTER & COLLINS, 19743, Ums serie de linhagens atenuadas de
ZSalmonella vem sendo descritas., Essas linhagens s3p ndo virulentas mas
retem a capacidade de invadir g persistir no GALT. A importincia cessas
limhagens & gue além de representarem bons agentes imunizadores contra
salmoneloses podem carrear diferentes antigenos, entre eles fimbrias e
toxinas de ETEC, gque ao alcamncarem o GALT, ativam uma generalizada

resposta secretdria s imuncldgica, ] Gue leva a produGAac de

—-
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imumoglobulina secretdéria A (SIgA) contra o antigeno paﬁticular a todas
as glamndulas secretdrias e sporegdes de todas as superficies mucosas do
organismo (HOLMGREN, 19%91). Em adic3o, antigenos apresentados ao BGALT
ativam resposta imunoldgica celular e humoral {(CURTISS et al., 1989).

A primeira limhagem atenuada de Saimonella foi reportada
por GERMANIER & FURER {(1275). Esses autores mutagenizaram linhagem de
5. typhid Ty2 com nitroso guanidina e  isolaram um mutante gue ni3o
apresentava atividade do produto do gene galk, DU Se3a, a enzima
UbP-glucose-4-epimerase que esté envolvida na isomerizagio da
UDF-galactose a UDP-glicose. Essa linhagem chamada Ty2la, por captagio
de galactose produz lipopolissacarides (LPS) e & imunogénica mas o
acdmulo decorrente de galactose-i-fosfato e UDP-galactose rno meio
intracelular cuimina em bacteridlise e a conssquente perda de
viruléncia, L5525 mesmos autores Drapuzeram,-de forma correta, O us0o
gesta limbhagem como vacinma viva atenuada contra febre tiféide.

LEVINE e col. (1987) demonstraram que a linhagem TyZla &£
segura e eficaz na imunizagdo. Neste trabalho, criangas vacinadas nio
adguiriram febre tifdide g apresentaram indice de protegio contra 3
doenga de &63% apds 72 semanas da vacinagdo.

Mutantes galE de 5. typhi TyZ2la foram = vem sendg
utilizados como carreadores de antigenos por wuma <série de autores.
CLEMENTS & EL-MORSHIDY (1984) transformaram 5. typhi Ty2la com
plasmidic recombinante expressando & n3o tdéxica subunidade B da toxina
LT de £, coli = determinaram gue a linrhagem obtida produzia LTs
eficientemsente. imunologicamente & estruturalmenis indistingilivel de
i-Te proguzida por ETEC. Através de testes em camundongos e suinos,
gsses autores demonstraram gue tal linhagem, SE1Z, & avirulenta, segura

& capaz de ativar significante produgldo de anticorpos anti-toxina.
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Esses autores ainda propdem a utilizagldoc dessa linhagem como  vacina
contra febre tifdide, cdlera e infecgéws por ETEC. YAMAMGTO e col.
(198%) demonstraram gue a linhagem TyZla também pode eficientemente
expressar CFA/I & gue tais linhas de pesgulisas podem ser exploradas  de
"design" de vacimnas multi-funcionais.

A linhagem TyZla embora segura = conferidora de protecio
apresenta algumas caracteristicas desfavoraveis. As bases da atenuacic
desta linhagem nic sao totalmente determinadas, multiplas doses sio
regueridas para se alcangar um nivel satisfatdrio de protecio 2 o
rendimento, em termos de prganlismos  viave:s apos manipulacgdes, tars
como liofilizagado e fermentacic ¢ baixo. Com relacdoc ao sSeuw US0  Como

1 manipiilagio

)

carreador de artigencs, esta limhagem e ge dific
genstica. Pesta forma, a pesguisa € o desenvolvimernioc de novas
linhagens atenuadas fol nescessaria.

Neste comntexto, a limitada faixa de hospedeiros de 5. tyoht
tem impedido investigacdes mais precisas de novas vacinas poitenciais.
Vacimas baseadas em S, typht podem ser testadas somente em  hospedeirps
humanos. Muitos dos trabalhos subseguentes envolveram a uwutilizagio de
gutras espécies, comn S. enteritidis cu S typhimurioum gue sdo  habeis
em causar iniTecgdo sistémica em camundongos, semelhantes As  rCausadas
por &. typhi no nomem. Os resulftados obtiocos desta maneira  podem,
entdo, ser aplicadops & & typht e resultados semelhantes podem ser
esperados.

STEVENSON & MANNING (198%) transformaram linhagem de

(£

typhainmuriuwn B3B8, outra linhagem com mutagd3c no gene galks com ©
plasmidic pFMZIBS codificador da fimbria K8H9. Bacterias itransformantes
Expressaram & fimbria e, gquandg wutilizadas nara imunizagio de

camundorgos, ativaram etficiente resposta imunolidgica anti-KB88.
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HOISETH & STOCKER (1981) demonstraram gue mutagdes nos
genes aro, Que controlam a sintese de amincdcidos aromiticos, formam
linhagens ce %, tvpghimuriun auxotrdficas para 2,3 dibhidroxibenzoato e
Zrido para—amincobenzdico e consegquentemente s3c avirulentas. Mutantes
no gene A desta via (aroA) foram utilizados como carreadores de LT-B
(CLEMENTS ot al., 1986; MASELL et al., 198B4) e da fimbria KBE8 (DOUGAN
et al., 198&6). Em praticamente todos ops gasos, os resultados foram
semélhantes aos opbtidos com a linhagem de . tvupht TyZla.

Uma série de outras mutagdes também vém sendo produzidas e
estudadas em 5. typhimuriun., As taticas de mutagdo incluem geralmente
delecdes gue, de uma maneira geral, representam formas mais seguras e
dificeis de serem revertidas, o gue de nenhuma forma pode ocorrer em
linhagens utilizadas como vacinas. Desta forma, mutantes nos genes cvya
e crp gue codificam AMP ciclico (AMPc) e proteirna  receptora de AMPC
foram produzidos em 5. typhi 2 5. typhimurium (CURTISS et al., 12873
CURTISS et al., 1988) & tais linhagens aparentemente sic seguras e
imunogénicas. Duplos mutantes na via QDS aminoacidos aramaticos (DOUGAN
et al., 1988§ MILLER et al., 1989) e mutantes nos genes phoP (FIELDS et
al., 198%9), L gene ~ligado a sobrevivancia da bactéria
intracelularmente, & no gense ompR (DORMAN et ail., 1989, um gene
regulatdério ligado & regulacgio oemdtica da célula bacteriana, véem sendo
testados e linhagens com mutagdes em tais genes parecem
avirulentas,seguras e imunogénicas.

Um dltimo fator a ser discutido com relagZo a egte tdopice
gesta relacionado & estabilidade na manutengic de genes, expressando
diferentes antigenos em linhagens atenuadas de Salmeonella. Plasmidios
portando genes heterdlogos sio faceis de serem mantidos estiveis nestas

linhagens em laboratdério mas n3o em organismos vivos. A utilizatg3o de
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marcas de resistencia a antibidticos &€ decaconselhada e ndo resolveria
o problema. Atentos para o fato, CURTISS et al. (1998) & HONE et al.
{11988) desenvolveram independentemente  um sistema de manuvtencioc de
plasmidions no primeiro casoc, € um sistema de integragio cromosssmica no
segundo caso. Utilizango o sistema de integragd3o cromossdmica, HONE ot
ai. (1988 e CLEMENTS & CARDENAS (19328) comseguiram estabilizar

eficientemente a produc3p da fimbria K88 e de LTe respectivamente.

2.9.5. A BITUALAD ATUAL

Apesar de todos os esforgos de diferentes laboratdérios e
gdas promissoras linhas de pesgquisas na busca de eficientes vacinas
contra ETEC, ainda ndo existem disponiveils no mercado, Varinas
eficientes, principalimente contra colibacilose suina. H&, portanto, uma
necessidade inegivel de se desenvolver tecnolioglia  apropriada para o
desenvolvimento de vacimas contra esta enfermidade, principalmente nro
Brasil, dados os prejuizos causadops por ela. HAa, no entanto, um caminho

longo a ser percorrido.



3. MATERIAL

3.1. PLASMIDIOS E LINHAGENS BALTERIANAS.
Os plasmidios & linhagens bacterianas utilizados neste

trabalho estio citados nas tabelas 1 e 2 respectivamente.

TABELA 1-Plasmidips wtilizadops neste trabalho

PLASMIDIOS | CARACTERISTICAS RELEVANTES ORIGEMN %
PEWD2999 LT’ tap) DALLAS et ai., 1979 !
pulC1lR vetor para clonagem (ﬁp+)' VIEIRA & MESSINE,lQBS%
) [
pPRK2233 vetor de expressao (Qp+) AMMAN =t al., 192685 %
pSB1 pUC18/LTE  (Ap ) este trabalho f
PSB2 pUC18/LTe’ deletado (Ap') | este trabalhc %
pSB3 pkK2233/LTa" (Ap ) este trabalho %
| psBA PKK2233/LTe deletado(Ap ) | este trabalto ?
1

LEGENDA:

+
Ap : ampicilina resistente
LT: toxina termo-labil

LTe: subunidade B da toxina LT
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T&BELA 2~ Linhagens de Escherichia col? utilizadas neste trabalho.,

L INHAGENS GENAOTIFO _ CRIGEM

F7, endAl, hsdR17 (rk , mk },! HANAHAN et al., 1983
DHDS o supEdd, thiil, recAl, ayri7s,

reldl

rechl, Alacpro, endhil, gyrfloe,

|

JM189 thii, hsdRi7, supkEd44d, rélﬁl, e YANISH-PERRON st al.,
+ <
traD36, proRB , lacl®, ZAMI3 5 1985
Hi@4@7 linhagem selvagem CFQ/I+—LT+ EVANS 2t al., 1975

de origem humana

i.

LEGENDA:
Ap: ampicilina

CEFAas/I: fimbria de amostras &£, ceoli humanas.
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3.2, MEIOS DE CULTURA £ SOLUCAES DE US3O GERAL

3.2.10 Meio LB (" 1-Brath ')

Triptopa......... s e e e e e i®g
Extrato de levedura......... Ty 5g
NaCl. ..o reneonnno, P e s e s m s 13y

J soluto foi dissolvido em 880ml de dgua destilada, o
pH acertado para 7.2 com soclucic LBN de NalH & o volume completadgo para

1000mi .
3.2.2. Meic LA {(s&lido)

Ao meip LB acrescentou-se agar na concerntracido de 155

paor litrao.
3.2.3. Meio SOC (SAMBRODK =t al., 1989)

Barcto tripfomna.s i s et s v snacansnnssens 28,05
Extrato de levedura......cvecencenas ce.aD0,8g

Nall i aasnasesasnrarnsasasnsnassrarsasanasa-B8.3g

0s solutos foram dissnlvidos em BBUml de 3gus destilsda
g 1@Bml de uma solugdo de KCOI 258mM foram adicionados. O pH fo: aceriado
para 7.8 com solugioc 11BN de MNalH, o voiume acerfado para 775m1 2 o mein
foi esterilizado por auvtoclavagem. Antes do uso, adicionaram—se ag melo

oml de uma solugio ZM de Mgliz & 280ml de seclucio de glicose LM
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pcierilizadas.

3.2.4.Meio CAYE (" Casamincacids-Yeast Extract ")

Este meic fol preparado segundo Evans et al. (1973).

a) Solugdo de sais de CAYE

T ] U P S e e e m e . 5,8g
L - e @, 5g
H2S50a ImM. s c i c e e e 12@0,8ml

A solucl3o foi preparada dissolvendo-se os sais em  B@mi
de sclugidn 1mM de Hz504. O volume foli completado para 100ml e a soclucic
esteriliizada por filtragio em membrana milipore @8.45um ( Swinek 47nm )

, _ - . O
e armazenada em Trasco esterilizado a 4 C.

) Meio CAYE base:

Extrato de levedura............ eenaas 8,8g
Casaminoacidos...... Wowme e v -2@,8g
Nall oo o sneaeaenns e e .. re e 2,50
KaHPDOdt . 0 v 0o ey, s e e .-«.8,75g
dgua destilada Q.5.p----. veaaas ... 1000,0m1

U pH do meio base fopi acertado para 8.2, esterilizado
por autoclavagem e resfriado a temperatura préxima a SEOC, gquanco foi

adicionado lml de solucio de sais de CAYE para cada 1288ml1 de meio.
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3.2.95. Solugio de NaOH 1@N

Freparada dissolvendo-se 4@ gramas de hMabDH em pastilhas
em B@ml de Agua miliQ e o volume acertado para 12Bml. A solugio foi
actondicionada em tubos de plastico & temperatura ambiente e uwtilizads
para acertar pH de meios de cultura e sclugdes diversas, assim comg o

prepart de diversas outras.

3.2.6. Solug3o SDS { dodecil sulfato de sddio ) L@%

D soluto foi dissolvido em 48@ml de Jdgua mili@ por
aguecimentoc a &8°C sob constante agitagio, o©o volume completado para

50@ml 2 a solugd3o foi filtrada em Whatmann n°3 e armazerada &

temperatura ambiente em frascos hermeticamente fechados.

3.2.7. Solucgido 5D 280%

Preparada exatamente como a anterior.



3.2.8. Solucgdo tampdo Tris.HC1 1M

1Z1.1g de trizma base foram dissolvidos em 88@ml de
Agua mili-G, o pH acertado para 8.8 com HCI1 fumegante e o volume

completado para 1 litro.

2.2.9. SBolucan EDTA B.5SM

186.1ig de EDTA (Acido etileno diaminp tetracético)
foram dissolvido em 820ml de Agua mili-Q, o pH acertado para 8.8 com

soluglo 18N de NaOH & o volume completado para 1800ml.

3.2.19. Soclucdo de Ribonuclease A

Ribonucleése Pl s mssssonssaasnsenanannasns S@mg

Tampao pPara RNASE . sttt et asnasnannaenens Sml

A RNAse foi dissolvida em tampio apropriado, a solugio
foi aguecida por 15 minutos a 1ee°c, deixada esfriar 3 temperatura

l=)

ambiente e estocada a -20 C.

2.2.11. Tampao de diluicdo de Ribonuclease A

0 Tris e ©o NaCl foram diluidos de solugdes mals
concentradas (Tris.Cl 1M e NaCl 5M) para a molaridade desejada, o pH

acertado para 7.3 e a solugi3o esterilizada por autoclavagem.
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3.3. SOLUGSES PARA EXTRACAD PLASMIDIAL E ELETROFORESE DE DNA

4

3.3.1. Solugio 1 (para extragdes em peguena escala)

Tris.HCl pH B.B. vt anstcuanscnnns v e e s 20MM

ERTA pH B.08. ... vsneenaa.. O B v T

Foi preparada diluindo-se 2.5ml e 1m}l das soclucdes de
Tris.HCI 1M & EDTE @.5M respectivemente em 8Bml de agus, o pH
verificado e acertado para B.® se nescessarioc com HCDLl diluido 1:10 e o

volume acertado para 100ml.

2.3.2. Sclucio | {pare extracdes em grande escala)

Freparada da mesma forma gue a anterior a nio ser pelo
acréscimo de 4.5ml de solugc3o de glicose ZB% para cada 18080mi
resultando em uma concentrac3io final de glicose de S@mM e Zmg de

lisozimasml de solucgio.

[

Solucido I1

Al
&)

L1 T 4

Preparada diluindo-se Z2ml e Sml de soclucdes de NaOH

(1@8N) & SDS {Z@%L) respectivamente para um volume final de 1@@ml de

aQua .
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3.2.4. Solugdo III

Acetato de s5910 PH B.B.: e s i i tsarsnanasaao

Preparada dissoivendo-se 24.6 g de actetato de sddic em
60ml de égua'm11i~a, acertando o pH paras 4.8 com Arido acético glaciai

e completando~-de o volume para 100ml.
Para alguns casos onde o DNMA seria purificado com

fenol, fol utilizada & solugdo 111 descrita a seguir:

Ffoetato de potdssio OM.e e i it ciannasas - 00,dmi
Arcido ardtico glacial.eweeereccaceasnnniiy,oml.

AQUa Mill=G.iineeneceatncecanneannanaas.28,5m]

Z.72.5. Solugio IV

- 1
DML

A

Acetato de sédio SM. .t e i i i e v s e n e e mee s
Tris.HCI IM pH B. . .. it ittt s tirnessnea-0,8ml

Agua MiliB. .. i iinassrrinnensnrcasa-:108,0m1

A soiugdo foi preparada diluindoc-se o acetato de sadio

2 0 tampio Tris.HZl em B@Oml de Agua e o volume completado para 108ml.
3.3.6. Solucido de ressuspensio 66X

Filiocoll 400. . i s cnveaunencananunasa?al
Azul de Bromofenol....c. et ceiarvaanaaad,125g
Xileno Cianol FF . oe. s i it it neatnnaces--u@,125g
S50lugdo estogue de RNASE. . vt arn e eereesad,5mil

agua milid esterilizada. . ccrercnaranas . 06, @mi

o
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Os solutos foram dissolvidos por agitagdo em 4@ml  de
Agua miliQ esterilizada. Apds estes estarem totalmente dissolividos,
?,5ml de solugico estogue de RNase foi adicionada e o volume completado

para S5@ml com &gua milill esterilizada.

3.3.7. Tamp3o corrida eletroforética Tris-EDTA-Borato 5=

concentrado.

Trisma DASE ... v iccanr et onaarsonncana 54 ,@g
Acido bédrico....ceu.. Cr e v s:.27,5g
B.5M de EDTA pH B.B..vs i eesananss 20,8ml1
Agua mMili 9.SePeeenn.- e mmeare e i200,0ml.

A guantidade de 54g de trisma base e 27,59 de Acido
barico foram dissolvidos em B@Bml de Adgqua milil, & a guantidade de 2Z2@m!
de ﬁma spolucido de EDTA B,5M foi adicionada. A soluglo fopi agitada por
mals um periodolde 5 minutos, & o volume completado para 120@ml com

dgua milild. O pH desta solugio ndo precisa ser acertado.

3.4. TAMPSBES E SOLUCOES PARA BIDLOGIA MOLECULAR.

J.4.1, Tampio para digest3o enzimatica ES

Tris.HOl .. e it it s s avn e s e s e m s 100mM
NaCl......... cecemeea e e canaaee LBBmM
Beta mercapto etamrol.......... C e naeanaean 7@OmM
Mgllee.eweuns e e ettt ——g

5] DH.fDi ajustado para 7.9 com HCl diluido 1:1@.
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F.4.2., Tampiap para reacoes enzimaticas "One Phor ALl Buffer

FPius" de procedéncia da "Pharmacia LKB Reagentes e Diagndsticos®.
Z.4.%. Enzimas

Togas asc enzimas utilizagas foram de procgedéncis da

"Pharmacia LKB Reagentes e Diagndsticos"
J.4.4. AGnticorpos

) anticorpn praimario anti—CTe foli gentilmente cedido
pRla Dra. Lucila Ficcy: do Departamente de Microbiologia e Imunologia da
UNICAMP & o anticorpo anti-L7s foili cedido pela Dra. Beatris OGutti do
Departamentoc de Microbiologia da Escola Faulista de Medic¥na. Ambos
foram progduzidos por inpgulagio de toxina purificade em coelho.

O anticorpe secundario utilizado foi o anti-Igh ﬂe

coelho conjugado tom peroxidase procedente da "Sigma Immuno chemicals”.

Z.4.5. " Dpuble-Stranded Nested Deletion Kit " de preocedé&ncia

da " Pharmacia L¥B Bioteenology contendo:

~Expnuclease (1l em soclugio de glicerol.

~Tamp3dog Exolll: Solucgic aguosa contendg Tris.HCl {pH
8.0) & Mgli.

—Nuclease 51 em solucio de glicerol.

—Tampio S5i: Solugidoc aguosa contendo acelato de potissio

{pH 4.&6), Nali, In504 & glicerol.
~Solugdo M stop S1 " 1 Solugdo aguosa contendo Tris Dase

e EDTA



—9X mistura de ligagdoc: T4 DNA a ©@.13 unidades/ul em
splucio de glicerol 3B% conterndo

Tris.HC1 (pH 7.6), MgClz, ATR,
espermidina e DTT.
—dhNTPoS: Solug3o aguosa contendo dATPAS, dUTRAS, dETRas =
dTTPRaS.

-Fragmento Klenow FPLC purificado em solugdo de glicercl
~Tamp3p Klenow 1@X: Solugico aguosa contendo Tris.HL1 { pH
7.9 ), MgClz e DTT.

-NaCl @.3M em solugdo aguosa.

~-PEG (polietileno glicol) 25% em solucio aguDsa.

~NalCl/sglicogénin: Solugdo aguosa contendo @.25M de Nali e
2.254g/ 41 de glicogénio.

—Marcadores DNA: Spg de DNA X digerido com HingIII em 13%

de gliceroil contendo B.35%4 de azul de

bromofenol e B.QZ3% de xilens ciamoil FF.,

~DNA controle: &4ug de pBR322 digerido com Sal I 2 Sph i
em Tris.HCL.
3.4.6. " T7 DNA Sequencing Kit " de procedéncia da " Fharmacia

Lt KB Biotecnology " contemndo:

=" A mix-Short & —Long ": ddATP em splugidc com  CATHF,
dCTP, dGTP = dT7P.
-" L mix-Short & -Long ": ddCTF em solugfic com dATE,

dCTP, dGTP e d77R.

~" 5 mix—-5hort & -Long ": ddGTP em scilugio com dO/ATHE,
dCTP, dBETP & dTTR,

=" 7 mix-Short & —Lomng “: ddT7P em solugioc com daTeE,
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gCTP, dBTP = dTTP.
— 77 DNA Polimerase tamponada em solugipo de glicernol.
;Tamgéc gde diluigioc da enzima: solugio contendo
glicerol.BSA & DTT
- HUniversal primer ": S ~-BTAAARACGACGGLCAGT-37 em
solugdn agquosa, 2.88um
(4.44ug/ml)
~Tampao de anelamentc: solugio tamponada contendo Mgllz
e DTT.
~-Mistura de marcagido: dCTP, dGTP & dTTP em solucio.
—Solugdo " stop VY: swulugdc de formamida deionizada
contendo EDTA, xilenoc cyanol e
azul de bromofenol.
=" Qontrol template Y:r 1lBug de Mi3mpl8 simples fita em

5@l de tampio Tris—EDTA.

2.4.7. Revelador e Fixador para Filmes Radiogrificos

T Revelador & Fixador utilizados ma revelacioc de filmes
de radiografia apds exposigio ¢de geis de seguenciamento marcados  com

5% foram obtidos da KODAK Materiais fotograficos.

2.4.8. Solugio gstogue de X—gal (5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil-f3-D

galactosideo).

0 X-gal fol dissolvide por agitagao em dimetilformamida
para uma concentraciao fimal de Z28mg/ml e estocado em frascos pliasticos

protegidos da 1uz a —-287C.



3.95. SOLUCOES PARA SEGUENCIAMENTO DE DNA

%.5.1, Tamp3io de Penaturacic

= Y ] Iml
B T O 4mi
Agua miliQ esterilizada Q-S.Pee...- ve s i@ml

A Sml de agua milil foram adicionados iml de solugioc de
NaOH ZM & 4ml de solugidp de EDTA §.3M e 05 componentes misturados por

agitacgdoc.

<
T

tarmol

3.5.2. Solucioc para Lavagem do Gel de Seguenciamento (M

1@% e Acido Acético 19%).

T = = e 1@0m1l
ACido ACELigO . v uinenncannans e 1O@Bm1
Agua milif Q.S Peeecancacnannas e 10D@m1]

& g00ml de Agua milil Aforam adicionados 18@8ml de

metanol & 1@08ml de scido acético gue foram misturados por agitacio.

3.6. TAMPOES E SOLUGCSES PARA EXTRAGCAD E  ELETROFORESE  DE

PROTEINAS.

Z.6.1. Boluci3o de TCA 40% {Acido Tricloroacéticol.

Acido TricloroaC@ticl. e e o e e e enenennes 439

Agua miliQ esterilizada MH.S.le.veen.-. 13@mi

&



0 TCA foi dissplvido em volume minimo de &Agua e ©-
volume completado para 1@@ml. A solugdo foi armazenada em frasco

plastico a 4°C.

3.6.2. Tampdo Tris.Cl S@OmM pH 7.4

Trizma base.. .. eeecnanenanannse ‘o maa. . wead,6g
dgua MiliB.. ..o vens e e hwe e 106,@ml

0 trizma foi dissoclvido em 8@8mi de Sgua miliG o pH
acertado para 7.4 com HC1 1N, o volume completado para 12@8ml e a

solucio fpil esterilizada por autoclavagem.

3.6.3%. Solucdc Etanol:Eter etilico (LV/1V).

Etamol PeB. . it envinosnasanarene St e 20m1l

Eter etilicCo..ceeneereenn e s e e e e e 5@0ml

A splugldo fpi bompgenizada por agitagio e armazenada a

-26°C.

3.6.4. Solugio de Monémerp (30X T e 2.7% Chis)

Acrilamida......... D w1 T
Bigsacrilamida. ..o oreacronncnasannans 1,69
Agua mi1liQ esterilizada 9.S.p...... .. 20@,90m1

A acrilamida & a bis acrilamidsa foram dissnlvidas em

1%8m1 de 4gua e o volume completado para 280ml. A solucgsdo foi entido

al



. ; . L] 2
filtrada em papel Whatmann nn 53 &8 armazenada em frasco escuro a 4°C.

- £ o

3.6.9. Tampio gel!l de corrida 4% (Tris.HC1 1.3M pr B.8)

L2 . 7 .1

Agua milil esterilizada Q.S -Peesosens . 200.@0ml

0 Tris foi disswuivido em 19Bm! de Agua milid, o pH

P
e

acertado para 8.8 com RO fumegante, filtrada em papel Whatmann n 2 e

D
armazenaga a 4°C,

3.6.6. Tampido gel de empacotamente 4X (Tris.HCL B.SM plk &6.8)

L= T O ¥4 I Y s

Anua MIlil 0.5 D et veerenenerncenens.SB,Eml.

0 Tris foi dissuglvido em 45ml de sgua miiiG, o pH
acertado para 6.8 com Acido cloridrice concentradoc & o v lume

completado para S@mi.
2.6.7. Boluglo catalizadora (Ferzulfato de amonig 12%)

FPFersulfato de amonild. .c.ee s eeaciesaasnsanal

Agua miliG. ..t ie it e e it 080m]

O persulifato de amoSnig  foi  dissoivide em  dgua  oom

agitagio. A solugdo foi filirads em fiitro Whatmano n°3, dividida em

T r -
ailquotas e armazenada a -Zd C.



3.6.8., Tamp3o de corrida (Tris @.8Z5M pHB. 3, Glicina @.

8DS B.1%)

2 5 = 12,119
Glicina.ernoe. o e e e .. -57,6Cg
Sol. SDS 107 .. e arnn ot 4 e «..39,0ml
Agua destilada. . vvee v oo ansnnanans 4803 ,@m!
D= solutos foram dissolvidos em 3I5S@80ml te

destilada e o volume acertado para 4000mi. NIo £ preciso acertar

deste tamplo.

3.7. SOLUCAES DE COLORAZAD DE PRATA.
A coloracio dos geis de poliacrilamida com prata

metodologia descrita por BLUN et al. ( 1987 ) cem modificagdes.

Agua

c  pk

seguiud

3.7.1. Fixador (Etanol 59%, Acido acético 12%, B.5mis1 de

formaldeido a 37%4).

Etanol .. i i e st eeeetnnnes e e e e P8 ,8ml
Arido acético glacial..... e et et 120,@m1
Formaldeido a 37%. v ir e immenannnsanss d,5ml
AQua MiliB..veennnncennnns 1 = 7, T

Os componentes da solucdo foram misturades com  agirtagic

2 a solugio armazenada em frascos hermeticamente fechados 2 temperatura

ambiente.

o
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3.7.2. Solug3o de Etannol S0%

Etanol e Agua foram misturados com agitacio e a solucio

armazenacga em frasco hermeticamente fechado &2 temperatura ambiente.

Z2.7.5, Solugip de Pré-~tratamento (Tiossulfato de Sadioc @.82%)

Naz520a. 5H20

Agua miliG. ... e e s e r e 30D, 0ml

G soluto foi dissolvido em Agua milild por agitagio.

Esta solucdo foi preparada imediatamente antes do uso,

(]

.7.4. Solug3o de Impregnag3o (Nitrato de Prata B.2%,

B.75ml formaldeido a 374).

AghNGCa. . .... cmr et a e e e e c...B.60
Formaldeido a 37%....... “e ot e aaraaa e B,225m]
Agua miliG. it i it it i 388,80ml

Apds a prata estar dissolvida em 308ml de agus foi

adicionado formaldeido. Esta solucgio fpl preparada imediatamente antes

do wsoD.
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3.7.5. Solugdo Reveladora (Carbonato de S4dio &%, Tiossulfato

de S&dio @.4mg/s1l, @.5ml/]1 de formaldeido a 37%40.

NazCO2. c v i et s e n v v U =
Sol. Prée—Tratamento. e e s e aa. e &,@8mi
Formaldeido a 377 . . i i i s s v et s s e e emensnna D, 15ml

Aqua Milil. . ittt etscnannananaea00,8ml

A Quantidade de NazCOz foi dissoclvida em 258ml, a
solugioco de FPré-Tratamento e formaldeido adicionadas e o volume
completado para Z8Bml. Esta scilugdc fol preparada imediatamente antes

do uso.

3.7.6. Solucip Bilogueio de Revelaglo ( Metangl 8S@Y%, Acido

Acetico 1274 )
g =3 = e s 14 A T
Acido acdtico..ee e e e e Z2Dmi

Agua mIliG. ..ot erenrencanansannanasnB@Bml

Os componentes foram misturados por agitagd3o e a soluciec

armazenada a temperatura ambiente em frascos hermesticamenie fechados.

Z.7.7. Solugio de Metanol S@B%

1= ol e T e 1717 1

Agua MIliG. . . in it et i c e B@m]

O metanol e a agua foram misturados com agitegas & 0 &
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solugdo armazenada em frascos hermeticamente fechados & temperatura

ambiente.
3.7.8. Solucidc de preservagdo I (Metanol 3I@%).

MEtanOl.vr i it s naracannman  eae e e 32@0M]

Agua miliG...... G emeaaa e f e e e e 70@ml

Preparada da mesma maneira gue a soclugdo do item

anteriaor,

3.7.9. Solugio de Preservagdo Il (Glicerol 3%4)

UOs componentes foram misturados por agitagldo e a
zolugdo armazenada a temperatura ambiente em frascos hbermeticamente

techados.

3.7.1@8. Marcadores de Pesos Molecularas para SDE-PAGBE Foi

Utilizado o Kit da Sigma (MW-5DS-78).

3.7.11. Tamp3o de ressuspensio 22X {Tris.Cl 18BmM pH 6.8,
Glicerol 208%, SDS 4%, Azul de Bromofenol g.2%,

Z-mercaptoetanol 1@%).

TrFiS .. cenran e e e I . A =4 o
DS s et e n e B, -1 Tl
~Azul de Bromofenol........... resransaaa8,82g
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Glicerol.. .o fe e e nid, 28ml
Z-Mercaptoetanol..... .. i i D, 10m

AQua Cestillada. .. vnecrsrrrecennnanene.-1i2,00ml

Os componentes foram misturados e dissolvidos 8 © pH
arertado para 6.8 com HCI iM. A solugiao foi entido digtribuida Bm

s @2
aliguotas e estocada a ~-20°C.

3.8. SCLUCSHES FPARA IMUNO-HEMALISE FASSIVA  (SERAFIM et atl.,

19795 .

Z.8.1. S5olucio Estogue de Tampic Trieta pH7.4

MOS04. 7H20 . o v v e s e e e e e e e 1.,%9
CaCle.Z2Hz20. . v i i d e i s s m e m i nnn v N i B~ e

LA = 0 e 5 T 7 1w
Solug3o de Trietarnolamina.. . .ceeeere.esaB,38mi

AQua destilada .S .Deercaercannreene..lB@B,Bm]

Apds todos oS Solutos serem disstlvidos por agitagsc e
as solucgdes adicionadas em BBOmlI de Agua destilada, o pM foi acertago
para 7.4 com Nalh 18N e o volume completado para 1888mi. A& solugic foi

Do

ectorada a 47C.

3.8.2. Bolugdc Tampio Trieta pH 7.4

Solug3o estogQuUB . . s i tr st s u st n s ann.. . LBD,Bm)

Gelatina......... e e e e m e @,5g
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Agua destilada Q.S-.P .« vveeccnnceannn 1908,08m1

A gelatina foli dissolvida em 1@ml de Agua destilada por

aguecimento e a essa solugdo foram adiciovnados 1@8@8ml de solugio estogue

de tampdo Trieta e o volume completado para 1@8Gml com Agua destilada.

3.9. SOLUGCSES PARA "WESTERN BLOT" (SAMBROOK et al., 1989).

3.9.1. Tamp3o0 de Transferéncia pH 8,3..

Glicina.ssccesnaa e " =]
I il =T = = =Y — o I & 1 74 o
SDS. ... et e sar i e et e asr e aae e -.-B8,37g
Metanl........ P e s e s s a s s s . 200,0ml
Agua Milil Q. S.epPr-r e ennnnnnan e 1BBB,8ml

0 tamp3p foi preparado dissolvendp-se ns  contelddos
B@¥Bml de &gua mili-G. O pH foi acertado para 8,2 com HCl fumegante e

volume completado para 100@0ml com dgua mili-G.

%.9.2. Soluglo Estogue de Coloraclo "Ponceau S".

Pomceau S.vie v irerenans T ]
Acido tricloroacético...... s e 38,8g
Acido Ul fossalici 1iCOe . vr s enns e 3@, 8g
Agua milid O.S.peeea..- . e 100,8ml

A solugido foi preparada dissolvendo-se os solutos

&8
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88ml de Agua mili—-@ por agitagidc. Guanto todo o solute estava
dissuivido, o volume da solugic foi completado para  100mi ccm  agua

miliidd.

2.9.3. S5oiugdo "Ponceau 5" de Usc para Coloracgao de Proteinas

Imobilizadas em Filtro de Nitrocelulose.

Esta solugdo foil preparada dissolvendo-se uma parte da

solucio estogue de “'Ponceau SY em nove partes de Agua miiiG.
%.9.4, Tamp3o Fosfato Salina (FBS)

Nall .o nseiminsnnnennnnea P Sl

S P =4 1o
Naz2HP D o i s e e s it e e e e N 4 ¥ X
KHZP 4. ot v v s s vt s e rm s s s accssnnesannes=ad,28g
Agua destilada Q.S-D.cvrereenans ... l200,00m1

Us solutons foram dissolvidos em BO@Bml de agua destilada
por agitsagio, o pH foi acertado para 7.4 com solucdo iM de HC1 e o
volume complietado para 1088m]1 com Agus oestilada. A solugido foi enmtio

. . <
autoclavada e armazenada em frascos fechados a 47°C.

2.9.5. Solugio Bloguradora.

Leite em pd OPSHALA00. v et v ascsnvra,8Q
Tween 20, @ u e i i s i e s i i s e e e e . -2,805m1
Tampdo PBS Q.S.p-- v i imnn i annnens 1238,90ml



0O leite em pd foi dissolvido em 88ml de tampio

equivalente a 2Byl de tween 20 foi adicionado 2 o volume foi completadoc

para 1@®@ml com tampio PBS.

3.9.6. Solugio Blogueadora Livre de Fosfato.

Lelte em pd desnatado. v o v s e v e eennneass 5,308qg
NaCl......... s e an e e s aas e e 0,889
Tris base (solugdo 1M)......... “ e m e 5,0@8mi
Agua Milid Q-S . Pe- ettt nnonanssnsaran 109,00m1

PBS,

0 NaCl foi dissolvido em 80ml de Agua miliQG

agitacio. Apds este procedimento foi adicionadeo 5ml de solugio

de tamp3o Tris.Cl & o pH acertado para 7,3 com solugio 1M de HCL,
o volume completado para 10@8ml com agua miliQ. A guantidade de

ieite em pd desmatado foi entl3o dissolvida por agitagiZc em B0mi

o

P

estogue

30

zengn

wi=]

desta

solugdo de Tris-NaCl. O volume final foi entio acertado para 18@ml

esta mesma solucio.

3.9.7. S50lugdo de Lavagem do Filtro de Nitroceluliose.

MNaCl..or v eaameenncenna e e s e e E e @.88g
Tris base 1IM..... b e b e s Em e e e aasa o, B@m1
Agua milil Q.s.p..v... et ee e 100, 8@m}

Esta solugdo fol preparada exatamente como &
{(item Z.9.6), a nio ser pela auséncia de leite em pd desnatado

formulagio.
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o
-0
14]

Hz202 30 VolumesS ..o e e oeen .

Agua milid Q.8 . Deeresrecanaannnenns

A solucdo de Tris.Cl @,01M
por diluicio de 10Tyl de tamp3o Tris.Ci 1M
actertado para 7,6 com HC1 18080mM e o volume
dgua miliQ. Somente momentos antes do

guantidades regueridas de diaminobenzidina

7y

foi

preparada

Solugio Substrato para Peroxidade pH 7.6.

em 8ml de aAgua milil, o

completado

LSO

e Hz20z2.

foram

para 1@mi

adicicnados

previamente

pH
com
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4. METODOS

4,1. EXTRACAD PLASMIDIAL EM PEQUENA ESCALA

As amostras bacteriaras foram crescidas por 18 horas a
37°C em 3ml de meio LB sendo 1.4ml dessa cultura transferidos Ccara
tubo "eppendorf’. Uma vez nesses tubos, a cultura foi centrifugada par
2 minutos a 120008g em microcentrifuga. 0 sobrenadante ol descartado =
g sedimento ressuspenso em 18Qu1 de solugido [ e mantido por 8 @ minuios
no gelo. Adicionaram—se entic 200u] de solugidsc 11, misturada por
inversio do tubo e mantida por 3 minutos no gelo. Apds ssse periodo  de
tempo  adicionaram—-se 15@0xl  de svlugido 111, também misturada  por
inversdo. Depois da preparacic ser mantida eﬁ gelo por 15 minytos, a
mesma foi centrifugada por 3 minutos s 1Z2880g = 408wl do sobrernadante
transferidos para outro tubo "eppendorf” onde foi adiciornado 1 ml e
etanol 108% gelado (2.3V). Este feoi misturado por inversio 92 a
preparacgio, apds ser mantida por 1 hara a —BQOC, foi centrifugada a

120089 por 35 minutos 2 temperatura ambiente para precipitar o DMNA

plasmidianc. 0 sedimento fogi ressuspensg  em &1 e tampia TE )
analizado guanto ag perfil plasmidial por eletroforese em gel de

agarose. Para preparasgdes de DNA a serem digeridas com enzimas O
restrigdo, o sedimento foi ressuspenso em 188421l de solugio IV & Z0@1
de etanol 108% gelado foi adicionade. £ preparacao fol  invertida para
misturar os conteddos 2 mantida por 1 hora a -22"C, serndn o @ DNA
precipitadeo novamente por centrifuga;ia. a 1Z88B8g por O minutos. o

-

gedimento apds seco, Tol ressuspenso em 4804l de tampic T.E.
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4.2. VISUALIZACAD FPLASMIDIAL EM GEL DE AGAROSE.

Preparaches de DMNA foram analisadas atraves de
eletroforese em gel de agarose. Para preparar o gel, os lados de uma
placa de vidro cujas medidas eram léecm de comprimento, por Zecm  de
largura, foram celadoes com fita crepe, o pente contendo 12 dentes foi
ajustado na posig¢io e altura adeguadas, e 68Bml soluc3o de agarose em
tampdao TEB ma concentracido adeguada foram adicionados. 0 2 gel foi
gelificado & temperatura ambiente p a eletroforese conduzida em cuba
horizontal, onde guantidade suficiente de tampio TEB fol adicionada para
robrir o gel totalmente. Procedeu—-se pré—-corrida a 1080 voltse para
iimpeza do gel antes da aplicag3o das amostras, uma préfcorrida a 15
miliamperes para a entrada das amostras no gel e, a corrida
propriamente dita foi conduzida a 1@8@ voltg. Para serem aplicadas as
amostras foram ressuspensas em tampio contendo soliugido de ressuspensio
{solugio de azul de bromofenol). A corrida foi interrompida guando o
corante marcador estava localizado a ©@.5cm do fim do gel. 0O gel foi
2ntio transferido para uma solucglo aguosa de brometo de etidio (Sugs/ml)
e apds 38 minutos as bandas de DNA  foram visuallizadas em  luz ultra

vimlieta.

4.3, AMPLIFICAGCAD PLASMIDIAL

Amostras bacterianas foram crescidas por 18 horas a 37°C

em Zml de meio LB contendo o antibidtico para o gual o plasmidio timha

resistéenclia 2 B.5ml dessa cultura foram transferidos para “"erlemmaver”
rontendo SUml de meio LB (diluic8o 1:13@) com antibidtico. Essa nova
cultura foi cwultivada sob agitagioc (1@8@rpm) a 37° ©  ate atingir
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absorbincia de 2.5. Alcancado esse  valor, 2dm1 dessa cul tura foram
tramsferidos para Z28@0ml de meioc LB em "erlemmaver’” gue foram cultivadas
sob agitacdo a 37°C até absorbancia 0.6. ; essa  cultura fol . ertao
adiciomnado o antibidtico cloranferniczol para uma concentracio finail Cce

178pg/ml & cultivadas a %7°C sob agitacio por 18 horas e submetidas a

extracido plasmidial.

4.4, EXTRAZAD PLASMIDIAL EM LARGA ESCALA

Cada Z200ml de cultura plasmidial cuic plasmidio temha
sido amplificado foram centrifugados a SOWBrpm por 15 minutos em tubos
de centrifuga com capacidade para 25@0ml em volume. O sedimento
ressuspenso em oml de solugio ] e, a segulr,iransferido para tubos
menores ( capacidade 4@ml ) & mantidos no gelo por 38 minutos. A seguir
adiciognaram-se 1@ml de solugdo 11, misturadsa por inversic e mantida no
gelo por 5 minutos. A lise alcalina foi interrompida pela adigdo de
7.95m1 de solugio 111 e apds 2B minutos po geln, a preparacgic foi
rentrifugada 2@ minutos a 10888rpm, 0 sobrenadante filtrado e

transferido para cutro tubo oncde adiciconaram—se B.6 volumes de Alcooi
isopropilico gelacde. A preparacao fol mantida 1 nora a -Z28°C e o [T
plasmidiano precipitado por centrifugacic a 10888rpm por 195 minutos =&
QDC. U sedimento fol lavado com o mesmo voiume de altcoocl 784X & seco &
temperatura aﬁbiente até gue nenhum traco de liguido fosse visivel. ]
sedimento foi ressuspenso  em  4mi de tftampdc T.E B maisz uma ve:z
centrifugado, agora & 7080rpm por 13 minutos para precipitar o excesso
de proteimas. 0 sobrenadante recuperado 8 o DNA plasmidiano curificado

por extracio com fernol:clorofdrmio ou centrifugagsic em gradiente de

cloreto de césin.
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4,.5. PRECIFPITACAD DE DNA.

A menos gque especificado de putra forma, solugdes aguobsas
de DNA foram precipitadas em etanpl. A concentracio de sal da soiugﬁo
fo1 acertada a partir de uma soclugioc estogue de NaCl 5M para uma
concentracado final de 280mM. A essa solugdo foram adicionados 2.3
volumes de etanol 18080% gelado, ps conteidos misturados por inversdo do
tubo variass vezes © em seguida mantido A temperatura de -28°C por no
minimo 1 hora. 0 DNA foi entioc precipitado por centrifugacic a 12080@g
por S minutos, o sobrenadante descartado e ao sedimento foi  adicionado
volume equivalente de etanpl 78% gelado cuidadosamente pela parede
inversa do tubo com relacd3c 5 localizagdo do sedimentm. A solugdo foi
novamente centrifugada a 120088 por 2 minutos, jw sobrenadante
descartado e o sedimento seco A temperatura ambiente g ressuspenso no

tampio adeguado.

4.6. ERUILIBRIO DO FENOL FARA PURIFICACAD PLASMIDIAL

(SAMBROOK et al, 1989).

0 fernol bidestilsado foi liguefeito por aguecimento a
68°C. Adicionou-se hidroxiguinolina para wuma concentragic final de
@.1% & volume eqguivalente de tamplo Tris.HCl pH 8.8 1M. A mistura foi
agitada e mantida & temperatura ambiente até a formacio de duas fases,
a8 JquUosa é 3 fenélica. & fase aguosa fol entid3oc coletada e igual volume
de tampio Tris.HC1 ©.1m pH B8.86 foui adicionado & fase Tfendlica,
misturada e deixada a mistura imdével até a separacio das fases. Eogte

procedimento foi repetido até que o pH da fase fendlica fosse igual ou

maior a 7.8. Apds o fenol estar eguilibrado e & fase aguosa removida,
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adicionaram—-se @.1 volumes de tampio Tris.Ci @.1iM pH 8.8 contemdo @.27%
oe /3 mercaptoetancl. Assim preparado, o fenol foi estocado a 4°C em
frasco ﬁrotegido da luz.

Quando convernlente, utilizou-se para purificacic de DNA
plasmidial & mistura fenoliclorofdrmic:ilcool iscamilico na propoyrcio
25:24:81 respectivamente. Tanto clorofdrmic como Alcopl isvamiiico ¢ao

nescessitam Qe preparo antes do uso.

4.7. FURIFICACAD DE DNA PLASMIDIAL ATRAVES DE EXTRACED OOM
FENDOL:CLOROFSHMIO: ALCODL ISUAMILICT  (SAMBROOK et ai.,

1989)

um volume de 408 9 a S8Gl dg DNA  plasmidiel a serem
purificadps foram transferidos para tubos "eppendor{” & mesmoc voiume da
mistura fenol:ciorofdrmio:alcool iscamilico foi adicicnado s  agitado
até a formacio de uma emulsido. A misturae foi centrifugada a 1ZBGEg Doy
3@ segundos 2 temperastura ambiente. A fase superior, gue geralmente é &
fase atuosa, onde estd o DNA, foli transferida para novo tubo.
descartando—-gse a faze fendlica e a interface. A& extracidoc foi repetida
até gue nenhuma proteima fosse visivel na interface. Adicionou—-se entio
igual volume de clorofdrmioi&lcool isoamilico (24:1) e apds agitacido
centrifugagio e recuperagio da fase superiocr, o DNA fol precipitadn com

2.5V de etanocl apds a corregio da concentracio de WNaCl.



4,8. PURIFICACAD DE DNA PLASMIDIAL ATRAVES DE CENTRIFUGACAD

EM GRADIENTE DE CLORETO DE CESIO,

0 volume da preparagio de DNA plasmidial foi acertado
para 4.2ml onde adicionaram-se 4.2g de cloreto de césio & brometo de
etidio na concentracio final de 8@pg/ml. O indice de refraci3o Ffoi
medido em refratédmetro e acertado para 1.368B pela adicioc de cloreto de
cézsio ou tamplo T.E. A preparacio fol centrifugada a 68800rpm por 2@
horas a 20°C. Apds a corrida, a banda correspondente ap DNA plasmidiano
foli visualizada em UV longo e coletado com seringa. O brometo de etidio

-

foi extraido com selucdo de butanol saturada com agua ( item 3.8 ) & a

preparacio foi dializada contra Agua mili~0 por 36 horas.

4.9, EXTRACAD DE BROMETC DE ETIDIC DE PREPARACOES DE DNA.

As preparacdes de DNA contaminadas com brometo de etidio
adicianou-se igual volume de soluclo de butanol saturadoe em Agua,
misturado por invers3o varias vezes e centrifugada por 2 minutos a
12008g. A fase superior contendo o butanol e brometo de etidic diluido
foi retirada com micropipeta. Repetiu—-se tal procedimento até gque a

solugc8p de DNA estivesse limpida.,

4.18. DOSAGEM DA CONCENTRAGCAC DE DNA EM AMOSTRAS PURIFICADAS.

Diluigées de 538, 108 e 589 vezes foram preparadas e
analisadas guanto 4 absorbidncia em espectrofotédmetro nos comprimemtos

de onda 260 2 288 namometros (mm),., Cada 1 unidade de absorbincia a
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260nm £ sguivalente a SUupg/ml de DNA dupla fita. A relagho 260/280nm,

em amostras puras deverid apresentar valores entre 1.85-Z2.0.

4.11. DIGESTAD COM ENZIMAS DE RESTRICAQC.

A 18Bpl de scluciac de DNA plasmidial foram agdlicionados
2pel de tampic apropriado para a atividade enzimatica i@ VEZTES
concentrato & guantidade suficidénte da enzima {(volume fimnal prdximo  de
2Bl Apds misturado, o contedido do tubo foi centrifugado
momentaneamente e incubado a 37°C {temperatura Lideal para todas &S
ernzimas utilizadas neste trabalbo) por 2.5-3.0 horas. Apds esse peEricho
de tempo, a preparacico for novamente centrifugada momentaneamente a
1288y v analisadas guantoc 2 eficidéncia da reaglo parse armalise de clones
ocu para futura purificagido de fragmentos em agarosze tipo VII {7 Low

meltimng point agarose ", Sigma), como descrito no item 4.12.

4.,12. PURIFICACAD DE FRAGMENTUOS DE DNA  EM  AGAROSE TIRPD VII

("LOW MELTING POINT", Sigma;.

figarose "Low Melting Poimt” ma concentracio apropriada,
gue depende do tamanho do fragmento de DNA a ser purificado, foi
dissolvida em tampioc TEB e uma vez preparado, o gel foi gelificade em
refrigeradot (4°Cy.

A eletroforese fol conduzida em refrigerador a 580 volts,
sendo feita pré—cprrida a 15mA para emtrada de amostra mo gel. Apds 2
rorrida, o gel foi corado em solugidoc de brometo de etidic (B.5ug/mi; =)

visualizado em luz ultra viclets de comprimento de onda longo. A& bands
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correspondendo ao fragmento fol cortada e transferida para tubo
”eppendn?f” onde adicionaram—-se cinco volumes de tampio TE ao pedago de
agarose,., A mistura foi incubada a 65°C por 5 minutos para derreter a
agarose g submetida A& extragio uma vez com fenol, uma vez com
fernol:icloroférminialcool iscamilico 2 uma wvez com clorofdérmic:alicool
ispamilico conforme item 4.7,

A fase aqubsa foi entidoc submetida a precipitacio de DNB

com etanol na presenca de B.25 volumes de 1@0M de acetato de amdnioc.

4.,13. DEFOSFORILACAD DE DNA DO VETOR PLASMIDIAL.

0 DNA plasmidial foi digerido com as enzimas de
restrigido apropriasdas, precipitado com etangl e ressuspenso em F¥ul de
tampao Tris.Cl ©.1M pH B8.9. A essa solugio foram adicionado 7.5ul  de
tampio Tris.Cl @.1iM e Mgllz SmM pH 8.0 e 2.3wl de uma solugd3o de CIAR
{"Calf Intestinal Alkaline FPhosphatase") diluida 1:199 em tampio
Tris.Cl B;lﬂ e MgClz SmM pH 8.8. A Mistura foi incubada por 30 minutos

[e] rr . . o o
a 37 C e a reacdo foli parada com a adigio de EDTA para concentragio

final de 5mM e aguecimento a &5°C por 1  hora. Apds esse periodo de
tempo & preparagido fol extraida uma vez com fernol, uma vez com
fenoi:rclorofdrmic e wma vez com clorofdrmic. A fase aguosa fToi
transferida para tubo novo, a concentraciao de sail ajustada

adicionando-se #.1V de acetato de sddio 3M pH 7.8 e precipitada  com
2.9V de stanol. 0 sedimento foi ent3o lavado com etancl 78% e seco &

temperatura ambiente.

79



4.14. CLONAGEM MOLECULAR DO GENE ELTe.

Em um tubc “eppendorf’ foram adicionado o enuivalente a
B.iug de DNA plasmidial vetor digerido, defosforilado e purificado por
eietroforese em agarose tipo VII e guantidade eguimolar do fragmermto a
ser clonado, com extremidades coesivas complementares hs go vetor. Agua

. B B . . . - .
mili-d foi1 adicionade completando-se o volume para 7.5pl.A mistura foi
R > & . ; .

agquecida a 430 por 5 minutos para desfazer guaisguer ligagdes entre

terminacdes coesivaz gue ienham se formado. Rpdss esfriamentc a B C =2

preparacio adicionou-se 1pl de tamp2o "One Phor A1l Buffer', il de
soiucan de RATP SmM B guantidade suficiemnte de T4 DNA Ligase. Rpds  ser
misturada a reacio foi rentrifugada momentaneamente & a reacio

conduzida 2 temperatura ambiente durante periodo aproximado de 18
Roras.

A eficisncia da reagio fol analizada em gel de agarose

6D

e celulas competentes de Eocelid DHSa foram transformadas, Cs
transformantes assim obtidos foram analisados gquantoc a3 presenga do

fragmento clonado.

4,15, TRANSFORMACZAD BACTERIANA,

Um volume de Z.9m]l de pré—inoculo da linhagem de E.coll
DH®m  crescido a 37 L em 5Sml de meio LB foi transferido para
"erlemmayer” com 5@m)l de meio LB (diluicglo 1:20) = as células trescidas
sob agiltagioc (1@8Grpm) a 37°C até absorbdncia ©0.5. A sequir  a cultura
foi tramsferida para 2 tubos de centrifuga (25ml/tubo) e submetida &
centrifugacio a S00@rpm por 1@ minutos {4°Cy. O sobrenadante foi

descartado e o sedimento de cada tubo ressuspensc em ZOml de solugcio de

=174



CaClz B.1M., A preparacac foi mantida 1B wminutos em gelo =2 entéo
centrifugada nas mesmas. condicgdes anteriormente descritas. G
sobrenadante foli descartado & o sedimento de ambos o©os  tuhos foa
ressuspenso em Zml da solugfo de CaClz e tranmsferida para tubos ce
ensalo em aliguotas de 200ul. Apds 4-28 horas no gelo adicionou—-se DNA
plasmidial ma concentraclo aproximada de 60 nanogramas as aliguotas
gue foram mantidas por mais 43 minutos no gelo e ent3o submetidas a
chogue térmico de 5 minutos a STDC e resfriadas a B8°C por 2 minutcs.
Meio SO0 (BOBul) foi adicionado a cada preparacdoc e incubadas a =7°C
por 49 minutos. Apds a preparacio ser transferida para tubos
"eppendaort’, foi centrifugads a 1Z2080g por £ minutos e o sedimento

ressuspenso em 1808u1 de meio LB e plagueado em meios seletivos

apropriados.

4,16. ANALISE DOS CLONES OBTIDOS

A analise dos clones obtidos a partir da clonagem foi
realizada a partir de extrac3co plasmidial em peguena escala até solucio
IV ou purificag3o através de extragld3o com fermol:cloroférmio { SAMEBEROOK
et al, 1989) 2 visualizacio do fragmento clonado através de
eletroforese em gel de agarose apds digest3o com as enzimas oo

restrigio apropriadas.
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4.17. DELEGCAG DA PFPORCAD CARBOXI-TERMINAL DO {GENE ELTH,

CORRESPONDENTE A SUBUNIDADE B DA TOXINA LT

Para delecgdo da poOrgao carboxi—-terminal do gene
correspondente 2 subunidade B da toximna LT, extracioc em larga escala do
plasmidio pSHBl1 foli preparada (conforme item 4.4} , purificado par
centrifugacio em gradiente de cloreto de ctésio (item 4.8) & dosado por
leitura de absorbancia em espectrofotémetro {item 4.18). O
eguivavalente a Bug do plasmidic pbBl foi digerido com a enzima de
restrigin Hindlll, digest3o0 ssta monitorada atraves de eletroforese em
gel de agarose. Apds a digestio enzimitica, a preparacizo de DNA L foi
adquecida por 18 minutos a 78°C para inativar a enzima e precipitada com
etannl para retirar o excesso de sai. 0 eguivalente a 4upg de DN&
plasmidial foi entio ressuspenso em 2@l de Agua miliG. 6 segulir, a
preparacio plasmidial foi submetida & digestdo com exonuclease 11,
utilizando—-se para isso, todo o material e metodologia descrita no

"double-stranded Nested Deletion Kit" da "Pharmacia LKB Biotecnology'.

" 1

Seguindo o protocolo, em tubo eppendorf foram adicionadps

1

E3ml de tampdo S1, 66wl de agua miliG e lul de nuclease 51, = Sl

dessa mistura foi emtdo pilpetado em outros 12 tubos mantidos no gelo.

3] it

Em outro tubo eppendor f foram adicionados 8yl de tampio para

Exonucleasze (11, Bul de solugdo Nall B.5M e 8l de Zagua milid. A 201
dessa solugio foram agicionados Z28ul de soclugioc de DNA e a mistura fos:
incubada a 37°C em banho maria para equilibrar a temperatura. A essa
mistura foli entdo adiciomnado 1wl de exonuclease 111, misturada
gentilmente e ipncubada a 37°C. A cada intervalo de 30 segunoos, DDl
dessa mistura foi transferidos para tubes tom nuclease S1, misturados

‘"gelicadamenie & mantidos no gelo. Antes pnor am de acrescentar

exonuclease 111, 3.3yl da mistura foi transferido para um tubo com
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muclease S1 para servir como tempo de digestio @ segundos. Ao tooo
foram conduzidos 11 tempos de digestio, com intervalos de 3@ segundos
entre eles, perfazendo um total de 330 sequndos. Os  tubos contendo a
mistura de reagdo foram retirados do gelo e incubados & temperatura
ambiente por 1 hora, para agio da nuclease S1. Apds esse periocto oe

(B

tempo adicionaram-se 1.74) de solucio stop " da nuclease S1 e a
mistura foi incubada a &5°C por 19 minutos para inativar a enzima. Para
anilise da digestip, Zpul de cada reagio foram submetidos i3 eletroforese
em gel de agarose U.74 e a mobilidade de cada tempo de reagiao  foi
comparada com a migracio de DNA de bacteriofaco A digerido com HindIli,
gque apresenta fragmentos linegares de DNA de tamanho conhecido. Como
resultado dessas analizes, os tempos de reacgio entre 60 e 2780 ssgundos
eram Os qQue apresentavam a maior probabilidade de possuirem o fragmento
cujo tamanho era o procurado. A esses tempos de reacgdo  foram  entio

adicionados " linkers * de Hindlll para restabelecer o sitic de

restrigido {conforme item 4.18).

4.18. LIGACAD DE " LINKER " PARA RESTABELECIMENTC DG SiTIO DE

RESTRIGAD.

Aos tempos de digestio entre 68 e 278 segunidos Toram
adicionados " linkers " na extremidade digerida para restabelecer o
sitio de restriclio. A cada tubo, correspondente a cada tempn , contendo
Bul da mistura de reagdao, fol adicionado 1pl de sclugido de © linker
HindIII na concentragdo de lpg/pl e 5ipl da mistura de ligacdc do "
double-stranded Deletion Kit " & a mistura foi incubada & temperatura
ambiente por 1B horas e aguecida a 65°C por 15 minutps para inativar a

ligase. A torcentragido de sal foi acertada para ©.2M ctom solugi3o de
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NaCllB.SM e 2.9 volumes de etanol foram adicionados e misturados por
inversio do tubo. Apds a preparac3o ser mantida 18 horas a -20°C, o DNA
foui precipitado por centrifugacdo a 12000 em microcentrifugs por 7
minutos. 0 sedimento foi lavado com Alcool 784 e apds centrifugagin a
12080 por Z2 minutos fol seco & temperatura ambiente. O DNA  foi  entic
ressuspenso em 9l de  Aguwa milid, acrescido de 1yl tde tampio de

digestio £8 e digerido tom a enzima de restrigdo Hindlll. Estae digestio

foi purificada com 7 gene olean (Bio 1@1 Imc.) para retirada de
fragmentos do " linker " em excesso, liberados apds digest3o. O DA
assim  obtido foi religado e utilizado para transformar celulas

campetentes de L. .colid DHSa. Células de cada tempo, obtidas apds a
transformagio, foram submetidas 2 extragidp em peguena escalia, digeridas
com enzima de restrigio Hind III e amalizadas por eletroforezse em gel
de agarose quanio ao restabelecimento do sitioc de restrigiZo Hind III e
quanto 4 presencae & tamanho do fragmento. Dessas andlises, cClones que
apresentavam fragmentos, cujo tamapho estava prdximo ap  procuraco,
foram analisados guanto & seguéncia nuclectidida para se determinar a

extensiAo da digestip com sxonuclease 111.

.17. SEQUENCIAMENTO DE DNA.

In

Os fragmentos de DNA a serem seguenciliados foram
subcionados em pldC 18, anajisados gquanto & presenga do fragmento
correspondente ao gene LTb digerido com excnuclease 111 e guanto ao
numero de fragmentos ligados. Clones gque contimham um  dnico  fragmento
inserido nos sitios EcoRl e Hindlill do plasmidiec »UCLIE foram entio
submetidos & extracio plasmidial em larga escala e purificados por

centrifugacdo em gradiente de cloreto de cgsio. 0 DNA plasmidial foi
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dosado em especirofotémetro e o eguivalente a Bug de DNA plasmidial foi
precipitado e ressuspenso em 40pl de Agua miliG. A preparagic de  DNA
adicionaram-se 4@p] de tampio de denaturacic e a mistura -de reagan
incubada a2 temperatura ambiente por 5 minutos. Aphs ecse  periodo de

tempo, adicionaram-se simultaneamente 8l de acetato ce amonioc e 1764

de etancl 18B% gelado. A preparaciac foi mantida 1R a -Z0°C e o DiA
precipitado por centrifugagio a 120@8g = a 4°C  por 32 minutos. Ao

sedimento fol acrescgido 1 mi de etancl 780X e a preparagic novamente
centrifugada por 15 minutecs a 12008g a 4°C. Apds © sedimento estar
seco, fol ressuspenso em 2041 de agua milil e dividido em 2 tubos

11

eppendorf . Para um dos tubos foram transferidos 1@p1 da  preparagio,

211 de " universal primer 7 e Z2pl de o annealing buffer . Para o ouiro
tubo foram transferidos B.8u1 oa preparacgidc de DNA, 3.Z2uml de ' reversal
primer " e 2yl de " annealing buffer 7. 8 contedddo dos tubos  foram

misturados por tapping ', centrifugacdos momentaneamente € incubados a

37°C por 28 minutos. Apds a incubagio, 0% tubos foram mantidos por 1@
minutos a temperatura ambiente. Nos intervalos das reacoes 34
descritas, para cada reacic de seguenciamentoc foram marcados tubos com
A (adenina), C {(citosina), G (guanima) e T {(ftimimna), um de cada, E 4
cada um deles foy transferido 2.51) dos dideoxinuclectidios
eguivalentes, sendc mantidos em geloc até sua uwtilizagic. Em outro  tubo

1

eppendorf " a emzima T7 DNA polimerase Ffoz giluida em tampao oe

Zar:

N

diluigdo para 1.9 unidades/wl e mantida rmo gelo ate sus  witil g

mistura de reagld3o fol preparada adicionando-se as seguinites substancias
em tubo "eppendorft’

e A 7 Agua miliQ3

crmrrrriararrreneeronul da mistura Ge marcagio

vearasararresaarrss2ngtl de enzima T7 DNA polimerase diluida

-

v, ‘ In -
crerrerreernsnreer sl de dNTP marcado com 5, onde o & o nme



de reagbes de seguenciamento. Os conteddos foram misturados por
"tapping", centrifugados momentaneamente e mantido no gelo. Dessa

mistura de reagio, 6pl foram pipetados 2m cada tubo contende a  amostra

de DNA anelada ao primer e a reacd3op foi ingubada & temperatura
ambiente por 5 minutos. Enguanto esta reacl3po se processava, 0% tubos
contendo ps dideoxinuclecptidics foram transferidos do gelo para banho
maria a 37°C e mantidos por no minimo 1 minuto nesta temperatura, antes
o préximp passo da reacido.

Concluido o tempo de reagido e estando os tubos com
dideoxinucleotidiuos devidamente equilibrados & temperatura de 37 °C,
para g¢ada um destes foram transferidos 4,511 da reacac de
seguenciamento, misturados por pipetagem e intubados por S minutos a
37°C em banHD maria. Decorricdo o tempo de incubagido, a cada tubo fo1

LK

adicionado 2ul de ' stop solution e tranaferidos para gelo. GQuando
todas as reacdes foram concluidas o tubos  foram centrifugados
momentaneamente e armazenados a -20°C.
Imediatamente antes de carregar o gel, as reagdes foram
-

descongeladas 2 aguecidas a 8B°C por 3 minutos e Zpl de cada reagio foi

apliicado no gel de seguenciamento.

4.70. MONTAGEM, CONDIGC®ES DE CORRIDA ELETROFORETICA PARA GBEIS
DE SEQUENCIAMENTO E SENSIBILIZAGAD DE FILMES
RADIOGAFICOS

Para ops experimentos de seqguenciamento de DNA foi
utilizado eguipamento da FPharmacia (descrito no item métodos). Foram
feitos dois geis de concentragip diferente de poliacrilamida, um 3% e

outro &4 para melhor resclugdco de seguéncias  longas 2 turtas,
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respectivamente. No preparc do gel foram adiciomados 29.2g de  ur

{1

13,
6ml de TBE 16X , 7.5ml de solugic de acrilamida 4@% para gel 5% e 9,.9mi
para gei &% &8 o voiume final de ambas as preparagdes foi  completado
para &£@0ml com Agua miliQ. . A gorrida foi conduzida a uma voltagsm de
2809 volts, sendo que o gel de curtas fol retiradoc guando © primeiro

corante marcador de corrida chegou no Tim do gei. O gel c¢e longas 3o

fpi retirado Z horas apds o segundo marcador ter salido do gel. Apds a
interrupcioc da corrida, uma gas placas de video foi retirada
ctuidadosamente ficando o gel preso na outra placa. Isso foi facilitado

devido aoc fato de no preparo das placas para montagem do  gel, M a

superficie dessas fol passado ¥ rippell (produto ca " Pharmacia LKB

“J,para evitar a aderéncia do gel, enguantc gue na putra Tol passado
biding cilane " {" Pharmacia LKB ") para a aderé&éncia do gel. Estando o

ge. preso na placa com Y bidaing ciiane U, esie foi mantidc em Uma

solucdo de Metsnol 10% e Acido Scético 18% com agitacio por 30 minutos,
lavado exaustivamente sob &gua corrente e seco em estufa a 45C por
aproximadamente 18 horas. Apds secagem, 0s geis foram expostos a filmes

radiografticos (Hyperfilm-MP, Amersham) em camara esgura geralmente  por

tres dias, 0 gue dependia da idade do material radicativo.

4.21. REVELADAD DE FILMES RADIOGRAFICOS.

Em 3 cubas de plastico com  tamanho suficiente para
acomodar ps tilmes radiograficos foram colocados Revelador (kTODAKT,
agua e Fixador (KODAK) préprios para revelagioc de filmes de raio X, eif
nuantidade suficiente para cobrir o filmes. Em camara escura,os filmes
foram mantidos 3 minutos 1mersos no  revelador, passados em Agua

rapidamente e mantidos mo mimimo 3 minutos no  fTixador. ApSs oSSE

S
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periodo de tempo o filme foi lavado exaustivamente em Agua corrente e

os resultados analisados.

4.22. EXTRAGAD DE PROTEINAS TOTAIS DE £.colt

Amostras bacterianas a serem submetidas & extragic de
proteinas totais foram pré-inoculadas em 3ml de meio LB e cultivadas &
37°¢C por 18 horas e entdo 200ul dessa cultura fol inocuiada em Z20ml de
meio CAYE. Esta cultura foi incubada a 37°C sob agitagideo {(13@rpm) por
18 horas & 0 sedimento bacteriano de 3ml dessa cultura foi coletado por
centrifugacdo a 1280®0g por 5 minutos. Us 13ml restantes foram
centrifugados a S08@rpm por 15 minutos e 0o sobrenadante recuperado e
submetido a precipitagio de proteinas (ltem 3.22). 0 sedimento foi
FESSUSpENSE 2m 5.0ml de tamp3o Tris.HC1 S@mM M 7.4 e novamente
coletado por centrifugagldo a i2080g por 3 minutos. O sedimento foi
entio ressuspenso em 1254l de agua milill 2 a preparacio foi adicionado
1251 de solugio de ressuspensic. A preparagdo foi fervida por S
minutos, passada repetidas vezes por seringa de agulha 23 gauge,
centrifugada por 18 minutos a 1200809 2 o sobrenadante transferido para

nove tubo, onde foi congelado a -28°C até seu uso.

4.23%. PRECIPITACAD DE PROTEINAS DO SOBRENADANTE DE CULTURAS.

Como comentadoe no item 3.22, 193ml de culturas cultivada
em meic CAYE, foram centrifugadas a S0@@8rpm por 19 minutos, o sedimento

descartado & o sobremadante submetido & precipitaci3o de proteinas. &

ense sobrenadante foram adicionados 2.5ml de wuma solucfco de Acido
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Tricloroacetico (TCA) 497, cbtendo—se uma Soilugdo final de
aproximadamente 5%. Essa preparagio foi mantida em gelo por 58 minutos
e centrifugada a 1980@rpm por 1@ minutos. O sobrenadante foil descartado
e o sedimento rezsuspenso em iml de sclugidoc de etangol:éter {1:1)
gelaoca, mantida noc gelo por 30 minutos & novamente centrifugada para
coletar o sobrenadaente. kEsse passo foi repetido por mals gduas vezes, O
sedimento seco o temperaturs ambiente e ressuspenso em 200401 de tampao
de ressuspensico. A preparagio  foi entao fervida por 3 minutos,
centrifugada a 1Z200080g tamb2m por 5 minutos, o sedimento descartadoc e ©

R . - - [
sobrenadante transferido para novo tubo e congelado a —207C.

4,24, ELETROFORESE DE RROTEINAS EM BEL DE PUOLIACRILAMIDA,

Fara geis de S05-PAGE foi utilizado equilipamento
gletrogforético de proced#ncia da 7 Pharmacia LLKB  Biotecocnology

modeio ZO@B1. No preparoc do  gel foram adicignados as solugdes nas

concentragdes citadas na tabela 2.



TABELA 3:

CONCENTRACOES DE SOLUGDOES PARA SDS-FAGE

Gel Corrida(ml) Gel Empacotamento(ml}%
i
SOLUGBES 12.5% A 13% A 4% A é
2.71 BisA 2.7% BisA 2.7% Bish é
f
3I0%. A e 2.7% BisA 25 26 2.66 §
Tris.HC1l 1.5M pH 8.8 i5 i5 - é
Tris.HC1 @.5M pH 6.8 —- —— 5.0 §
1@% SDS 2.6 8.6 2.2 E
!
Agua destilada 19.1 18.1 12,2 i
Fersulfato Amanio @.3 @.3 @.1 ?
i
TEMED { @1 ) 20 Z0 19 %
| i
LEGENDA:
A- Acrilamida

BisA~ Bis acrilamida
As solucdes foram misturadas por agitacio branda
e uma vez polimerizado os géis, as amopstras foram aplicadas & a
eletroforese conduzida em tampdo de corrida Tris-Glicina a 128V por

aproximadamente & hora

durante a noite. Em se

s ou a 18mA quando a corrida era

guida os géis foram submetidos & colioracio por

prata conforme item 3.23.

F0

realizada



4.25. COLORAGAD DE PRATA DE SDS-FAGE.

Ao serem retirados da cuba de eletroforese, 0os gfeis  a
serem Ccorados com prata foram mantidos em solugido fixadora por periodo
de tempo maior ou lgual a 1 hora. UOs géis, apds esse pericdo foram
transferidos para solugdo de etanol 50%L e mantidos em agitacio por 20
minuftos. Essa Gitima operacido foi repetida mais duas vezes e entic o
gel foi tranmsferidog para solugio de pré—-tratamento por 1 minuto em
constante agitagio. A soclugio de pré-itratamento foi entic dispernzaca e
o geis lavados F vezes em agua, por um periodo de Z0 segundos de cada
ver, Us géis fouram entdo imersos em s0luciac de impregnagic e mantidos
em agitagido por mais 2@ minutos. Seguiu-se Z novas lavagens de Z8
segundos cada uma, &M agua € a visualizagido das bandas proteicas por
imersfo dos geis, ainga com agitagic em solugido reveladora. A revelagdo
foir parada por 2 lavagens Seguidas de 2 minutos cada uma em Agua 8 Ccom
a 1mersic dos géis em solugio " stop Y por 180 minutos com agitagd3o. Os
0&ls foram mantidos em solugic de metanol 304 até serem fotografados e
a segulir foram plastificados em papeil celofare. G&is gue seriam
plastificados foram primeiramente transferidos para solugio 30% cde
metanol por 38 minutos, a seguir em solugio de gliceronl 3% por mais 3@

minutos e em seguida plastificados.

4.,.2&6. IMUND-HEMOL ISE PASSIVA

Este teste foi utilizado para verificar a producdo e a
secrecian da enterotoxina LT ou Ca subunidade B desta, presente no
sobrenadante de culituras de diferentes amostras de E. ceoli, e foi

realizado comforme descrito anteriormente (SERAFIM et al., 1979
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As amostras de £, coli a serem testadas foram incubadacs
sob agitacio a 37°C por 18 thoras. Apdés este pericdo de tempo, as
culturas foram centrifugadas por 18 minutos a 1@.2E2 rpm. G
sobrenadante fol recuperado e mantido a -20°C até o seu uso, sendo ©
csedimento descartado. No caso de culturas da linhagem de £, zoii JMLIGY
contendo o plasmidio pkKK2233, estas foram incubadas sob agitacac a 37
ate a densidade dptica de @,6. Neste instanmte fol adicionado solugiu de

IPTG na concentrag3o final de 1mM e a cultura incubada por mais duas

horas nas mesmas condicdes descritas anteriormente, sd entio w
spbrenadante destas culturas foram submetidos a centrifugacio.
Fara a realizagio do teste PIH, a wum tuboc de ensaio

foram adicionados 5@ul de tamp3o trieta, 5@l  de ressuspeEnsio de
hemacias de carneiro padronizadas em tampio trieta e S8l de
sobrenadantes de culturas. Para cada um dps sobrenadantes testaoos,
foram realizadas trés misturas de reagido. Estas misturas foram
incubadas por 3@ minutos a 3I7°C em banhe maria. Em  seguida foram
adicionados 1@8Bul de antissoro anti-toxina colérica (diluido 1/188 em
tampio trieta) em dois tubos de cada reacio, permanecendo o© iferceirc
como controle negativo de reagdc. Estas misturas  foram novemente
incubadas por 38 minutos a 37°C e a seguir acrescidas de complemento
(diluido 1718 em tamplc trieta). Apds incubacgic a T7°C por 45 minutos,
as preparagcdes foram submetidas a leitura em espectofotometrc com
comprimento de onda de 420 namometros para verificar atividade de LT &
consequente lise de hemacias. .

Foram considerados resultados positivos aguelies gue,
guando submetidos & fHrmula abaixo, resultaram em valores maiores ou
lguais a S@Qpg/mi.

Y= DO media X 1000 onde v £ o valor da producg3o de LT

5,9
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4.27. "WESTERN  BLOT" PARA DETERMINAR A CAPACIDADE DAS
PROTEINAS LTB INTACTA E DIGERIDA DE SEREM

RECONHECIDAS POR ANTICORPOS ANTI-LT.

FPara a transferéncia de proteimnas de geis de
poliscrilamida-SDS5 (SDS~PAGE) a filtros de nitroceluiose, os geis foram
montades e a corrida eletroforética  foi ctonduzida como descrita
anteriormente {item 3.24). Fara cada experimentoc de transferéncia foram
feitog douis geis onde foram aplicados as mesmas amostras, a3 mesma
seguéncia, sendo gue, um dols geils fol uwtilizado para a transferé&ncia e
o outro foi corado com prata (item 3.25). Este procedimento permitiu  a
comparacio entre os padrdes de migragioc das amostras profteicas e o
observado no filtro apds transferéncia.

O filtro de nitrocelulose foi cortado num  tamanho
identico ao do gel & mergulhadeo em uma cuba-com Agua m1liG no minimo 35
minutos antes da transferéncia. Duas pegas de papetl “Whatman = 3MM"
também foram cortadas e mergulhadas em tampio de transferéncia. 0O
aparato de transferéncia foi entio montado de tal forma qQue o©o gel
estivesse em contato oiretoc com o filtro de nitrocelulose e estes,
envoltos pelas duas pegas de papel “Whatmar  IMM"L Assim montado, ]
aparato foi transferido para cuba de tranmsferéncia onde previamente ja
havia sido coloucado tamplo de transferéncia. Este aparato foi montado
de tal forma que o filtro de nitrocelulose estivesse voltado para o
anodp e o gel para o catodo da cuba. A transtferéncia fo:i ent%@
realizada a 490¢mA por aproximadamente 680 minutos e (] aparato
desmontado. G gel foi entio submetido a coloragi3c de proteinas  por
prata para verifticar a eficiéncisa da transferéncia.

g filtroc de nitrocelulose foi, apds transferéncia,

incubado h temperatura ambiente, em solucio de "Poneceau 5" até gue as



bandas proteicas estivessem nifildas, comprovands a eficigncia da
transferdncia. O filtro foi entdo lavade varias vezes com  agua milil
até gue ftodo o corante fosse refirado e incubado por anroximadamente i
a 2 horas com agitacdo Drancta em solucgao DbDlogueadora & femperatura
ambiente. Apds este periodo de tempo & solugio blogueadora foi trocada
e antissoro anti-LT ou anti-TT7 foi adicionaco i concentragao
apropriada {(diluigio 1/7100). 0O filtro foi incubado nesta solucic por  ©
horas com agitagdo brandse e, a seguir, lavado com tampio fosfato trécs
vezes (1B minutos cada) em agitacic constante. Apds a ultima iavada em
PES o filtrao foi lavado mais uma vez em solucgdn de iavagem livre de
fosfato (15@mM de NaCl = 5@8mM de Tris.Cl pH 7,2) 2, a seguir, submetido
a reacio com anticorpoe secundaric.

Fara a reac3o entre os anticorpos primirio e secundario,
o filtro foi1 tramsferido para cuba com soiuéio blogusadora  livre de
fosfato e anticorpo anti~igh de coelho fol adicionadoc na concentragio
apropriada (diluigao 1/2008). Esta preparaian foz incubada a
temperatura ambiente, com agitacdo branmnda por 1 hora e meia. ApHSs este
periodo de tempo, o filtro foi lavado gquatro vezes {10 minutos cada)} em
solugcdo de lavagem livre de fosfato, com agitacgdo branda, e submetido s
revelacldo com o substrato diaminabenzidina {(DAB).

A solugdo correspondente a ultima lavada fol descartada

e o filtro foi imerso em Solugiao substrato para peroxidase (amg s DEB
em 1@ml de Tris.Cl @,81M pH 7,86 e 1@gpl de Agua orxigenada  fol
adicionada. O progresso da reagio foi monitorado cuidadosamente. Guando
as bandas estavam com a intensidade desejada, (] filtrm foui lavaco

abundantemente em Agua corrente para  Dparar a rYeacio e, guando

necessario foi fotocgrafado. .
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5. RESULTADOS.

S5.1. CLONAGEM DO GENE ELTe NG PLASMIDIO pulCis.

A digest3p do plasmidio pEWDZ9Y com as enzimas de
restrigio EcoRl 2 HindII] gera dois fragmentos de DNA com 7268 e 6BRE
pares de base aproximadamente, sendo que, este dltimo, contém o© gene
eltpr, codificador da subunidade B da toxina LT (Figura 1). Para a
purificacic deste fragmento de DNA, © eguivalente a 4pg do plasmidio
pEWDZ297, purificado por extracgio com fernol/clofdrmio {(item 4.7 de
mE&todos ), fol digerido com as enzimas Jja referidas e, a mistura
de reagio submetida & eletroforese em gel de agarose tipo VII {agarose
"low melting point’) seguido de extragido com fenpl/clorpfdrmio (item
4.17 de metodos).

U vetor plasmidial pUC18 fpi purificado por extraglioc em
gradiente de cloreto de césio & o eguivalente a 4ug deste DA, foi
também digerido com as enéimas EcoR] e HindgIIlI, visando posterior
cionagem do gene elts. Apds a digestion, o plasmidieo foi submetido &
reagdo de defosforilacd3o (conforme ftem 4.13 de métodos) e, a seguir,
purificado utilizando-se eletroforese em gel de agarosgse tipo VII.

Para a reagdno de ligagio, foram wutilizadas guantidades
gguimolares dos fragmentos de DNA contendo o gene elts e do vetor pUCLS
digerido e defosforilado. A reacd3o foi analisada por eletroforese em
gel de agarose (Figura 2). (Uomo pode ser observado nesta figura, varios
fragmentos de DNA, oriundos da ligacao, aparecem na canaleta
correspondente, com pesos moleculares intermediarics ou  mesmo  mais

pesados  gue o DNA do vetor e do fragmento elts. Foram aplicadas no

gel, guantidades equimolares destes DNAs com relagdoc as gquantidades
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presenties rna aliguoia, separada da reagioc oe ligagio, 2 analisada ho
gel sletrofordtico. Desta forma, pode-se  concluir gue a reagdc de
ligagdo fol efetiva por dols motivos. Primeiro, pela presenca de
fragmentos com tamanhos diferentes dos fragmentos correspondentes a0
DNA vetor e do gene elts e, segunbo, pelo Tato das bandas
correspondentes a estes DNAs, na reagio de ligagioc., terem praticamentie
decsaparecido, O gue prova gue esteg DNARs ligaram—se entre L.

A mistura da reacio de ligac3c fol entidc wutilisada para
transformar células competentes de £, coli DHDSo {preparadas conforme
ftem 6.15 de métodos) e, a seqguir, selescignadas em meio de cultura com
ampicilina & Xgal. Apds i1noubagioc a z7°¢ por 28 horas aproximadamentie,
centenas de oolanmnias brancas foram selecionadas, transferidas para
novas placas com amplicilina 2 submetidas a_ axtracio plasmidiai em
peguena estala (item 4.1 de métodos). Tais extragdes foram analissdas
por eletroforese em gel de agarose e comparadas, guanito ao perfiid oe
migracio do plasmidic puCisd (dados ni3o mostrados). Amostras gue
apresentavam plasmicdic com padr3o de migragio diferentes do apresentado
por pUCLE, foram purificadas por extragio com fenol/cloroidérmio g
digeridas com as enzimas EcoRI e Hindlll e, novamente analisanas  por
eletroforese em gel de agarose {(1,48%) para detectar a presenga oo
fragmento em questico. Algumas ambsiras positivas para a presengs  deste
fragmento foram entdo submetidas & an&lises para & determinagdo do
ndamero de fragmentos presentes em tais plasmidios quiméricos.

A clonagem, em fungdo das técnicas utilizadas, poderia
resultar na presenga de um anico fragmento, ow ndmeros impares deste,
Jja& gus tais moléculas de DNA nio foram defosforiladag. A digest3c de
preparacdes purificadas, desses piasmidios quiméricos, com &  enZima

FcoR1 ow com & @nzima Hindlil somente, geraria um fragmento de DA, de
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aproximadamente 12080 pares de bases, composto por dois fragmentos elts
ligadns, s2 trés ou mais destes estivessem presentes. A Figura 3
demonstra o perfil migratdrio, resultante da digestio de wum plasmidio
guimérico com as enzimas EcoR] e/opw HindlIll. Como pode ser notado, a
presenga do fragmento de 120@0kb n3c fol detectada, e esta amostra  foi
caracterizada comp contendo plasmidioc onde, Lim anico .fraqmentc eltr
estava presente. Este plasmidio foi demominado pS5SBi e, se referia
portanto. ao vetor pUCLB, contendo fragmemto codificador do gene elts,

inserido na regiido "polilinker", entre os sitios EcoRI e HindIII.

S.2. DELECAD DA PUORCAD CARBOXI-TERMINAL DO BENE ELTH

fpds purificagdo através de gradiente de cloreto de césio,
O plasmidio pSBYI foli lirnearizado com Hindlll e submetideo 2 digestio
progressiva com a enzima Exonuclease 111 (item 4.17 de métodos) para a
retirada do "stop codaon” do gene elts. A efetividade da reagldo foi
analisada por eletroforese em gel de agarase {dados n3on mostrados).
Como esperado, a diminuigi3o no tamanho do fragmento, correspondente  ao
olasmidio linearizado foi diretamente proporcional ac tempo de
tratamento. As moléculas obtidas desta maneira, foram adicionados
"linkers"” Hindlll & religadas. Os diferentes tempos de reagic foram
entio utilizadas para transformar células competentes de E. coli DHSe,
como descrito em métodos.

Amostras de bacterias correspondentes ans diferentes tempos
de reacido foram isoladas, estocadas, submetidas a extragio =]
purificacdo plasmidial e, digeridas com HindIII, para detectar aguelas

que continbam plasmidios, onde o "linker” HindllIl estava presente. A
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ni3o digestio de algumas amostras era indicagidc da auséncia de linker?”
e tais amostras foram descartadas.
T padr3o de migrasio dos plasmidios lingarizados., também
foi amalisado e comparado com marcador de pespns moleculares conhecidos,
.
senda  selecionadas amostras bacterianas contendo plasmidios com
tamanho, em pares de bases, proiximo aoc esperadeo. & Figura 4 mostra o©
pasrac de migragio plasmidial de diferentes clones, obtidos apds
tratamento com Exclll = linearizados por digestio com HingIil. (Al
distiancia de migragcdo das banrndas plasmidiais nmesta figura foram medidas
e analisadas em um grafico, em papel monolog, para a determinagio
aproximada do tamanho dos plasmidios obtidos, em gpares de hases. Neste
experimento, o DNA de bacteridfageo A digerideo com HindlIl foi wutilizado
Ccomp marcador. A parbir dos resultados obtidos dessa forma, dois ciones
(P8 e 218 Fforam submetidps a seuuéﬂciamentm-de nuclectideos, para a

determinagio da extensio da reglio deletada pelo tratamento com EX0II!

{estes clones estiao apontados na Figura 4).

53.3. SUBCLONAGEM DO GENE ELTe DELETADO EM piUC1B

—

O vetor plasmidial pUCLE & caracterizado pela presenca de
sequéncias nucleotidicas adijacentes &2 regiaoc "polilinmker", hom&iogas
aps "primers'", wtilizadps freguentemernte para © segquenciamento de
fragmentos de DNA inseridos nesta regiio. A reagdoc de anelamentoc entre
o “primer"” e tais sequéncias £ imprescindivel para a reagiao de
spguencliamento. Lomo o plasmidio p58Ll, embora tendo como base e2m sua
construcidc, o plasmidio pUCLE8, foi submetido & reagio de digestadao, com

uma exonuclease, de tal maneira gue a segudncia préxima ao sitio
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Hindlll foi totalmente deletada, para a realizagido da reacio oe
sequenciamento, fol necessaria uma subclonagem dos fragmentos em pUCisg.
A FiQQra 5 reepresenta um esguema demonstrando a atividade da cxolll
sobre o plasmidio pSBl =, a delegio oda seguédncia proéxima ao sitio
HindIIl B responsavel pelo anelamentn com "primer” na reagas  de
sequenciamento.

A Figura & demonstra as analises de restrigac de plasmidics

-

LY

oriundos de reacdo de ligacdo do fragmento correspondente so clones 1
em pUClg8. Como pode ser observado, duas amostras Toram caracterizadas
como positivas para a presenca desie fragmento. Uma destas foi estocaca
& o plasmidio denominado pSB2.

0 fragmento presente no clone 984 também foi subclonado em

puCiB, mos sitips EcoRl & HindlIll, priginando o plasmidio pSBS.

9.4, SEQUENCIAMENTO DO GENE EL7e DIGERIDO COM EXQITI, EHM

DIFERENTES TEMPOS DE REAGCAD.

As seguéncias nucleotidicas obtidas apdy reaqin ue
spguenciamenteo, dos fragmentos presentes nos vetores plasmidiais pSB:D &
ESBS, foram comparadas Ccom  sequénclas  descritas ny=} literatura,
torresponogentes ao gene elie, para a detecgido de mutagdes, decorrentes
de exposigio a agentes mutagénicos, durante as manipulagdes
experimentais. Nernhuma alteragao foi detectada na sequéencia
nucieotidica, guando comparada com Sseguéncias ia descritas na
iiteratura.

0 cédon de terminacdo de tradugic "TAGE" foi encontrado no
fragmento presente no plasmidio p5BS, © gue inutiliza a utilizacic

deste, comn gene codificador de possivel proteina carreadora  de
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epitopos antigénicos, inseridos na porgdo amino—-terminal. 0O vetor pSB2,
peloc contrario, ficou caracterizado por apresentar delegd3o que envolvia
gsta regiio e, a auséncia desta, abria a possibilitade da wtilizacgi3o
deste no desenvolvimento de wvacinas. Dos 375 pb codificadores da
subunidade B da toxina LT, 93 foram retirados pelo tratamentoc com a
‘Eexonurclease (Figura 7).

A partir destes resultados, o fragmentn estralideo deste
plasmidio foi ciocnado no vetor de expressd33o pKK2233. A  proteina
expressa a partir deste gene, neste vetor, foi entio analizada quanto &
sua capacidade de ser reconhecida por anticorpos aﬁti*toxina colérica,

& pela capacidade de ligagdo & gangliosideo GMl de superficie.

3.5, CLONABEM DOS GENES ELTe DELETADRD E INTAETO NO VETOR  DE

EXPRESSED pKK2233.

Os genes elts intacto & deletado foram extraido dos plasmidio
pSBl e pSBZ2 respectivamente, por digest3c com EcoRI e HindIII,
purificados por eletroforese em agarose tipo VII 2 clornados no vetor de
expressio pKK2235, digerido com as mesmas enzimas e defosforilado.
Colarmias bacterianas de E£. coli JM1P9, isoladas em melo com ampicilimna,
apds transformagio utilizando as misturas.de ligagao, foram estocadas e
analisadas Quanto i presenga dos fragmenitos correspondentes.  Duas
dessas ampstras foram caracterizadas como contendn os fragmentos. e  as
analises do perfil plasmidial por eletrgforese em gel de agarose
{1,4%), apds digestio com EcoRI e/ou HindlIlIl estio demonstradas na
Figura 8. Estes plasmidios foram denominados pSB3 e pSB4,

correspondendo ao plasmidio pKK2233 comtendo © gene elis 1ntacto e
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digerido, respectivamentes,

S.6. EXTRAZAC DE PROTEINAS TOTAIS DARZ CELULAS E oo
SOBRENADANTE DAS CULTURAS CONTENDG PLASMIDIOS pSBX  E

nSBZ.

Proteimas totais das c£iuias e do sobrenadante das culturas

foram extraidas de amostras de £, coli JMI®9 portanco os plasmidios

pDSEB3, pHHEE4 e pKKZZ233. Extracdes de proteimnas da amostra JM1E89, mAo
portando pissmicdin, comg também  da limhagem de £ colil  HI@4a@7,
produtora padrio da toxina LTh, também foram efetuadas. Talis

preparacédes foram analisadas por eletroforese &m gel de poliacrilamida

e os padrdes de bandas resultantes foram comparados. Como marcadorss de

pesos moleculares foi utilizada preparegic purificadca de toxina
colérica e pesos moleculares do "kit" da "Sigma’. A Figura 9 sxibe gel
de poliacrilamida  (13%), referente as proteinas do sogbrenadante

produzidas por tais linhagens. Os padrdes de bandas proteicas exibido
pelas preparacoes de proteinas  totais da céliula n3do puderam ser
anailisagdos devido 2 incapacidade de diferenciacg3dn do grande ndmerc de
bandas presentes (dados nao mostracdos).

Na Figura 9, pode-se chservar a superprodutin ches
polipeptideo presente na amostra JMIBY? (pSB3) (canaleta &) . 0 peso

molecular deste polipeptides &€ préximo ap de [LTe  {(aproximadamente

11.35kDE). Um polipeptideo com o mesmo padrio de migracio também  foi
detectado na canaleta correspondente a linhagem H1B4287, produtora de

L7T. A auséncis deste polipeptideo nro scbrenadarnte de amostras nio

portadoras de pilasmidios ou, portadoras ¢do plasmidio pkKZ2233, aliado &

1@



proximidade, com relagio ao peso molecular, esperado para a proteina
LTe, exibido por este, s3o fortes evidéncias da correlagio deste
polipeptideo & proteina LTeB. Este fato também & forte evidéncia da
tapacidade de expressio do gene elts, csobre o© Ccaomando do promotor
hibrido tac do vetor pkKK2Z2Z233,

A linhagem JMide {pSB4) exibiu superprodugian de
polipeptideo com pé&so molecular menor qQue CTes e do pelipeptideo
gxpresso pela limhagem JMi@% (pSB3). Este polipeptidec também nao £
produzido pelas limhagens JM1@9 s JMIBT (pkKK22332). Estes resultados nio
5% vieram cDrroborar com os resultados obtidos anteriormente, cComo
também eram esperados. Teoricamente, o plasmidioc pSB4 & responsavel
pela expressido de polipeptideo correspondente i subunidade B de LT, com
a extremidade carboxi-terminal deletada e, portando, um polipeptiden
menor gque LTe & £7B. U péso molecular deste foi calculado e esta
préaximo de 1@.7kD

| Uma u}tima conclusio tirada desses experimentos esth
relacionado & atuag3o do ativador de transcric3o IPTG sobre & expressdo
do gene slte, sob o comando do promotor tac do plasmidic pkKK2233. £
acréscimp de IPTG ao meioco de cultura, por oOcasiio ¢©o preparc dos
sobrenadantes das culturas bacterianas, naoc influéncicu de maneira
efetiva, na sxpressic do gene eliB nestas linhagens, sendo que, altos
niveis de producio também foram verificados em preparagdes crescidas na

auséncia deste composto ativador.



2.7. DETECCAD DA PRODUGAD DE LTes ATRAVES DE TECNICAS

IMUNBL SGICAS.

0 teste de ilmuno—hemdlise passiva (FIH) fol uwutilizada nas
anilises da proRucgio e atividade de L7B, ros giferentes clores obtidos.
Come controies, foram utilizadas limpbagens de EZ. coli produtoras e n3c
produtoras desta toxina., Os resultados obtidos com este feste estic

-

espostos na Takhela 3.

T.8. ANA ISE DA CAPACIDADE DAS FROTEINAS LTs INTACLTA E
DELETADA DE SEREM RECCGMHELIDAS E REAGIREM COM ANTICORPGS

ANTI-L7Te, DETECTADA ATRAVES DE "WESTERN BLOT®.

Fara as reagdes do "Western Blot” foram montados dois geis
identicos de S3D5-PAGE (gel 13%) com & Seqguencia de aplicaciao das
amostras nas canaletas semelhante a apresentada na Figura 9. Todos o0s
procegimentons seguiram metodologia descrita por SAMBROOK et al. {1387}
e no {tem 4.27 de métocdos.

Quando, para a realizaecdo das reagdes do "Western Biot® fai
utilizadbo arnticorpo arnti-L7 comg anticgrpo primario, n3o foi observads
a precipitacio de BAB &m nenhuma regiflo do filiro de nitrocelulose.
Auanto anti-LT foi utilizado como anticorpo primario, foram observacas
precipitacdes de DAB em diferentes regides, mas gue, no entanto, rAD
correspondiam as pandas proteicas da proteina LT {(tamta LTa como LTaj.
SE a resgdo se procedesse normalmente, serisx ssperada a precipitacio de
DAE nas regidfes onde sstivessem presentes a proteina L7a, produzida

pelas amostras JMIDT (pSBI) = HIB4@7, =2 a proteina LTa, produzida  por
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esta dltima amostra. Eram esperadas também, reacdes de precipitag3dc na
canaleta 7, onde amostra de toxina colérica purificada foi apliicada.
Nernhuma reacidc de precipitagdoc foi wverificada nestas regides, no
entanto.

A transferéncia das proteinas do gel SDS-PAGE pare o filtro
de nitrorelulose foi efetiva. A grande maioria das proteinas, incluindo
as subunidades A e B da toxima LT e CT foram visualizades no filtro ce
nitrocelulose apds transferéncia e coloragdc com "Ponceaw 5'. 0 gel de
poliacrilamida utilizado para a transferéncia, apds corado com prata e

comparado com o gel controle, n3do apresentou estas proteinas gque, destia

forma, haviam sido transferidas para o filtro de nitrcocelulose.
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FIGURA 1—- Eletroforese em gel de agarose (1,2%) demonsirandoc a digestio
do plasmidio pEWD299%2 com as enzimas de restrigdc EcoRI e

HindIII.

i- DNA fago #X174 digerido com a enzima Haelll.

2—- Plasmidio pEWDZ999 digerido com EcoRI e HindIII.

Z— Plasmidioc pEWD2999.
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FIGURA 2- Eletroforese em gel de agarose (1,4%) demonstrando a ligagio
do fragmento de DNA contendo codificador do gene LTe (eltr)

entre os sitios EcoRI e HindlIl do vetor plasmidial pUCL8.

1— DNA de fago A digerido com HindIII.

2- RPlasmidio pUC18 digeriddo com EcoRI e HindIII.

3— Fragmento de DNA de 680 pb codificador de LTsB.

4— |igacgio entre o fragmento LT e o wvetor puCls, ambos
digeridos com EcoRI e HindIII.

5— DNA do fago #x174 digerido com a enzima Haelll.
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FIGURA 53— Eletroforese em gel de agarose 5 Sy A demonstrando a
clonagem do gene LTB no vetor plasmidial puCis,

constrruindo-se o plasmidio pSBi

1— DMNA do fago A digerido com HindIII.

Z— Plasmidioc pUCLB digerido com EcoRI e HindIII.
3—- Plasmidioc pS5Bl.

4—- Flasmidio pSBl digerido com EcoRI.

5—- FPlasmidio p5SBl digerido com HindIII.

&— FPlasmidio pSBl digerido com EcoRI e HindIII.

7— DNA de fago $x174 digerido com Haelll.
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FIGURA 4- Eletroforese em gel de agarose (B,7%4) demonstrando a digestdo
do plasmidio pSBl a partir do sitio de restrigdo HindIII, com
a enzima Exonucleaselll (Exolll), em diferentes tempos de

reacio.

1l & 11- DNA de fago » digerido com HimdIIIl.
2— Plasmidio pSBI digerido com HindIII.
3 a 10— Plasmidio pSBI digerido com HindlIII obtidos apéds
tratamento com EXOIII em diferentes tempos de

reagio.
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Plasmidio pSB1
lineearizado por digestio

com HindIIl

!
v

DH b =

LA oA
A
Cl
XI

Tratamento com Exolll

me‘m,wuj 1_______7

; Tratamento com nuclease 51

l ]

Adicio de "linker'" Hindlll =

V digestio com a meesma enzima

= -

Ligagdo das extremidades
HindIilI coesivas,
recircularizando o DNA plasmidial,

construindo-se o plasmidio pSBZ2

FIGURA 59— Esguema demonstrando a atividade da enzima Exonuclease 113
(Exoill), asscciada ao tratamento com nuclease 51, utilizada

para & delecgdo do gene LTe, presente mo plasmidio pSBil
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FIGURA &6— Eletroforese em gel de agarose

do gene LT deletado,

— 310

vetor plasmidial pUCL18, construlindo-se o plasmidio

FPlasmidio

Plasmidio

Plasmidio

Flasmidio

Flasmidio

Plasmidio

Flasmidio

pUC18 digerido com Ecofl 2 HindIil.
pSBZ2.

pSBZ digerido com EcoRI.

pSB2 digerido com EcoRI e HindIII.
pEEZLL

pSB21 digerido com EcoRI.

pSBZ1 digerido com EcoRI e Hindill.

DiNA de fago A digerido com HindlIIl.
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pSBZ.
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FIGURA B- Eletroforese em gel de agarose (1,4%) demonstrando a clonagem
dos genes LTe intacto e deletadoc no vetor de expressio
plasmidial pKK2233, entre os sitios EcoR1I e

HindIII, construindo-se os plasmidios pSB3 e pSB4.

i— DMA& do fago A digerido com HindIiI.

2— Plasmidio pSB3.

Z— Plasmidio p5B3 digerido com EcoRI.

4— Plassmidio p5SB3 digerido com EcoRI e HindIII.
5— Plasmidio pSB4.

b6— Plasmidioc p5B4 digerido com EcoRI.

— PLasmidio pSB4 digerido com EcoRI e HindIII.

8- DNA do fago €x174 digerido com HaelIl.
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1 2 8 4 &5 6 7 8 KDa

FIGURA ?- Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (13%) na

presenca de SDS para a detecgdo da producg3o e secrec3o da

toxina LT no sobrenadante de culturas bacterianas.

1 e B-

Padrdes de pésos moleculares.

tinhagem de E.coli JM1@9.

E.coli JM1B9 transformada com o plasmidio pKK2233.
E.coll JM1B9 transformada com o plasmidio pS5B4&.
E.coli JM1@7 transformada com o plasmidio pSB3.
E.celi H1IB4G7, produtora padrZo da toxina LT.

Toxina colérica purificads.
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TABELA 4: DRETECCAC DA PRODUCAD DA SUBUNIDADE B RE LT EM DIFERENTES

L INHAGENS DE Escherichic coii CONSTRUIDAS POR  CLO
GENE ELTe INTACTO OUW DELETADS, EM  DIFERENTES VE

CLONAGEM OU EXPRESSAOC.

AMOSTRAS RESUL TADCS
B
IMLBY | - |
JMIBY (pKK2233 -~
IM1B9 (pkK2233) ¥ -
DHSa (pSB1) +
JM10Y (pSB3) - |
JM1B9 (pSB3) X +
JMLB? (pSBa) | -
JMi9 (psB4) -
H1B4AB7 ] +

LEGENDA:

¥: Amostras crescidas em meio LB com IPTG.

OBSERVACAD: & metodoliogia e 0w rcAlctulos wutilizados para & rias
das amopstras como produtoras e nio produtoras de LT e L

descritas rno item 4.2&6 de métodos.

NAGEM DO

TORES DE

sificacio

Te estic



6. DISCUSSAO

A grande maioria das infecgdes bacterianas SAG
multi—-fatoriais, ou  seja, varios fTatores de patogenicidade estio
privolvidos no desencadeamento da doenca. Para uma vacina ser efetiva
contra tais infecgées, ela deve ativar efetivamente & resposta
imurcldégica, tamto celular como Pumorsl e, assim sendo, ativar a
producidno de anticorpos contra o maior noamero  possivel de epitopes,
presentes em moléculas bacterianas importantes como Fatores de
patogenicidade.

A producio de anticorpos anti-~toxinas £ um importante
components da imunidade anti-bacteriana. Com relacgdo & Escherichia coll
enterptoxigénicas {eTEC)Y), a produg3c ce anticorpos anti—-toxina
termolabil (LT) & anti-toxina termn—estével (ST) por parte do
hospedeiro imunizado, s30 importantes e vém sendo utilizados no
"design' de vacinas anti-ETEC. A associacgio destes antigenos toxdides
com antigenos fimbrianos ge ETEC, aumenta a efetividade das vacinas &
promove a produgdo de anticorpos contra uma maior gama de linhagens de
ETEC.

Com relagao ao desenvolvimento de vacinas de subunidaces
contra ETEC, uma interessante linha de pesguisa £ o desenvolvimento de
genes hibridos emtre as toximas LT e ST. Como j& mencionado,a toxina LT
&= compbsta por dois tipos de subunidades proteices, LTa e LTs, sendo
cue ambas Sio imunogénicas. A toxina ST, por outre lado, & apenas
fracamente imunngénica, em virtude de seu peguenc tamanho mas, pode
adquirir imunogenicidade se acoplada a wuma proteina  carreadora. As
subunidades protelcas que comp2em a toxina LT sio excelentes candidatas

para esta finalidade. Diferentes fusdes génicas envolvendo sequéncilas
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rodificadoras destas toxinas foram e estio sendo comnstruidas, devido a
seus grande potencial, no  desenvolvimento de wvacinas bacterianas
{GUZIMAN-VERDUZCO & KUPERSZITDEH, 1987; SANCHES ET AL., 19883 CLEMENTS,
19%@; CLEMENTS & CARDENAS, 1998).

Em todas estas construcdes, o objetivo foi D
desenvolvimento de vacinas contra infeccg®es por amostras de ETEC e
outros microrganismos em humanos. 0 desenvolvimento de vacimas animals,
explorando os mesmos fatores B utilizando—-se de limhas de pesguisas
semelhantes foi & ainda € uma &rea pouco explorada, mas de grande
importancia. Tais abordagens podem ser utilizadas como modelos no
desenvolvimento de vacinas humanas, como também t&m sua importancia no
desenvolvimento de vacinas contra infecodes bacterianas em  animals,
responsivels por grandes prejuizos na criagdo destes. Além disto, em
virtude das reagdes imunoldgicas cruzadas exibidas entre as toxinas de
ETEC produzidas por amostras animais e humanas, vaginas produzidas  com
material biocldgico de linhagens de ETEC patogénicas para animails, podem

ser, até certo ponto, utilizadas para imunizac3o humana. Desta forma, o

objetiva deste presente trabalho, foi a construcidc de um gene
responsavel pela expressio da subunidade B da toxina LT , proveniente
de amostras de ETEC de origem suina, capaz de ser utilizada como
proteina carreadora de diferentes epitopos antigénicos, na construgac

de vacinas conitra diferentes microrganismos patoggnicos.

Para a construgdo desse gene carreador, o gens LTea  foi
subclonado no vetor pUClg, como um fragmento de aproximadamente 600
pares de bases (pb). Limhagens de £ . ¢e¢li DHSa ftransformadas com o
plasmidieo resultante desta clonagem {(pS5SBl) demonstraram a capacidade de
produzir proteina Lis, verificada pelo teste de imuno—-hemdlise passiva

(PIH}. Esta observacg3o indica gue o gene LTe, inserido nos sitios EcoRl



e Hindlll, pode ser expresso, a partir do promotor Lac presente neste
veter. Tals resultados também indicam gque o peptideo simal presente  no

fragmento de &6W@pb codificador de LT ezta funcioral, 34 gue 0 teste

[

PIH & realizado a pertir do sobremnadante de culturas bacierianas.
Na construgic da proteima  carreadora 78 , © cadon  de

terminacio TAG, fol retirado da porcic carboxi—-terminal poYe digestio

- e g,

com a enzima Exonuclease 111 (Exolil). Dos 379 pb codificadores de L7a,

3 foram digeridos desta extremidsade, © gue, de certa TYorma, & um
numeroc excessivo de nucleotidesos extraidos. 0 conveniente seria o
isolamento de clones apresentando delegdes prdvimas ao cddon  TAG, mas
onde este nio ecstivesse presente. 0 isolamento desses clones 1gdeals nmac
foi possivel porgue a reacdo com Exclll & de dificgitl conbrole, COm
relacdoc h extencgio da digest3o e envolve uma sorie de exaustivas

manipulagdes gSnicas & & andlise de um nUmers grande de clones, Gue MAC

b

foram obtidos dessa maneira. De gualguer forma, a maior parte dos
nucleotideos codificadores de LTe (282) estavam presentes no fragmento
oriundo da digestio, e tal plasmidieo, pSBZ, era um candidato atrativo
paraz o ohiyetivo proposto.

Na construgioc de um sistema carreador de epltppos baseado
na proteins LTe, a produgifo de linhagens bHacteriamas gue tenfam A&
T

capacidade de produzir grandes guantidades de Liep s80 essencials.

Visando este objetivo, os fragmentos LTe intacto e digerido com Exclll
foram cionados no vetor de expressio de £ . coli pkK2Z2E33. Ecste vetor foil
escolbhido por apresentar um forte promotor, o promotor trp-lac (tac). O
promotor tac £ um hibrido conmtendo a regidoc —-3% do promoicr trp e a
regiac —18, o sitic operador e & regiido de ligagdc do  ribossomo {RBS)

do promcicr lac UV3S. Aldém disso, este plasmidic apresenta o ootente

terminador e transcricio rrrB. U plasmidics resultantes dessas
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construcdes foram denominados pSB3 e pSB4 e continham os fragmentos
correspondentes ap genme LTe intacto e digerido, respectivamente.

Linhagens de E.coli JM1IO9 foram transformadas com estes
plasmidios e a producio de LLTe foli analisada por SDS-FAGE e por PIH.
Como discutido anteriormente, foram detectadas a superproducic de
proteinas, verificadas nas amostras contendo os plasmidios pSBY e 4 e
n3n verificadas mnas amostras onde estes plasmidios nao estavam
presentes. As amostras controle wutilizadas foram a prdopria JIJMIB? e a
JMiB? transformada com o plasmidio pKK2233. E muito grande &
possibilidade destas proteinas produzidas pelos plasmidios pSB3 e 4,
serem resultantes da expressio de LTB intacto e deletado. Um outro
fato Que corrobora com esta conclusi3o &€ a verificag3oc gue a proteina
expressa a partir do plasmidio pSB4 apresenta peso molecular mengr gue
a associada ao pSBI.

Quando verificada através de PIH, a produgio de LTe foi
positiva para os plasmidios pSBl e pSB3, mas fol negativa para ampstras
de E.celi JM1@F contendo o plasmidio pSB4. 0O teste de PIH & baseado na
lise de hemicias provocada pela reacgio do anticorpo com o sistema
complemento. O resultado megativo neste teste para a proteina LTB
digerida nd3c indica necessariamente gue esta, nio esteja sendo
reconhecida por anticorpos anti~LTe ou CTe mas, pode ser o resuliado da
incapacidade desta proteina em se ligar a gangliosideos GMi. Este
resultado estd de acordo com os resultados obtidos por CLEMENTS (199@).
Neste trabalhbo, a ligacio de ST na extremidade carboxi-terminsl de L7TEe
impediu & ligagio desta proteina hibrida a gangliosideos GMi,
resultados estes contrarios aos relatados por SANCHES et al. (1988,
onde a ligacgio de 5T & extremidade amino-terminal de LTe n3p impediu a

ligagip desta proteina a esses receptores.
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A producio da proteina LTe pels plasmicioc pSBE foi malor
gue a produzida pelo plasmicdioc pSBl, resul tados ecstes também esperados
j& qgue o promotor tac € mals forte gque © promotor lac.

A adicgio de [PTG para a inducio da expressig do promotor
tac na producgio das proteinas LTe intacta & deletada parece n3o ter
influenciado consideravelmente a taxa de producio destas. Esta £ uma
chservagio curiosa, ja gue a linhbagem JIMLIBY produz altos nivels de
inibidor de transcricio {(produto do gerne I).

O resultados obtidos com ''Western Biot” raoc  foram bem
sucedidos na tentativa de se demonstrar a reagio entre a subunidade B
e LT deletada e anticorpes anti~LT e anti-CT. Como mencionado nQ item
5.7 de resultados, mac fol verificada reagio de precipitagiy de DAE em

-

regifes onde as  subunidades da  toxina LT estavam presentes. i
apareciments das bandss proteicsas NG filtro de nmitrocelulose apds
coloragio com "Ponceau %7 descartse a pessibilidade de ndo transferenc:a
das proteinas do gel para o filtro e, além dissc, o gel de
poliacrilamida utilizado para esta transferéncia, apds coloragio com
prata, n3o apreserntou um grande nUmero de bandas proteicas, incluindo
as Dandas correspondentes As subunidades A e B da toxima LT, quanco
comparado com o gel controle, mio submetido a transferégncia, o que,
mals uma vez, comprova a tramsferencia das proteinas para o filtro.
Tendo em vista estes resultados, & muito provavel que ogs anticorpos
primarios utilizados neste experimento {(anti-LT e anti-CT) ndEo foram
capazes de reconhecer as toxinas LT e CT imobilizadas no filtiro de
mitrocelulose, o que explica os resultados negativos obgservadcocs. Desta
forma, a wutilizacgio e produgido de anticorpos anti-L7T ou €T ativos &
funcionalis sS3A0 necessarios, para a determinacio da  1munogenrnicidade  de

L.Te digerida, o gue seria feito em breve.



A inclusi3o do fragmento LTe digerido no desenvolvimento de
vacinas potenciais dependerid portanto, dos resultados obtidos em
reagdes com anticorpos anti-LT ou anti-CT. Se for determinado gque tal
fragment; tem a capscidade de ativar a producio e ser reconhecicdo por
tais anticorpos, epitopos antigénicos das mais variadas origens poderio
ser ligados a extremidade 3' deste gene, expressos em grande guantidade
a partir do vetor pKK2233. Proteinas obtidas desta forma, pedem ser
adminlistrada via parenteral, em experimentos de imunizagio. Genes=
hibridos resultanmtes de tais contrugdes, podem ainda, serem  i1ntegrados
np crompssomo de linhagens atenuwadas de Salmonella, no desenvolvimento
de vacinas vivas multifatoriais.

Um atrativo enfogue & a fusi3o do gene 8T sintftico &
extremidade 37 do fragmento LTeR digerido. A seguéncia nucleotidica olw)
gene ST seria baseada na seguéncia descrita para ST produzido por
amostras de E. coli de origem suina.

Uma ultima observacio pode ser feita com relacdo 2 técnica
utilizada para a delegio da extremidade carboxi-ferminal do gene LTs. A
técnica wtilizada neste trabalho foi baseada nas atividades conjuntas
das enzimas Exonucleaselll e Nuclease $1. A enzima Exolll e eficiente
na digest3do de fitas simples de DNA a partir de extremidades I 0H
livres, mas, em contrapartida, a atividade desta enzima, coma ja
mencionada neste mesmo item, €& de dificil monitoramento. no  gue daiz
respeito 4 extensic da digestlo. Esta rcaracteristice £ indesejivel
quando relacionada A delegip do gene {.Te pois, & delegioc de grandes
exfensdes deste germe pode eliminar importantes epitopos antig®énicos e
influenciar consideravelmente a estrutura secundaria desta proteina.
Desta forma, técnicas mails precisas poderiam ser uwutilizadas com este

"intuito. Uma boa sugestd3o & a utilizacdo da técnica de PCR ("polimerase
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A

chain reaction’) para a amplificagic de sequéncia nuclieotidica do gene
LT8m, onde o cddon de terminagido TAG ndo estivesse presente. A

vtilizacado desta técnica psra esta finmalildade 34 vem sendo estudada &

poderd ser utilizada em breve. '



7. RESUMO

fis amostras de Escherichia ceoli enterotoxigénicas (ETELDS
representam um dos principals grupos bacterianos causadores de diarvsia
em humanocs, bovinos B suinps., Muitas dessas amostras té&m & rcapacidade
de produzir uma potente enterotoxina  demnominada  toxina termo—-14ibai
{(LT). Esta toxina & composta por dois tipos de subunidades proteicas, &
e B, onde cinco subunidades B estio ligadas & uma subunidade A& na
formagio da holotoxina.

Algumas caracteristicas da subunidade B (LTa; sio de grande
interesse para o desenvolvimento de vacinas de subunidades contra ETEC
e outros microrganismos. Este peptideo £  imunogénico, mEc  téxico e
apresenta a capacidade de se ligar a receptores celulares lpcalizados
na mucosa intestinal. Desta forma, o peptideo LTe € um bom carreador de
diferentes epitopos antigénicos.

Neste trabalho o gene LTe de amostras de ETEC de ocrigem
suina fol subclonade no plasmidico pUCLI8, origainando o plasmidio
denominado pSBEl. O gene LTe presente neste plasmidio, foi entao
modificado por técnicas de DNA recombinante para ser utilizado como
carreador de epitopos antigénicos. Estas modificagdes envolveram &
delecio do codon de terminacio "TAG" da extremidade 3 -0OH deste. #As
enzimas Exonuclease 111 e nuclease 51 foram utilizadas com esta
finalidade. Apds este tratamento, um plasmidic batizado de pbBZ  foi
identificado, através de seguenciamento de DNA, como portador de gene
LTe aprecentando a delegio gue envolvia o codon de terminagio.

Us genes LTe intacto e delestado foram subclonados no  vetor

de expressic pKkK223-3. No sobrenadante de culturas de £, cold  JMLET



transformadas Com esies plasmidios ({denominados nSBZ e 4
respectivamente) foi verificada, par SD5-PAGE, a superprodugio das
proteinas correspondentes a estes genes. A proteima LTe nativa foi
ativa no teste de Imuno-hemdlise passiva (Pity, ag contraric da
orotelina deletada. Este resultado era esperado, ja que a extremidade
carbaoxi—terminal parece estar envolvida na ligegio aos receptores em
hemicias de carnelro.

NZo fol pozssivel atd o momento determinar se o peptideo LTe
deletado & capaz de ser reconhecido por anticorpos anti-LT ou anti-C7T,

C Que gera reallzado em um futuro praximo.



8. SUMMARY

The enterotoxigenic Escherichia colt (ETEC) 1is orme of the
major causes of diarrheal diseases in bhumars, calves and pigs. Manw
strains of ETEC can produce a potent enterotouxin called heat-labiie (LT
toxinl). This toxin is composed by two types of proteic subunits, A and
B. In the active holotoxin, five B subunits are bound to one A subunzit.

Some features of the B subunit (LTa) could be used to
develop subunit vaccines against ETEC and cthers microrganisms. This
peptide 1is immunogenic, non—toxic and it exhibit the capablility to oind
at cellular receptors in the intestimal mucosa. Therefore, L7 peptide
is & gooud carrier for different antigenic spitopes.

In this wprk, the LTe gene from pigs ETEL strains was
subcloned in pUCLB plasmid. This guimeric plasmid was called p5SBi. This
gene was modified by DNA manipulation technology to be used as carrier
of dcifferent epitopes. This modification was the was deleticn  of the
stop codon "TAG" from 3 -0H end. The Exonuclease III and 5S1 nuclease
enzymes were used for this. A plasmid called pSBZ2 was identified by DNA
sequencing analysis where a deleted LTe was present and the "TAG" was
absent.

The 1intact and deleted LTa genes were subcloneg in
expression vector pkK2Z23-3 and the resultants plasmids were calleg pSB3
and pSB4 respectively. In the supernatant of FE . coli sirain JMiIEY9
transformed with these plasmid was observed the overproductipn of  the
correspondent proteins by SDS-PAGE. The wilc LTe protein was active 1In
passive immune hempolysis test (PIH) but the deleted LTB protein was

Cinactive. This was expected because the LUTe carboxi-terminal end
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probably is important for binding to receptors o ithe sheep
erithrocytes surface.

It were not possible to demonstrate if +the deleted Lim
peptide is recognize for anti~LT or anti-CT7 antibodies. This will be

analysed in the future.
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