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PETRONI, T.F. Obtencéo de gp43 de Paracoccidioides brasiliensis recombinante em
Escherichia coli e producdo de anticorpos policlonais para gp43 em galinhas
poedeiras imunizadas com vacina de DNA. 2009. 53f. Dissertagdo (Mestrado em
Patologia Experimental) - Universidade Estadual de Londrina.

RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica, mica na Ameérica
Latina, causada pelo fungo termodimorfico Paracoccidioides brasiliensis (Pb). E
considerada a oitava causa de mortes por doencas infecciosas e parasitarias no
Brasil. Os testes imunoldgicos sdo utilizados tanto para fins de diagndstico,
acompanhamento do tratamento e epidemiologia da PCM. A glicoproteina de 43 kDa
(gp43) que é o principal antigeno utilizado nos ensaios imunolégicos, possui
epitopos carboidrato que podem levar a reacfes cruzadas com soros de pacientes
com histoplasmose e Doenca de Jorge Lobo. A producdo de uma gp43
recombinante em E. coli poderia minimizar as reacdes cruzadas, uma vez que esta
nao é glicosilada. No presente trabalho, o gene da gp4 foi clonado no vetor de
expressdo pET30a+ (Novagen) e transformado em E. coli BL21 (DE3) Star. O
peptideo de aproximadamente 42 kDa presente no extrato protéico da cultura de
bactérias induzidas com IPTG foi reconhecido em Western blot por soro de céo
positivo para gp43. Entretanto, a proteina ndo p6de ser purificada em coluna de
afinidade ao niquel. Diante disto, foi proposta a producdo de uma vacina de DNA
contendo o gene da gp43 para imunizar galinhas poedeiras e obter anticorpos
policlonais anti-gp43 para utilizacdo em ELISA. Assim, o gene da gp43 f clonado
no vetor de expressdao em células de mamiferos (pcDNA3.1), seqlenciado e
utilizado na imunizacéo de 3 galinhas poedeiras. A produc&o de anticorpos IgY anti-
gp43 foi avaliado por ELISA utilizando gp43 nativa, e observado que apenas 1
galinha apresentou aumento nos niveis de anticorpos. O presente trabalho mostrou
gue a vacina de DNA induziu a producgao de anticorpos anti-gp43.

Palavras- chave: P. brasiliensis, gp43 recombinante e Vacina de DNA



PETRONI, T.F. Obtaining of gp43 from Paracoccidioides brasiliensis recombinant in
Escherichia coli and production of polyclonal antibodies to gp43 in laying hens
immunized with DNA vaccine. 2009. Thesis (Experimental Pathology Master's
Degree) - State University of Londrina.

ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis, en mic in Latin America,
caused by the thermo-dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis (Pb). It is
considered the 8" cause of death by parasitic and infectious diseases in Brazil.
Immunological assays are used for diagnosis, follow-up of patients and
epidemiological studies. 43 kDa glycoprotein (gp43), the main antigen used in
immunoassays, has carbohydrates epitopes that contribute to the cross reaction with
sera of patients with histoplasmosis and Jorge Lobo’s sease. The production of a
recombinant gp43 in E. coli could minimize the cross reaction, because it is
unglycosylated. In the present work, the gene of gp43 was cloned in the expression
vector pET30a+ (Novagen) and transformed in E. coli BL21 (DE3) Star. The peptide
of approximately 42 kDa present in the extract protein of the bacterial culture induced
with IPTG was recognized in Western blot by serum of a dog positive for gp43.
However, this protein could not be purified in affinity column of nickel. Alternatively, it
was proposed the production of a DNA vaccine containing the gene of gp43 in order
to immunize laying hens and obtain polyclonal antibodies anti-gp43 that could be
used in immunoassays. The gp43 gene was cloned in the vaccine plasmid
(pcDNA3.1), sequenced and used for immunization of three laying hens. The
production of anti-gp43 IgY antibodies was evaluated through ELISA using native
gp43 as antigen; and it was observed that just one chicken showed increase in the
levels of antibodies. The present work showed that DNA vaccine induced the
production of antibodies anti-gp43.

Key- words: P. brasiliensis, recombinant gp43 and DNA vaccine
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1.INTRODUCAO

1.1 PARACOCCIDIOIDOMICOSE

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica causada pelo fungo
Paracoccidioides brasiliensis. Adolpho Lutz, em 1908, descreveu 0s primeiros casos
de PCM em dois pacientes com lesdes nasofaringeas (LUTZ, 1908). A PCM recebeu
diferentes denominacdes como Blastomicose Sul-Americana, moléstia de Lutz-
Splendore-Almeida, entre outras (LACAZ, 1994a). Os casos autoctones de PCM
estdo restritos a América Latina, estendendo-se do México a Argentina
(ALBORNOZ, 1971; SAN-BLAS & NINO-VEGA, 2001). No Brasil, a maioria dos
casos tem sido reportada nas regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste (BRUMMER et
al., 1993; BLOTTA e CAMARGO, 1993) e é considerada a oitava causa de mortes
por doencas infecciosas e parasitarias (COUTINHO et al., 2002).

O agente etiolégico da PCM apresenta dimorfismo termo-dependente. O
fungo cresce a 25°C na forma de micélio (forma M) enquanto que a 37°C e nos
tecidos do hospedeiro encontra-se na forma de levedura (forma L) (LACAZ, 1994b).

FIGURA 1. Caracteristicas morfolégicas de P. brasiliensis. a) Forma micelial a 25°C; b)
Forma leveduriforme com multiplos brotamentos a 37°C.

Fonte: (botit.botany.wisc.edu/toms_fungi/jan2005.html)
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Héa estimativa de que cerca de 10 milhdes de pessoas podem estar infectadas
com P. brasiliensis e que 2% destas podem vir a desenvolver a doenca (MCEW N,
1995). A infeccdo provavelmente é adquirida pelos seres humanos por meio da
inalacdo de propagulos do fungo que no parénquima pulmonar, transformam-se em
leveduras podendo permanecer confinadas localmente, causando uma infec¢éo
cronica, ou disseminar para outros 6rgaos. O pulméao, figado, linfonodos, baco, rim,
adrenais, mucosas e pele sdo os 6rgdos mais frequentemente afetados (FRANCO &
MONTENEGRO, 1982).

Segundo o International Colloguium on Paracoccidioidomycosis realizado em
Medellin, Coldmbia, em 1986, a PCM foi classificada em PCM-infeccdo, PCM-
doenca de forma aguda ou subaguda (forma juvenil), forma cronica (tipo adulta) ou
forma residual (sequelas). A PCM cronica pode ser classificada em PCM unifocal ou
multifocal conforme o nimero de locais de lesées (FRANCO, 1986).

A PCM:- infeccdo ocorre em individuos de ambos 0s sexos, aparentemente
sadios, que residem ou residiram em zona endémica, com reacdo intradérmica
positiva para antigeno de P. brasiliensis, porém sem desenvolvimento da doenca
(FRANCO, 1986).

A PCM- doencga afeta principalmente trabalhadores rurais do sexo masculino,
com idade média de 40 anos. A doenca progride lentamente e o periodo de
incubacao pode durar meses ou anos. A forma aguda ou juvenil é caracterizada por
um periodo curto de incubacdo (semanas a meses) e por volvimento do sistema
reticuloendotelial (LONDERO & MELO, 1983). A PCM tem sido observada
pacientes de todas as faixas etarias a partir dos trés anos de vida e com acentuada
predominancia entre 30 e 50 anos de idade. Até a puberdade, a incidéncia da
moléstia é idéntica para ambos os sexos (WANKE & LONDERO, 1994).
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FIGURA 2. Aspectos clinicos da paracoccidioidomicose. Vegeta¢cdes discretas no nariz
(superior esquerda); vegetacao exuberante no l&bio inferior (superior direita); fistulizagdo no
pescoco e lesbes na face (inferior esquerda) e RX de térax com lesbes bilaterais.
Fonte: (www.dermato.med.br/.../artigos/2000micoses.htm).

Um diagnéstico rapido e preciso da PCM possibilita o inicio de terapia
especifica para evitar tanto o aumento do dano ao pulm  quanto a disseminacao
do fungo para outros 6érgdos e o desenvolvimento de fibrose. Varios métodos tém
sido utilizados para o diagnéstico da PCM, incluindo os microbioldgicos,
histopatologicos, moleculares, imunolégicos. O diagndstico definitivo da PCM é
baseado na visualizacdo do fungo em preparacdes a fresco ou por exame
histopatologico, bem como pela cultura do fungo a part de lesGes ou de diversos
tipos de fluidos corpéreos (MARQUES DA SILVA et al., 2004). A visualizacdo do
fungo a partir de espécimes biolégicos é considerado o “padrdo-ouro” para o
diagnoéstico da PCM; entretanto, o tempo necessario para isolar o fungo de

espécimes clinicos representa um obstaculo a um rapido diagnaostico.

Entre os métodos utilizados no diagnoéstico de PCM que néo sdo baseados
em cultura estdo a deteccdo de anticorpos especificos antigenos. Na rotina, a
deteccdo de anticorpos especificos é principalmente ut para monitorar a
evolucdo da doenca e sua resposta ao tratamento. Os teste sorolégicos mais
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comuns utilizados na prética clinica sdo imunodifusdo, enzaios imunoenziméticos e
contra-imunoeletroforese (MARQUES DA SILVA et al., 2004).

Ensaios sorolégicos tém sido amplamente utilizados no diagndstico da PCM,
entretanto, um dos principais problemas destes testes a alta reatividade cruzada
com outros fungos, como Histoplasma capsulatum, devido ao uso de antigenos
brutos preparados a partir de microrganismos inteiros  seus produtos metabdlicos.
Outra desvantagem é que a preparacdo destes antigenos  muito complexa e
demorada. Além disso, apresentam uma alta variabilidade, dificultando a
padronizacdo de técnicas para diagnéstico em diferente laboratérios (CORREA et
al., 2006).

O fungo P. brasiliensis tem uma estrutura antigénica complexa; entretanto,
somente a glicoproteina de 43 kDa (gp43) é reconhecida por 100% dos pacientes
com PCM (SOUZA et al. 1997). A identificacao e purificacéo da gp43 (PUCCIA et al.,
1986), antigeno idéntico ao E2 previamente descrito por Yarzabal et al. (1977),
constitui um importante marco na sorologia da PCM. A gp43 é um componente da
superficie celular, liberada pelo fungo em sua fase exponencial de crescimento, com
atividade de proteinase em meio acido, podendo ser processada e secretada através
do reticulo endoplasmatico. Tem sido utilizada no imunodiagnostico da PCM,
mostrando alta especificidade e sensibilidade (PUCCIA  al., 1986; TRAVASSOS et
al., 1995).

Embora todas reacgfes soroldgicas que utilizem a gp43 na sua forma soluvel,
incluindo imunodifusdo dupla, sejam altamente especificas para PCM, a fixacdo em
uma fase soélida rende ao antigeno menos especificidade. O ensaio imunoenzimatico
(ELISA) realizado com gp43 purificada pode apresentar cruzada com
anticorpos de pacientes com histoplasmose e Doenca de Lobo (PUCCIA &
TRAVASSOS, 1991a). Neste trabalho, soro de pacientes com PCM, histoplasmose
(HP) e Doenca de Jorge Lobo (JL) foram testados com gp43 purificada, e foi
mostrado que na reacao de ELISA, 53% dos soros de pacientes com HP e 29% dos
com JL apresentaram reacdo semelhante aos soros de PCM. Ao investigar o
possivel papel da por¢cdo carboidrato nestas reacdes cruzadas, foi observado que
mais de 85% das reacdes dos soros de pacientes com PCM com gp43 envolvem

epitopos peptidicos. Ja as reacfes cruzadas com soros provenientes de HP e JL, no
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ELISA, foram predominantemente atribuidas aos epitopos carboidrato contendo
residuos galactosil sensiveis ao periodato. Os autores sugeriram que epitopos
carboidrato na gp43 ficam mais acessiveis aos anticorpos quando a molécula é
ligada a um substrato plastico do que quando em solucdo. Nesse sentido, Puccia e
Travassos (1991b) trataram a gp43 a fim de remover a porcdo carboidrato. A
deglicosilacdo foi obtida pelo tratamento com acido trifluormetanosulfénico,
endoglicosidase H, N-glicanase, ou metabolicamente, através do crescimento
células com tunicamicina. O antigeno resultante em todos 0s casos apresentou peso
molecular de 38 kDa, e provavelmente foi derivado da gp43 através da perda das
cadeias oligossacaridicas N-linked high manose.

Puccia e Travassos (1991a) compararam as reatividades soros de varios
pacientes com a gp43 nativa e a deglicosilada no ELISA e concluiram que o
diagnéstico de PCM através do ELISA pode ter sua especificidade melhorada pela
adicdo de galactose a reacao ou pelo uso de uma forma licosilada do antigeno.
Entretanto, por ser a deglicosilacdo um método caro, ndo é viavel para aplicacdo na

rotina.

A maneira de se reduzir esta reatividade cruzada e assim tornar 0s ensaios
sorolégicos para PCM mais especificos seria a producdo do principal antigeno
diagnoéstico, a gp43, sem a porcao carboidrato, a qual adquirida apés a traducéao
da porcéo protéica.

Puccia e Travassos (1991a) também propuseram a obtencédo de clones de
bactérias recombinantes com alta expressdo do antigeno nao glicosilado como
solucdo para a reacdo cruzada, bem como o sequienciamento do core protéico com

0 objetivo de produzir peptideos sintéticos.

A tecnologia do DNA recombinante utlizando-se E. coli como célula
hospedeira teria a vantagem de produzir o antigeno fungico de interesse sem que a
proteina sintetizada apresentasse a porcdo carboidrato, pois a bactéria ndo possui
mecanismos de modificacbes pos-traducionais tdo complexos quanto as
apresentadas por fungos.
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Outro recurso para o diagnostico da PCM seria a obtencdo de anticorpos
policlonais anti-gp43, os quais poderiam ser utilizados em ensaios imunoenzimaticos
de captura, para a deteccao do antigeno no soro dos pacientes. Segundo Marques
da Silva et al. (2004), a deteccdo de antigenos circulantes é til para o
imunodiagnéstico; e em alguns casos, pode também ajudar o clinico a avaliar a

resposta clinica a terapia antifungica.

Um dos principais desafios na PCM ¢é estabelecer quando o médico deve
interromper a terapia antimicética, porque ndo ha consenso sobre s de

tratamento ou sobre quando o paciente esta realmente curado.

Embora ndo haja consenso sobre a duracdo adequada do tratamento
antifangico de pacientes com PCM, diversos estudos tém demonstrado que a
deteccdo de anticorpos especificos circulantes € um importante par@metro para
definir o tempo de parar o tratamento antifingico. Entretanto, pacientes com PCM
tém uma forte resposta anticorpo-especifico contra gp43 que pode persistir por toda
a vida. Em contraste, alguns pacientes, dependendo da condicdo imunoldgica,
sdo sorologicamente negativos no periodo do diagnéstico, com outros apresentando
baixos niveis de anticorpos especificos por longo periodo de tempo.
Consequentemente, algumas vezes € dificil determinar se estes pacientes j4 estao
curados (FRANCO, 1986). Devido a estas limitacOes de testes de deteccao de
anticorpos, alguns pesquisadores tém avaliado a perfor de ensaios para
deteccdo de gp43 circulante de P. brasiliensis para o diagndstico de PCM
(MARQUES DA SILVA et al., 2004).

Mendes-Giannini et al. (1989), por meio de ensaio de Western lot e
trabalhando com pool de soros de pacientes com PCM, observaram uma diminui
na concentracao sérica de gp43 apds 10 meses do inicio da quimioterapia, e que
nao pode ser detectada apds 2 anos de tratamento.

A utilizacdo de uma vacina de DNA para obtencdo de anticorpos, tem a
vantagem de nao ser necessario a obtencao da proteina recombinante propriamente
dita, considerando que o processo de obtencdo desta € morado e nem sempre
tem resultado satisfatério.
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Considerando que cada método possui vantagens e desvantagens, este
trabalho teve como objetivo desenvolver ambas as técnicas, producdo do antigeno
recombinante e obtencdo de anticorpos policlonais anti-gp43 através da vacina de
DNA para avaliar posteriormente suas aplicacdes no diagnéstico da PCM.

Diante disto, sera feito uma breve abordagem sobre cada um destes temas,
tecnologia do DNA recombinante e vacina de DNA, para melhor esclarecer a
importancia destas novas técnicas para o diagnéstico de diferentes doencas.

1.2 TECNOLOGIA DO DNA RECOMBINANTE

Engenharia genética € um termo geral que se refere ao so de
manipulacdo direcionada do genoma de um organismo. Como a Engenharia
genética envolve em geral a combinacdo de genes de dua ou mais origens, é
também comumente chamada de tecnologia do DNA recombinante (rDNA). A
Engenharia genética normalmente envolve a manipulacéo um gene especifico,
porém seu objetivo ndo é simplesmente manipular o DNA um organismo, mas
sim modificar algo relacionado as proteinas produzidas naquele organismo: produzir
uma nova proteina do organismo ou heteréloga; parar a producdo, aumentar ou
diminuir a producdo de uma outra; enfim, manipular o genoma é uma forma
de influenciar a produc¢éo de proteina (KREUZER, 2002).

A descoberta da natureza dupla hélice da molécula de DNA por Watson e
Crick (1953), e os mecanismos de replicacdo e transcri forneceram a chave para
o desenvolvimento da Biotecnologia. Avancos nesta &rea ocorreram com a
descoberta de enzimas de restricdo e outras enzimas procariéticas tais como, RNA
polimerases ou DNA ligases. Enzimas de restricdo sao essencialmente tesouras
guimicas que permitem cortes de segmentos do DNA em seqiéncias especificas. O
uso de enzimas ligases permite a ligacdo destes segmentos a DNA vetores, como
plasmideos ou fagos. O DNA, apds a introducdo na célula hospedeira, pode ser
replicado, transcrito e traduzido em uma proteina reco te (THOMAS, 1995).
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A insulina foi o primeiro produto da biotecnologia a ser aprovado pela U.S.
Food and Drug Administration. Entretanto, varios anos passaram antes de agentes
terapéuticos adicionais serem aprovados. Agora, existem varios produtos
terapéuticos Uteis derivados do DNA recombinante no mercado mundial. Estes
produtos sao representados por repositores hormonais (insulina humana),
imunomoduladores, vacinas (hepatite B), anticorpos monoclonais e citocinas
(Interferon-a, 3 e ?; Fator de Necrose Tumoral e Interleucina-2) (THOMAS, 1995).

A recombinacdo génica empregada na elaboracdo de produtos para a
industria farmacéutica esta ganhando uma importancia crescente na medicina.
Cerca de 30 compostos, com um volume de mercado de 50-60 bilhées de ddlares, ja
tem sido introduzidos em terapias, e € estimado que 300 compostos estejam em
desenvolvimento no mundo (SCHMIDT, 2004).

A caracterizacdo genética e fisiologica de Escherichia coli, o curto tempo de
geracao, a facilidade de manuseio, a técnica da fermentacdo bem estabelec e
finalmente, sua grande capacidade de acumular proteina estranhas em mais de
20% do seu conteuado de proteina celular total tém feit desta bactéria o
microrganismo mais utilizado de todos os organismos procariéticos para producéo
de proteina recombinante (SCHMIDT, 2004).

E. coli é um bacilo gram-negativo cujo material genético localiza-se na regiao
central, sendo constituido por uma molécula de DNA circular. No entanto, pode
também possuir outras pequenas moléculas de DNA circulares, des S
plasmideos (BANEYX, 1999).

Os plasmideos sao elementos genéticos pequenos cuja replicacdo é
independente do cromossomo bacteriano, e na maioria do casos podem ser
transmitidos de uma célula a outra; a maioria deles sdo moléculas circulares de DNA
dupla-fita que portam informacao genética, a qual pode proporcionar uma vantagem
seletiva as bactérias. Por exemplo, plasmideos podem conferir um alto nivel de
resisténcia a antibidticos, codificar a producdo de ba cinas, toxinas,
determinantes de viruléncia e conter outros genes que iram uma vantagem com
relacdo a metabolizacdo de certos substratos em comparacdo com outros
microrganismos (MURRAY, 5 ed).
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A tecnologia do DNA recombinante utiliza-se da caracteristica de resisténcia
aos antimicrobianos, presente nos plasmideos, para a s céo das células que
recebem o vetor recombinante de interesse. A figura a seguir representa a clonagem
do DNA de um eucarioto em um plasmideo e transformacdo em uma célula

procariética.
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iPlasmidio) (_; J)
=
Quebra do DNA eucaristice
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enzima de wstrigio
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Multiplicagio Celular

FIGURA 3. Representacdo esquematica da clonagem de DNA de eucarioto e transformacao
em célula procariotica.

Fonte: (www.sfiec.org.br/palestras/tecnologia/biotecn...)

A primeira tentativa de clonar e expressar o gene que codifica a gp43 (TABA
et al., 1989) teve como objetivo isolar uma molécula recombinante que pudesse ser
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utilizada no imunodiagndéstico, ser sequenciada para a cacdo de epitopos
peptidicos, e ser testada como um fator de viruléncia. O clone isolado, entretanto,

era instavel e ndo pdde ser utilizado em testes subsequentes.

Somente em 1996, Cisalpino et al. caracterizaram a sequéncia completa do
gene que codifica o antigeno gp43 de P. brasiliensis. A determinacdo da sequéncia
de fragmentos peptidicos, derivados da molécula nativa a partir da protedlise
enzimatica, permitiram a amplificacdo por PCR de um fragmento genémico que foi
usado como sonda para isolar o gene inteiro a partir de uma biblioteca gendmica do

fungo.

O gene da gp43 apresenta uma fase aberta de leitura que esta dentre um
fragmento de DNA de 1.329 pares de base (pb), composto por dois éxons
separados por um intron de 78 pb (CISALPINO et al., 1996). O gene codifica uma
proteina precursora de 416 aminoacidos, o qual inclui uma regido codificante de
peptideo sinal de 105 pb (MORAIS et al., 2000).

A gp43 foi o primeiro gene do fungo a ser clonado, inteiramente sequenciado
e expresso como uma proteina de fusdo em uma bactéria et al., 1996).
Cisalpino et al. (1996) clonaram um fragmento gendmico correspondente a porcéo
carboxiterminal da proteina em um plasmideo (pGEX), e produto da expresséo
(gp43-GST) foi reconhecido em immunoblots por anticorpos policlonais de coelho e
de pacientes humanos anti-gp43. Entretanto, a proteina ndo apresentou solubilidade
para ser utilizada no ensaio de ELISA.

Diniz et al. (2002) clonaram fragmentos e subfragmentos (aminoterminal,
interna e carboxiterminal) de cDNA de gp43 em plasmideo pGEX. A proteina foi
expressa em E. coli DH5a e a reatividade das proteinas recombinantes foi testada
com anti-soro de coelho anti-gp43 e com soro de pacientes com PCM. Os soros de
pacientes com PCM reconheceram no ensaio de immunoblotting a proteina matura
fusionada a GST, entretanto, esta proteina nao foi obtida na forma soltuvel a fim de
ser utilizada em ensaios de ELISA.

Devido a dificuldade de obtencdo da gp43 soluvel, Carvalho et. al. (2008)
expressaram isoformas de gp43 recombinante em Pichia pastoris. A expressao

extracelular de gp43 recombinante solUvel na levedura P. pastoris foi seguida de
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purificacdo e utilizagdo em ensaios imunoldgicos tais mo I.D. e dot-blot para
avaliar a reatividade com soro de pacientes com PCM e S micoses. Neste
trabalho, altas porcentagens de reacéo cruzada com gp43 recombinante em dot-blot
foram esperadas devido a natureza ubiqua de epitopos de manose entre fungos
patogénicos. Na gp43 nativa, a principal fonte de reagc&o cruzada parece ser uma
Unica B-Galf terminal, pelo menos quando é considerado o ELISA (ALBUQUERQUE
et al.,, 2005 e PUCCIA & TRAVASSOS, 1991a). Embora neste trabalho ocorra
reacdo cruzada, os autores acreditam que a vantagem da proteina recombinante a
partir de P. pastoris reside principalmente na reprodutibilidade para producdo em
grande quantidade de uma sequéncia conhecida de gp43, que é expressa ho
sobrenadante da cultura em condi¢cdes induziveis, em levedura de facil crescimento

e nao-patogénica.

Conforme observado nos trabalhos descritos anteriormente, as tentativas de
producdo de gp43 recombinante na forma soluvel para utilizagdo em ensaio de
ELISA ndo foram bem sucedidas. Diante desta dificuldade, este trabalho também
teve como objetivo a producdo de anticorpos policlonais para gp43 a partir da
imunizacgéo de galinhas poedeiras com um plasmideo contendo o cDNA da gp43.

1.3 VACINA DE DNA

Vacinas de DNA, também denominadas vacinas genéticas,
polinucleotidicas ou vacinas de &cido nucléico, sdo vetores bacterianos que
carregam o gene de um ou mais patdégenos sob o controle de um promotor ativo,
constitutivamente forte, tal como o derivado do citomegalovirus (CMV). A inoculacéo
de vacinas de DNA no musculo ou na pele resulta na captura do DNA pelas células,
seguida da transcricao e traducao do gene heterélogo e conseqientemente em uma
resposta imune composta por anticorpos, células T helper (CD4+) e linfécitos T
citoliticos (CD8+) (TANG et al., 1992; ULMER et al., 1993; XIANG et al., 1994).

Os antigenos podem ser processados como proteinas sint no
citoplasma, e consequentemente fragmentos peptidicos sao apresentados ao
sistema imune em moléculas de MHC classe |. Porém, caso as proteinas codificadas
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a partir da vacina de DNA sejam secretadas pela célula, estas podem ser
processadas pelo MHC classe Il e induzir uma resposta  moral especifica
(BELAKOVA et al., 2007).

Anticorpos podem ser utilizados para desenvolver novos testes diagnésticos,
para imunoterapia passiva e para identificar novas proteinas codificadas por genes
recentemente identificados. Entretanto, os métodos convencionais para producao de
anticorpos policlonais e monoclonais requerem grande quantidade de proteinas
altamente purificadas para imunizacdo animal. As maiores limitagcbes estao
relacionadas a dificuldade de producéo de proteinas em larga escala devido a baixa
expressdo em bactérias, pouca solubilidade e pequeno rendimento obtido durante a
purificacdo. Além disso, anticorpos inespecificos pode ser gerados devido a co-
imunizacdo com contaminantes (COVA, 2005). Diante desta perspectiva, a
vacinacdo com DNA (vacinacdo genética) € um novo método de imunizagdo contra
diferentes patdgenos, que tem sido extensivamente estudado em modelo murino
(DONNELLY et al., 1997; MICHEL, 2002; GARMORY et al.,2005).

A imunizagdo com DNA tem mostrado induzir uma potente sta imune a
varios antigenos, através da inoculacédo intramuscular ou intradérmica do plasmideo
contendo o antigeno de interesse (DONNELLY et al., 1997; GARMORY et al., 2005).

O principio da vacina de DNA é relativamente simples, detalhes
acerca de seu mecanismo de agédo ainda nao sdo bem conhecidos. A figura abaixo
ilustra o principio da vacina de DNA e todas suas etapas, desde a clonagem até a
resposta imune desencadeada pelo animal imunizado (OSHOP et al., 2002).
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FIGURA 4. Principio da vacina de DNA (OSHORP et al., 2002). O gene que codifica o
antigeno de interesse é isolado, clonado em um plasmideo de vacina e introduzido em uma
bactéria onde € multiplicado. Em seguida ocorre a extracao e purificacdo do plasmideo e
subsequente inoculacdo no animal desejado.

O gene que codifica a proteina imunogénica € inserido m um plasmideo de
expressao eucaridtica apropriado, que pode ser replicado em bactéria, purificado e

entdo diretamente inoculado por varios métodos no animal a ser vacinado (Figura 4).
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O inserto do plasmideo é entdo expresso pelas células hospedeiro e a proteina
produzida inicia uma resposta imune como anteriormente descrito.

Embora na teoria, a imunizacdo genética seja de grande interesse para a
producédo de anticorpos especificos contra antigenos eucarioticos e procariéticos; na
pratica, o uso de vacinas genéticas para a producdo de tais anticorpos € limitado
pelo baixo rendimento obtido a partir da imunizagdo de camundongos com DNA.
Além disso, anticorpos de camundongos nao podem ser utilizados para imunoterapia
humana (COVA, 2005).

Até o momento, ndo foi possivel utilizar a imunizagéo ica para produzir
grande quantidade de anticorpos especificos que pudessem ser utilizados para
diagnéstico in vitro e na imunoterapia passiva oral. Estas duas ultimas limitacées
podem ser superadas pela combinacédo das vantagens da i izacdo com DNA e
producdo de anticorpos IgY em galinhas poedeiras (COVA, 2005). Em contraste ao
soro de mamiferos, a gema do ovo contém apenas uma classe de anticorpos: a
imunoglobulina da gema do ovo (IgY), primeiramente des por Leslie e Clem
(1969). A IgY é homdloga funcional e ancestral evolucionaria da IgG de mamiferos,
embora sejam estruturalmente distintas (WARR et al., 1995).

IgY é considerado um tipico anticorpo sérico de baixo peso molecular de
passaros, répteis e anfibios. A estrutura geral da molécula de IgY é similar a da IgG,
como observado na Figura 5 (COVA, 2005).
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FIGURA 5. Representagdo esquematica da 1gG de mamifero e IgY de galinhas
(COVA, 2005)
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A molécula de IgY quando comparada com IgG apresenta a mas
diferencas. A IgY é considerada equivalente funcional lgG em aves, porém as
sequéncias de DNA que codificam a IgY sdo mais similares aos genes da IgE de
mamiferos do que da IgG (WARR et al., 1995). A IgY apresenta quatro dominios
constante da cadeia pesada enquanto a IgG apresenta trés. Existe alguma
homologia entre o terceiro e quarto dominio da cadeia esada da IgY com o
segundo e o terceiro da IgG; e o segundo dominio da cade pesada da IgY talvez
represente a regiao de dobradica da IgG, sendo essa regido menos desenvolvida na
IgY (figura 5). Apresentam massas moleculares distintas, 167,25 KDa e 165 KDa
(IgY e IgG respectivamente) (SCHADE et al., 2005).

A utilizacdo de galinhas para producdo de anticorpos é uma alternativa
apropriada ja que o uso de animais para essa producao estar associado a
problemas éticos (BOLLEN et al., 1996).

A obtencédo de anticorpos a partir da gema do ovo (anticorpos IgY) apresenta
vantagens em relagdo ao método de obtencdo em mamiferos. Uma dessas
vantagens é que a obtencao dispensa a sangria do animal e grande quantidade de
anticorpos podem ser obtidos, pois uma galinha produz em média um ovo por dia
(DE MEULENAER et al., 2002; LEVESQUE et al., 2007). Além disso, a quantidade
de IgY purificada € maior que a IgG produzida em coelho (GASSMANN et al., 1990;
BOLLEN et al., 1996). Outra vantagem € a maior imunogenicidade de antigenos de
mamiferos quando inoculados em frangos, devido a fatores filogenéticos que
influenciam diretamente na imunogenicidade (GASSMANN et al., 1990; NARAT,
2003). A molécula de IgY € a unica classe de imunoglobulina encontrado em
guantidades significativas na gema do ovo (BOLLEN et al., 1996), propiciando
facilidade e rapidez na purificagdo dos anticorpos (CAMENISCH et al., 1999).

Outras vantagens da IgY incluem: ndo ativar complemento, néo se ligar a
proteina A e G, a fatores reumatéides, e nem a receptores Fc da superficie celular
(WARR et al., 1995; TINI et al., 2002). Estas diferen¢  nas interacbes moleculares
trazem grande vantagem para a aplicagéo de anticorpos IgY; eles tem sido utilizados
com sucesso em uma variedade de métodos em diferentes de pesquisa,
diagndstico, aplicacdo médica e biotecnologia (ZHANG, 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Produzir gp43 recombinante e anticorpos policlonais anti-gp43 para
utilizagdo em ensaios imunoenziméticos.

2.2 Objetivos Especificos

Clonar o gene da gp43 no vetor de expressao
pET30a+(Novagen), transformar em E. coli BL21(DE3) Star, expressar e

purificar a proteina para utilizagdo em ELISA.

Clonar o gene da gp43 no vetor de expressdo em células de
mamiferos pcDNA3.1 (Invitrogen), imunizar galinhas poedeiras com a vacina
de DNA e purificar anticorpos especificos a partir da  ma do ovo (IgY) para
utilizagdo em ensaios imunoenziméticos.
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3. METODOLOGIA

3.1 INSERTO

O inserto (gp43) utilizado na construcdo dos vetores recombinantes deste
trabalho foi obtido do vetor pETSUMO/gp43, que havia sido anteriormente utilizado
no laboratério. No vetor pETSUMO, foi clonado o DNA co  ementar do gene da
gp43 apos extracdo de RNA do fungo P. brasiliensis 18 por trizol (segundo

instrucdes do fabricante- Invitrogen) e subsequente RT-PCR.

3.2 VETORES

Foram utilizados o plasmideo pET30-a+ [(Figura 6) Novagen, Darmstadt,
Germany] para expressdo da proteina recombinante e o plasmideo pcDNA3.1/V5-
His© TOPO® TA [(Figura 7) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA] para construcao da
vacina de DNA.
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1202 TTCCTAATAA AATGAGGAAA TIGCATCGCA TTGEFICTEAGT AGGIGTCATT CTATICTGEG GGLETGEGEETE GEEGCAGGEAC

FIGURA 7. Mapa esqueméatico do vetor pcDNAS.1. Este vetor possui gene de resisténcia a
ampicilina, codon de parada na porcao C-terminal, e a ligacdo do inserto de interesse é
facilitado porque o vetor possui extremidades “T” livres que se ligam a extremidades “A” dos
produtos da PCR, conforme demonstrado no esquema do vetor.
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3.3 CELULAS HOSPEDEIRAS

Para expressdo do recombinante, duas cepas de E. coli foram utilizadas: uma
para multiplicacdo de plasmideo: E. coli One Shot® TOP10; e outra para expressao
da proteina heterdloga: E. coli OneShot® BL21 Star™ (DE3).

Para a vacina de DNA apenas uma cepa foi utilizada: E. coli One Shot®
TOP10. Todas as cepas E. coli eram quimicamente competentes e pertenciam ao kit
de clonagem do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

3.4 CLONAGEM

Os protocolos utilizados para a subclonagem da gp43 proveniente do vetor
PETSUMO/gp43 nos vetores pET30a+ e pcDNA foram distintos devido as
particularidades de cada vetor, conforme observado nas figuras 6 e 7 do topico 3.2,
e portanto serdo descritos separadamente.

3.4.1 pcDNA

O fragmento da gp43 contido no vetor pETSUMO foi amplif 0 em uma
reacdo de PCR utilizando-se oligonucleotideos especificos para gp43. As condicdes
da PCR estdo descritas no topico 3.5. O produto da PCR foi ligado ao vetor pcDNA
conforme instrugdes do kit (Invitrogen). A reacdo foi mantida por 10 minutos a 22°C
e em seguida foi transformada em E. coli TOP10 competente por choque térmico. A
transformacédo foi plagueada em meio LB agar contendo 50 pg/ml de ampicilina e
incubada por 18 horas a 37° C. As dez coldnias que cresceram foram selecionadas e
individualmente crescidas em meio LB caldo contendo antibiético nas mesmas
condi¢cOes do plagueamento. O DNA das coldnias foi obtido por fervura durante 10
minutos, centrifugado a 8000 rpm por 5 minutos, e uma liquota do sobrenadante
separada para a reacao de PCR. A orientacao correta da inser¢cdo do gene clonado
foi verificado pela clivagem com as enzimas de restricao Pvull e Xbal.
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3.4.2 pET30a+

O fragmento da gp43 clonado no vetor pcDNA3.1 foi posteriormente clivado
com as enzimas de restricdo Kpnl e Xhol para a liberacdo do fragmento de interesse
e posterior ligacdo ao novo vetor. As clivagens com as enzimas de restricdo eram
incubadas em banho-maria a 37° C por 18h. O vetor pET30 também foi clivado com
as mesmas enzimas a fim de adquirir as mesmas extremidades. Confirmada a
liberacdo do fragmento atravées do gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo, o restante da dupla clivagem (pcDNA.Kpnl/Xhol) foi corrida em gel de
agarose 1% corado com SYBER e recortado do gel para posterior extracdo e
purificacdo para PCR utilizando-se os kits QIAquick gel extraction e QIAquick PCR
purification, ambos da Qiagen (Hilden, Germany). A figura 9 mostra o fragmento de
1,3Kb antes de ser recortado do gel.

A ligacdo do fragmento de interesse ao vetor pET30 foi realizada a 16° C por
18 h, utilizando-se 35 ng de vetor, 80 ng da gp43, 2,0 yl de tampéo ligase 5x e 0,5 pl
de ligase. O produto da ligacéo foi transformada em E. coli TOP10 quimicamente
competente, seguida de plagueamento em meio LB &gar contendo 50 pg/ml de
kanamicina a 37° C durante 18 h. Foram selecionadas 5 col6nias da placa, as quais
foram semeadas em LB caldo com a mesma quantidade de kanamicina pelo mesmo
periodo de tempo que o plagueamento, para obtencdo do por fervura e
posterior PCR.

3.5 PCR

Todas as reacdes de PCR realizadas neste trabalho seguiram estas
condicbes. As reacdes de PCR, com volume final de 25 pl, foram realizadas no
termociclador Master Cycler Personal (Eppendorf) e foram utilizados 12,5 pl de Mix
(10 mM Tris-HCI pH 8,3; 50 mM KCIl;, 2 mM MgCl,, 200 pM de cada
deoxinucleotideo), 20 pmol do oligonucleotideo GP43 forward (ATG), 20 pmol do
oligonucleotideo GP43 reverse (TGA), 1,25 U Taq DNA polimerase, 5,0 pul DNA
(PETSUMO.gp43, pET30.gp43 ou pcDNA.gp43), 5,25 pl de agua ultra pura. As
condicdes da PCR foram: 1 ciclo a 94° C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°
C (1 min), 50° C (2 min), 72°C (1 min) com extensdo final por 20 minutos. Os
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oligonucleotideos utilizados foram: GP43/ATG (5" ATG AAT TTT AGT TCT CTT AAC
CTG 3") e GP43/TGA (5" TCA CCT GCA TCC ACCATAC3)

Confirmadas as coldnias positivas na PCR, era realizado a extragcao de
plasmideo de apenas 1 coldnia positiva para cada experimento.

3.6 EXTRACAO DE PLASMIDEO

A extracao dos plasmideos pET30a+ e pcDNA3.1 foi realizada por protocolos
distintos, ao levar em consideracéo o rendimento a ser obtido para cada um deles.

A extracdo do plasmideo pET30.gp43 a partir da E. coli TOP10 foi feita por
mini-prep lise alcalina conforme protocolo do kit QIAprep Spin Miniprep da Qiagen
(Hilden, Germany).

Para o vetor pcDNA.gp43, uma vez confirmada a orientacdo do inserto
através de enzimas de restricdo e a sequéncia de nucleotideos através do
seqlenciamento, a extracdo do plasmideo foi feita por alcalina, seguida de
extracdo por fenol-cloroformio. Este protocolo foi realizado pois uma grande
guantidade de plasmideo era necesséaria para a imunizacdo das galinhas. A
guantificacdo dos plasmideos foi realizada em espectrofotbmetro a 260nm
(Biophotometer-Eppendorf).

Realizada a extracdo e purificacdo dos plasmideos pET30.gp43 e
pcDNA.gp43, estes foram utilizados para a producéao da gp43 recombinante e para a

imunizacéo de galinhas poedeiras respectivamente.

3.7 OBTENCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

3.7.1 TRANSFORMACAO

O plasmideo recombinante pET30.gp43 extraido por lise alcalina, foi utilizado
para transformacdo em E. coli BL21 (DE3) Star quimicamente competente. O

plasmideo (1 pl) foi incubado com a bactéria (100 pl da solucéo) por 30 minutos no
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gelo. Foi realizado choque térmico a 62° C durante 30 segundos seguido por 2
minutos no gelo. Apds o protocolo de choque térmico, foi adicionado 250 ul de LB
caldo no tubo de transformacédo, sem antibiotico, o qual foi mantido sob agitacdo a
37° C por 1 hora. A transformacédo foi plaqueada em meio LB &gar contendo 50
ug/ml de kanamicina e incubada por 18 horas a 37° C. Uma col6nia foi selecionada
na placa e crescida em LB caldo nas mesmas condi¢cdes do plaqueamento por 18 h
a 37°C, sob agitacéo.

3.7.2 EXPRESSAO DA PROTEINA

O pré- inoculo da transformacdo (pET30.gp43) crescido 18 h a 37°C foi
adicionado a um novo meio LB caldo (1: 20) com kanamicina até atingir a densidade
optica a 600 nm (DOeno) entre 0,5 e 0,8. Uma aliquota de 1 ml foi retirado antes da
inducéo, foi realizado choque térmico na cultura no gelo e adicionado 0,2 m de
IPTG; A cultura foi mantida a 20°C por 18 horas. Uma aliquota da inducdo também
foi retirada (1 ml) a fim de que as duas aliquotas fos m analisadas quanto a
inducdo da expressao da proteina de interesse em gel SDS-PAGE 10%.

3.7.3 SDS-PAGE

Para avaliar a expressao da proteina de interesse, uma aliguota do pellet da
cultura sem inducdo e uma da induzida foram ressuspend em tampao de
amostra e submetidas a eletroforese em gel de poliacri mida 10%. A corrida foi
realizada a 100 V e como marcador de peso molecular foram utilizados o BSA ou
BenchMark. O gel foi corado com Coomassie blue e uma banda com
aproximadamente 42 kDa pode ser visualizada na cultura induzida (Figura 11).

3.74 WESTERN BLOT

A fim de confirmar a natureza da banda de 42 kDa observada na cultura
induzida com IPTG, as amostras foram submetidas novamente a eletroforese em gel
de poliacrilamida 10%. O gel foi entdo transferido para membrana de nitrocelulose
[Hybond- (Amersham Biosciences- Freiburg, Germany)] a 30 V por 18 horas a 4° C.
Apoés a transferéncia, a membrana foi corada com Ponceau. A membrana foi
blogueada com PBS- leite 5% por 1 hora sob agitacdo, seguida de trés lavagens de
5 minutos com PBS- tween 0,05%. A membrana foi incubada com soro de céao
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infectado com P. brasiliensis, positivo para gp43 no ensaio de ELISA (EISELE et. al.,
2004). O soro utilizado havia sido adsorvido 3 vezes por 18 horas com E. coli BL21
Star sem plasmideo a fim de néo reagir com bandas de E. coli presentes no lisado
da inducdo. A incubacdo com o soro de cao adsorvido (1: 50) por 1 hora foi seguido
por nova lavagem e incubagdo com conjugado anti- IgG de céo (1: 500) por 1 hora
sob agitacdo. Uma lavagem apds a incubacdo com conjugado foi realizada e o
substrato (DAB/ H»O5) foi adicionado por 15 minutos para visualizar a reacao.

3.8 VACINA DE DNA

3.8.1 PROTOCOLO DEIMUNIZACAO

Trés galinhas poedeiras de 20 semanas foram imunizadas com trés doses de
pcDNA.gp43 (500 pg) em sucrose 50% (v/v) com intervalos de 14 dias. Como
controle, uma galinha foi imunizada com trés doses de sem inserto (500 ug)
com o mesmo adjuvante e intervalos de tempo. Os ovos foram coletados e mantidos

a 4° C até a realizacdo dos ensaios.

3.8.2 PREPARACAO DAS GEMAS

Um volume da gema dos ovos selecionados para o ensaio de ELISA foi
pesada e igual volume de agua destilada foi acrescentado. As gemas diluidas 1:2
foram mantidas em banho-maria a 62° C por 15 minutos e centrifugadas a 10000
rpm por 10 minutos. O sobrenadante (1: 2) foi diluido para 1: 50 e utilizado no
ELISA.

3.8.3 ELISA

As placas de poliestireno de 96 orificios (Costar) foram sensibilizadas com
250 ng/poco de gp43 nativa purificada por 18h a 4° C. Apés lavagem com PBS-
tween 0,05% foi realizado o bloqueio com PBS-leite 5% por 1h. Toda a reacao de
ELISA foi desenvolvida em estufa a 25° C. Apés bloqueio, as placas foram lavadas e
incubadas com as gemas diluidas (1: 50) por 1h. Outra foi realizada antes
da adicdo de conjugado anti-lgY peroxidase (1: 40.000) por 1h e posterior a
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incubacéo. O substrato utilizado foi TMBZ/ H,0,, o qual foi mantido por 15 minutos
antes do bloqueio da reagcdo com H,SO,4 4N. As absorbéancias foram determinadas a
450 nm em leitora de microplacas.

3.84 EXTRACAO DE IgY

Os ovos foram coletados diariamente e armazenados a 4° C até o momento
da extracdo da IgY, a qual foi realizada de acordo com a técnica de precipitacdo por
sulfato (AKITA & NAKAI, 1993; 1994) modificada, que consistiu em, apos separar as
gema das clara, realizar a diluicdo das gemas com agua destilada pH 2,5 (1:5) e em
seguida congelar a -20° C por 24 h . No dia seguinte a solucao foi descongelada e
filtrada com auxilio de papel filtro; ao filtrado foi icionado sulfato de aménio, para
se obter concentracdo final de 35% e homogeneizado por 15 min. Ap6s 1lh de
repouso foi centrifugado a 5000 rpm por 15 minutos a 4° C. O precipitado foi
ressuspenso em agua destilada estéril e submetido a didlise contra 4gua por 24 h e
contra PBS por mais 24 h. Apés a dialise foi adicionado thimerosal na concentracédo
final de 0,02% e o produto foi armazenado a 4° C até o momento do uso.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Clonagem e expresséao da gp43 recombinante

Na figura 8 é observado que o vetor pcDNA.gp43 foi linearizado com a
enzima Kpnl (canaleta 3) e liberou o fragmento da gp43 quando clivado com a
segunda enzima, Xhol (canaleta 4). As mesmas enzimas foram utilizadas para clivar
o vetor pET30 a fim de que este adquirisse as mesmas extremidades que o
fragmento liberado. Péde ser observado na canaleta 6, que o vetor pET30 apés as

duas clivagens, foi linearizado.
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2,0Kb
1,3 Kb

FIGURA 8. Analise do inserto liberado do vetor pcDNA.gp43 e da clivagem do vetor
pET30a+ em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. 1. ? hind (50ng); 2.
pcDNA.gp43 s/clivar; 3. pcDNA.gp43/Kpnl; 4. pcDNA.gp43/ Kpnl.Xhol; 5. pET30a+ s/ clivar;
pET30a+/Kpnl.Xhol

Uma vez confirmada a liberacdo do fragmento da gp43 (Figura 8), toda a
clivagem foi aplicada em gel de agarose corado com SYBER. O fragmento liberado
pode ser observado na figura 9. Este foi recortado do | e purificado conforme
descrito na metodologia.

1.25Kb

FIGURA 9. Andlise do fragmento da gp43 a partir do vetor pcDNA antes da retirada do gel.
As bandas de 1,25 Kb foram recortadas do gel e purificadas para posterior ligacdo ao novo
vetor, pET30a+. Como marcador foi utilizado ? hind (50ng).
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ApoOs a ligacdo do fragmento de gp43 ao vetor pET30, este plasmideo
recombinante foi transformado em E. coli TOP10, as quais foram plagueadas em
meio LB agar contendo antibiotico. As col6nias presentes na placa foram analisadas
guanto a presenca do plasmideo recombinante através da reacdo de PCR,
utilizando-se oligonucleotideos especificos para gp43.

Nesta reacdo de PCR particularmente, foram utilizados mo
oligonucleotideos iniciadores o0 GP43/TGA reverse, que € especifico para a gp43 e o
T7 sense, que anela na regido T7 do plasmideo. Como controle positivo, foi utilizado
0 pcDNA.gp43 que havia sido anteriormente amplificado e confirmado a presenca da
gp43 através do sequenciamento. Com isto, foi observado que apenas 1 col6nia
selecionada foi positiva na reacdo de PCR (Figura 10). A discreta diferenca entre a
colénia analisada e o controle positivo € devido a gp43 estar no vetor pET30 e
pcDNA respectivamente.

FIGURA 10. Analise do produto da reacao de PCR de uma coldnia transformada com DNA
recombinante. 1. ? hind (50ng); 2. controle negativo; 3. controle positivo (pcDNA.gp43); 4.
coldnia analisada (pET30.gp43).

Uma vez confirmada uma col6nia positiva na PCR para gp43, esta foi
crescida em grande quantidade para obtencdo do plasmideo recombinante e
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posterior transformacdo em E. coli BL21 (DE3) Star para expressao da proteina de

interesse.

E observado na figura 11, que o gene da gp43 clonado codifica a proteina
gp43 quando induzido a 20° C por 18 horas com apenas 0,2 mM de IPTG.
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FIGURA 11. Analise do extrato celular da BL21 contendo o plasmideo recombinante em
diferentes condi¢des de indugao da proteina.

1. OVA; 2. BL21 pET30.gp43 s/induzir; 3. BL21 pET30.gp43 induzido a 37°C por 5 h com 1
mM IPTG; 4. BL21 pET30.gp43 s/ induzir; 5. BL21 pET30.gp43 induzido a 20° C por 18 h
com 0,2 mM IPTG; 6. 12 lavagem da purificagdo em coluna de niquel NTA

O presente protocolo de inducdo ndo é o tradicionalmente descrito para
inducdo de proteinas recombinantes. O mesmo foi estabelecido apds diversas
combinacdes de tempo, concentracdo de IPTG e temperatura de inducéo.

A proteina recombinante, como pode ser visto na figura 11, apresenta
concentracado baixa. No entanto, diversas combinacdes de protocolos de indugcdo
foram avaliadas e nenhuma apresentou melhora na indugcdo. Diversas cepas de
BL21 foram utilizadas a fim de avaliar se a célula hos seria o fator limitante
para a expressao apresentada. Foram utilizadas as cepa BL21 codon plus RP
(Stratagene), BL21 codon plus RIL (Stratagene), BL21 Rosetta (Novagen), BL21
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pLysE (Invitrogen), BL21 pLysS (Invitrogen), BL21 pT-TRX, BL21 Sl (Invitrogen) e
BL21 C43 (Avidis) em duas condicdes de inducdo cada: a) a 37°C por 5h com 1mM
de IPTG e b) a 20°C por 18h com 0,2mM IPTG.

Pbde ser observado através da analise dos géis de SDS-PAGE (dados nao
apresentados) que a inducdo da banda de 42 kDa foi obs apenas quando
induzida a 20°C para todas as cepas de BL21. E que ndo houve diferencas em
relacdo a inducdo da BL21 (DE3) Star que estava sendo utilizada anteriormente;

Assim, ndo houve éxito nas tentativas de melhorar a expresséo da proteina.

Este mesmo perfil de indugcéo foi observado no trabalho de La Valle et al
(1995), com a expressao da proteina de choque térmico 70kDa (Hsp-70) de
Candida albicans. A banda da inducédo nao era tao forte, porém quando pur cada

em coluna de niquel, uma banda razoavel podia ser observada.

Entretanto, como pode ser observado na figura 11, na canaleta 6, uma banda
referente ao recombinante encontra-se na primeira lavagem do protocolo de
purificacdo por coluna de niquel NTA (Qiagen), sugerindo que a proteina
recombinante ndo apresenta a cauda de seis histidinas, caracteristica que permite a

ligacdo do recombinante a resina para posterior elui¢ao.

Diante desta possibilidade, foi realizado um Western blot com anticorpo
monoclonal anti-histidina, e nao foi verificado a presenca de histidin pela reacao
com o anticorpo monoclonal (dados n&o apresentados). E fato, aliado a
dificuldade de purificacdo da proteina utilizando-se o sistema de purificacdo pelo tag
de histidina para diferentes condicdes de purificacdo (condicdo desnaturante, hibrida

e nativa) nos levou a considerar outra forma de purificagcdo da nossa proteina.

Porém, foi feito previamente um Western blot a fim de confirmar se a banda
diferencial que aparece na altura de 42 kDa quando a cultura é induzida era a gp43
recombinante. Para tanto foi utilizado soro de céo infectado com P. brasiliensis,
positivo para gp43 em ensaio de ELISA (EISELE et. al., 2004), adsorvido com BL21
integra. Apés remocéao das bactérias por centrifugacdo, o soro foi diluido para ser
utilizado no ensaio.
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Como mostrado na figura 12, o soro policlonal de cdo reagiu com um peptideo
de aproximadamente 42 kDa no extrato da cultura induzida da bactéria
recombinante. A importancia da adsorcédo do soro com BL21 ficou demonstrada por

nao ocorrer reconhecimento cruzado com nenhuma outra banda.
1 2 3 4 5 6 7
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FIGURA 12. Reconhecimento da banda referente a gp43 recombinante pelo soro de cao
positivo para gp43 em ensaio de ELISA.

1. Marcador Benchmark; 2. BL21 s/ plasmideo; 3. BL21 pET30.gp43 sfinduzir; 4.
BL21pET30.gp43 induzido; 5. BL21 s/ plasmideo; 6. BL21 pET30.gp43 sf/induzir; 7. BL21
pPET30.gp43 induzido.

Uma vez confirmada a reatividade do soro positivo para gp43 com a banda da
inducéo, foi avaliada outra forma de purificacdo da proteina. Esta foi recortada do gel
de poliacrilamida, macerada, eluida com PBS por 3h no gelo e avaliada em gel SDS-
PAGE 10%. Entretanto, ndo foi possivel purificar a proteina recomb por meio
deste protocolo.

pY

Quanto a obtencdo da gp43 recombinante, muita dificuldade foi obtida na
expressdo desta proteina pela bactéria. Ficou claro por meio das condi¢des de
inducdo adotadas e das dificuldades enfrentadas, que cada gene a ser expresso
possui uma condicdo ideal de expressao, e pode sofrer cia do vetor e da
célula hospedeira escolhidos.
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Uma vez superado o problema de expresséao, foi observado a impossibilidade
de purificacéo pelo tag de histidina em coluna de afinidade ao niquel, provavelmente
devido a clivagem da proteina na porcdo aminoterminal  perda conseqiiente da
histidina restante. O vetor pET30 possui dois tags de histidina: amino e
carboxiterminal; no entanto, a carboxiterminal foi perdida devido a presenca de um
cddon de parada (stop codon); e a histidina da porcdo minoterminal pode ter sido
perdida por alguma clivagem nesta regiao.

ApOs utilizacdo de outro protocolo de purificacdo da proteina, desta vez por
extracdo do gel de poliacrilamida, novamente ndo foi obtido éxito; demonstrando
mais uma vez que todas as etapas envolvidas possuem suas particularidades
dependendo da proteina em questdo e dos componentes envolvidos.

Diversas proteinas do fungo P. brasiliensis tem sido produzidas de forma
heterdloga, utilizando-se E. coli como célula hospedeira na maioria dos trabalhos.

CORREA et al. (2006) subclonaram e expressaram a proteina p27, que foi
utilizada como um antigeno no teste de dot blot. Neste trabalho, o gene de p27 foi
clonado no vetor pThio C e a proteina expressa em células E. coli Topl0. A
imunogenicidade da proteina produzida foi testada pela analise do Western blot; e a
proteina foi reconhecida pelo soro dos pacientes com PCM. Nenhum sinal foi
observado nas membranas tratadas com soros controle de pacientes m

histoplasmose e tuberculose.

Cunha et. al. (2002) clonaram a sequéncia completa de de HSP60 de
P. brasiliensis, e expressaram em E. coli para produzir altos niveis da proteina
recombinante. A proteina foi purificada por cromatografia de afinidade, e 169
amostras de soro foram testadas para reatividade em andlise de Western blot com a
proteina HSP60 recombinante purificada. Immunoblots indicaram que a proteina
HSP60 recombinante de P. brasiliensis foi reconhecida por anticorpos em 72 de 75
amostras de pacientes com paracoccidioidomicose. Nenhu reatividade cruzada
foi detectada com soros individuais de pacientes com a se, esporotricose,
criptococose e tuberculose.

Embora existam trabalhos envolvendo proteinas de P. brasiliensis que

tenham eliminado o problema da reagcdo cruzada observada em ensaios
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imunolégicos para infecgbes fungicas; as tentativas de obtencdo de gp43 de P.
brasiliensis, principal antigeno diagnéstico, na forma nao glicosilada e sollvel, ndo

obtiveram éxito.

Cisalpino et. al. (1996) e Diniz et. al. (2002) obtiveram a gp43 recombinante
como proteina de fusdo em E. coli, porém esta ndo apresentou solubilidade. Sé foi
obtida gp43 recombinante sollvel quando esta foi expressa em levedura Pichia
pastoris; entretanto, ndo foi eliminado o problema da reacdo cruzada com outros
fungos (CARVALHO et. al., 2008).

A proteina expressa neste trabalho apresentou tamanho de aproximadamente
42 kDa; o que esta concordante com o trabalho de Travassos et. al. (1995), em que
foi observado que o peso molecular correto da forma ndo glicosilada da gp43 é
42,227. Além disso, esta foi observada tanto na forma  Uvel quanto insollvel,
guando avaliada em gel de poliacrilamida. A purificacao s6 ndo foi possivel devido a
perda da cauda de histidina. Portanto, novos protocolos de purificacdo estdo sendo
aplicados a fim de obter a gp43 recombinante solavel purificada.

4.2 Clonagem e obtencdo de anticorpos policlonais anti-
gp43

Como produto da reacdo de PCR das colbnias transformadas com
pcDNA.gp43, foi observado que todas as coldnias selecionadas foram positivas para
gp43, como observado na figura 13.

20Kb —m
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FIGURA 13. Reacdo de PCR das coldnias transformadas com pcDNA.gp43. Foram
utilizados oligonucleotideos especificos para gp43. Como marcador foi utilizado ? hind.

As colonias 3 e 4 foram selecionadas ao acaso e clivadas com as enzimas
Xbal e Pvull, a fim de confirmar se o inserto estava na orientacdo correta de leitura.
A enzima Xbal lineariza o vetor pcDNA.gp43 e a enzima Pvull cliva em 3 pontos
distintos. E através do padréo de bandas da clivagem com Pvull que é confirmada a

orientacéo do inserto clonado.

Como observado na Figura 14, o padrao de bandas da canaleta 4 confirmou a
insercdo do fragmento da gp43 em orientacdo correta de leitura na col6nia de
namero 3. Adicionalmente, o sequienciamento confirmou a inexisténcia de delecdes

ou adicdes de pares de base, que viessem a interferir na producéo da proteina.
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FIGURA 14. Padrao da clivagem do plasmideo pcDNA.gp43 presente na colénia nimero 3
com a enzima Pwvull. 1. ? hind;, 2. pcDNA.gp43 s/ clivar; 3. pcDNA.gp43/Xbal; 4.
pcDNA.gp43/Pvull

Confirmada a insercdo do gene da gp43 na orientacdo correta de leitura no
vetor pcDNA através de enzimas de restricdo e da analise do sequienciamento,
esta colonia foi cultivada em grande quantidade para extracdo e purificagcdo do

plasmideo recombinante.
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Trés galinhas poedeiras (GP1, GP2 e GP3) receberam o plasmideo
pcDNA.gp43, por via intramuscular, em trés doses com intervalos de 14 dias
(500ug/dose). Como controle, uma galinha foi imunizada com vetor sem inserto
(pcDNA) utilizando-se 0 mesmo protocolo de imunizacao.

Pode ser observado pela figura 15, que apenas 1 galinha (GP1) apresentou
aumento nos niveis de anticorpos IgY anti-gp43 em ensaio de ELISA. O perfil de
resposta desta galinha a vacina de DNA foi caracterizado por um aumento a partir
do segundo més (1 més apds a ultima imunizagdo), com pico maximo no quarto
més. Nao foi dado nenhum reforco a esta galinha a fim de que fosse avaliado por
guanto tempo a resposta permaneceria; e foi observado gueda na resposta
imune a partir do 5° més.
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FIGURA 15. Avaliacdo da produgcao de anticorpos IgY anti-gp43 em galinhas poedeiras
imunizadas com pcDNA/gp43.

Para o mecanismo de acdo da vacina de DNA, tem sido proposto que apos a
injecao intramuscular, o DNA plasmidial é endocitado por midcitos localizados no
local da inoculagdo (ULMER et. al., 1995). Estas células hospedeiras sao
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conhecidas por capturar o DNA estranho e expressar o gene clonado. Uma
importante vantagem deste sistema é que proteinas estranhas entram na via MHC
classe | da célula (somente proteinas originalmente no interior de uma célula séo
processadas desta maneira). Moléculas de MHC classe | carregam fragmentos
peptidicos da proteina estranha para a superficie celular, onde ira evocar uma
imunidade mediada por célula por estimular células T CD8 citotéxicas (MOR, 1998).
Isto esta em contraste a antigenos de vacinas padrdo, que sdo capturados por
células via fagocitose ou endocitose e sao processados via MHC classe II; portanto,
primeiramente estimulando resposta por anticorpos (MCDONNELL & ASKARI,
1996).

Entretanto, um estudo pré-clinico com camundongos demonstrou que a
geracdo de uma resposta por CTL por imunizacdo com DNA inesperadamente
resultou em aumento da resposta por anticorpos (DYER et. al., 2004). Neste estudo,
camundongos C57BL/6 vacinados, geraram uma resposta por anticorpos mais forte
gue camundongos congénicos bml, em que a molécula H-2Kb foi mutada para
prevenir a apresentacao de epitopos de CTL imunodominantes relevantes. Embora
0 mecanismo permaneca desconhecido, este estudo fornece uma nova e importante
perspectiva sobre a utilizacdo de vacinas de DNA na geragdo de anticorpos, e
sugere que um importante aspecto desta tecnologia deva ser a geracao sinérgica de
ambos os bracos da resposta imune adaptativa, humoral celular (DYER et. al.,
2004).

Muitas das respostas imunes basicas em mamiferos sdo consideradas as
mesmas em aves (CHAN et al., 1988; SOWDER et al., 1988; VANDAVEER et al.,
2001). As aves apresentam respostas imunes inata, humoral e celular mediadas por
tipos similares de células, como definido em mamiferos. Entretanto, existem alguns
orgaos linfaticos discretos e Unicos (Bursa de Fabricius, glandula de Harderian) nas
aves que nado sao encontradas em mamiferos; e ao contrario, falta um sistema
linfatico estruturado. Portanto, o tipo e a localizacdo de algumas das respostas
imunes iniciais a vacina de DNA nas aves pode ser diferente daquela de mamiferos.
Em mamiferos, o plasmideo e consequentemente a producdo da proteina migram

para linfonodos drenantes apds a vacinacdo com DNA. Nas aves, a distribuicdo do
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plasmideo e os sitios de producao protéica ndo séo tdo bem definidos (OSHOP et
al., 2002)

As outras duas galinhas imunizadas com o mesmo vetor (pcDNA.gp43), GP2
e GP3 apresentaram uma resposta similar a da galinha controle (pcDNA). A baixa
producédo de anticorpos especificos observada nestas duas galinhas provavelmente
seja devido a diferencas individuais.

Em galinhas, moléculas de MHC s&o extremamente diversas e distintas
entre individuos (MOLLER et. al., 1991). A diversidade de MHC a nivel
populacional é devido ao polimorfismo de genes que cod cam as moléculas de
MHC |, Il e IV. A natureza Unica da molécula de MHC em cada individuo faz a
resposta imune variar entre haplétipos de MHC.

O complexo de histocompatibilidade principal (MHC), co B nas
galinhas, € composto por glicoproteinas heterodiméricas transmembrana, as quais
sdo essenciais na apresentacdo de antigenos a linfocitos-T (KROEMER et. al.,
1990 e PLACHY et. al.,, 1992). Moléculas de MHC classe |, Il e IV séo
respectivamente B-F, B-L e B-G em galinhas.

Moléculas de MHC classe | estdo presentes em todas as células e sao
expressas com peptideos sintetizados endogenamente, incluindo peptideos
proprios ou virais. O MHC de classe IV é exclusivamente reportado em espécies

aviarias e esta envolvido na resposta por anticorpos, € considerado envolver o
repertério de células B e reconhecimento e ligacdo de S as células B
(KAUFMAN e SALOMONSEN, 1992). O papel das moléculas de sse IV na

resposta por anticorpos é sugerido ser através do aumento do reconhecimento
antigénico por células B e T; e na selecao de células B. Antigenos de classe IV
também sado presumidos apresentar efeito adjuvante na resposta por anticorpos
contra antigenos enddgenos e exdgenos (SACCO et. al., 1994).

A resposta imune humoral, embora ndo seja tida como a cipal resposta
desencadeada por meio de vacinas de DNA, pode no caso de galinhas ser uma via
muito importante, se levarmos em consideracao o papel empenhado por estas

moléculas de MHC classe IV.
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Os resultados deste trabalho sugerem que galinhas imunizadas com
pcDNA.gp43 podem ser utilizadas para producéo de anticorpos IgY para gp43.

5. CONCLUSAO

6 Foi possivel obter gp43 recombinante em E. coli, porém novos métodos de

purificagdo devem ser estudados.

0 Galinhas imunizadas com pcDNA.gp43 produzem anticorpos IgY reativos com

a gp43 nativa.
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