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Abstract

Vibrio is a genus of Gram-negative bacteria that are ubiquitous in aquatic ecosystems.
Vibriosis is a deadly haemorrhagic septicaemic disease and is among the most common
diseases leading to massive mortality of culture marine organisms and a well-known
cause of severe economic losses in aquaculture industry.

The use of antibiotics has been a common practice also in aquaculture industry, but the
global demand for reduction of their use due to Antimicrobial Resistance (AMR) is
promoting the quest for alternative control measures. Vaccination is among these control
strategies for Vibriosis.

Bacterial secretion systems are responsible in particular for expelling cytotoxic
components, namely antibiotics, and play a critical role in the antimicrobial resistance
phenomena. In the present work we make use of the outer-membrane channel-tunnel
protein TolC, a component of type-I secretion systems, as target protein for recombinant
vaccine design. TolCs of different Vibrio fish pathogens, were identified and their
extracellular loop regions were designed, expressed and purified as recombinant epitopes
and further characterized in terms stability and yield. We successfully designed, cloned
and purified 8 recombinant epitopes corresponding to the extracellular Loop-1 (L1) and
Loop-2 (L2) of the following Vibrio fish pathogens: V.anguillarum (VAU),
V.parahaemolyticus (VPK), V.vulnificus (VVL) and V.harveyi (VHR). All of them
presented different aminoacid compositions, ultimately working as unique signatures for
each organism.

These novel recombinant products will be the basis for the formulation of vaccines for
active immunization of fish hosts, or even for production of antibodies for passive
immunization. Additionally, antibodies derived from these vaccines can be used for

Vibrio fish pathogens’ monitoring and diagnostics.

Keywords: Tolc; recombinant vaccines, IgY antibodies, aquaculture



Resumo

Vibrio é um género de bactérias Gram-negativas ubiquas nos ecossistemas aquaticos. A
Vibriose ¢ uma doenca hemorragica septicémica mortal e estd entre as doencas mais
comuns que levam a mortalidade em massa de organismos marinhos de cultivo, sendo
uma causa bem conhecida de graves perdas econémicas na industria de aquacultura.

O uso de antibioticos tem sido uma pratica comum também nesta indtstria da aquacultura,
mas a demanda global pela reducdo do seu uso devido ao fendémeno da resisténcia aos
antimicrobianos tem promovido o desenvolvimento de medidas alternativas de control.
A vacinagdo esté entre essas estratégias de control da Vibriose.

Os sistemas de secre¢do bacteriana sdo responsaveis em particular pela expulsdo de
componentes citotoxicos, nomeadamente antibidticos, e desempenham um papel critico
nos fendmenos de resisténcia aos antimicrobianos. No presente trabalho, utilizdmos a
proteina canal-tunel TolC da membrana externa, um componente dos sistemas de
secrecdo do tipo I, como proteina alvo para o desenho de vacinas recombinantes. As
proteinas TolCs de diferentes patdégenos Vibrio de peixes foram identificadas e suas
regides extracelulares foram desenhadas expressas e purificadas como epitopos
recombinantes ¢ posteriormente caracterizadas em termos de estabilidade e rendimento
de producdo. Foram desenhados, clonamos e purificamos com sucesso 8 epitopos
recombinantes correspondentes aos Loop-1 (L1) e Loop-2 (L2) extracelular dos seguintes
patogenos Vibrio de peixes: V.anguillarum (VAU), V.parahaemolyticus (VPK), V.
vulnificus (VVL) e V.harveyi (VHR). Todos eles apresentavam diferentes composicoes
de aminodacidos, acabando por funcionar como assinaturas unicas para cada organismo.
Esses novos produtos recombinantes serdo a base para a formulagdo de vacinas para
imunizagdo ativa de peixes hospedeiros, ou mesmo para produgdo de anticorpos para
procedimentos de imunizagdo passiva. Além disso, os anticorpos derivados dessas

vacinas podem ser usados para monitorizacao e diagnostico patdégenos Vibrio de peixes.

Palavras-chave: TolC; vacinas recombinantes; anticorpos IgY ; aquacultura
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1. Introducio

As atividades de pesca correspondem ao ato de captura de organismos marinhos
selvagens e tem sido uma atividade central para o consumo humano ao longo de vérias
geracdes. Contudo, devido a captura intensiva, o pico de captura anual foi excedido e os

recursos marinhos tém se tornado cada vez menos sustentaveis.

A industria de aquacultura tem trazido o maior contributo a uma sustentabilidade ao nivel
de recursos alimentares. Esta industria corresponde ao cultivo de peixe, marisco e plantas
aquaticas e diz respeito ao setor de producdo alimentar que cresceu mais rapido, tendo
aumentado 6x durante os anos de 2000-2016 (FAO, 2018). Segundo FAO, 2020 a
producdo de aquacultura continua a crescer a uma taxa média de 7,5% por ano desde
1970. Desde 2000 ao 2017, a industria de aquacultura cresceu aproximadamente 150%
(Moller et al., 2020).Estima-se que a producgao total de peixe aumente de 179 milhdes de

toneladas, como foi observado, em 2018 para 204 milhdes de toneladas em 2030.

As estatisticas refletem um continuo aumento tanto na producdo de organismos
provenientes de aquacultura como no consumo de pescado provenientes da mesma,
comparativamente a pesca (Figura 1.1). Sendo assim, a industria da aquacultura continua
a ser o suporte no crescimento da producao global, auxiliando as atividades de pesca e
mantendo o equilibrio do ecossistema. Desta maneira, com o passar dos anos vamos estar
mais dependentes da industria de aquacultura do que da pesca, de maneira que no ano de
2030 o consumo de organismos provenientes de aquacultura corresponda a 59% e o que
provém das pescas sera de 41% (Figura 1.1) (FAO, 2020). Esta dependéncia ja ¢
verificada com o aumento de aquaculturas com regimes de cultivo intensivo, facilitando
0 aparecimento e propagagdo de agentes patogénicos, isto leva a necessidade de
desenvolver ferramentas que auxiliem o aumento desta industria de maneira a garantir

seguranga para os consumidores.
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Figura 1.1 - Representacao estatistica das capturas, producio de aquacultura e consumo de
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peixe. Previsdes estatisticas da captura global e produgdo por parte da aquacultura desde o ano de
2018 até 2030. Estimando-se que a produc¢do de organismos provenientes de aquacultura
aumentara 13% até 2030, enquanto que a captura de organismos selvagens diminuira 13%no
mesmo periodo de tempo. Relativamente as estatisticas referentes ao consumo de peixe, estima-
se que haja um aumento no consumo de organismos provenientes de aquacultura de 7% e uma

diminuigdo proporcional no consumo de peixes capturados. (Imagem retirada de FAO, 2020).

O cultivo de organismos marinhos tem desempenhado um papel importante no
desenvolvimento econdémico e social em todo o mundo (Novriadi, 2016). A tentativa de
expansao, para satisfazer os consumidores, tem trazido uma intensificagdo extrema desta
atividade que tras diversos desafios bioldgicos, operacionais € ambientais como a
promocao do desenvolvimento e proliferagdao de doencas, escape de peixes, manutencao
da saude dos peixes e dos consumidores (Holmen et. al., 2017). Contudo, atualmente, a
populagdo estd mais consciente do tipo de alimentacdo que consome, das caracteristicas
de producdo e apresenta maior preocupacdo com aspetos ambientais. Neste sentido a
aquacultura ¢ um meio termo entre o desejo da expansdo e consequente otimizagao desta
industria a diversos niveis. Para além do desafio do controlo de doengas em aquaculturas,
o surgimento de mais patégenos no ambiente selvagem também tem sido verificado, isto
devido a atividades humanas e as alteracdes climaticas. Desta manecira ¢ de uma

relevancia extrema compreender os microrganismos marinhos e conhecer melhor a sua



biologia e posteriormente o seu impacto de maneira a criar estratégias eficazes na gestao

das aquaculturas assegurando aos consumidores uma seguranca alimentar de exceléncia.

Os microrganismos apresentam uma elevada importdncia no que diz respeito a
manuten¢do ¢ sustentabilidade de qualquer ecossistema, traduzindo-se num valor
indiscutivel em ciclos biogeoquimicos no ambiente marinho, envolvendo a cadeia
alimentar, ou seja, ciclo de nutrientes, na decomposi¢cdo de matéria organica ¢ no fluxo
de carbono no ecossistema marinho (Das & Mangwani, 2015), para além disso

apresentam uma capacidade extraordinaria de se adaptarem a alteragdes ambientais.

Nos 71% da superficie da Terra cobertos por agua, existe uma elevada diversidade de
organismos vivos, ndo s6 na superficie das 4guas mas também em profundidades abissais,
aguas rasas, desde regides costeiras a regides offshore e regides com caracteristicas gerais
e em regidoes com condi¢des extremas, como fontes hidrotermais (Das et. al., 2006). Da
diversidade existente no ambiente marinho 90% da biomassa de todos os seres vivos no
oceano ¢ constituido por células microbianas (O’Dor, 2004), estimando-se que estes

representem metade da biomassa terrestre (Whitman et. al., 1998).

O termo microrganismos abrange uma diversidade de organismos, dentro dos quais se
incluem, bactérias, virus, fungos, protistas e que entre ele apresentam elevada diversidade
em caracteristicas morfologicas, ecologicas e fisioldgicas (Das et. al., 2006) (Baharum &
; Mohd Azinuddin Ahmad Mokhtar, 2010). Dentro destes, as bactérias e virus sao os mais
comumente associados a doencas em diversas espécies de animais vertebrados e

invertebrados bem como plantas marinhas.

1.1 O género Vibrio: Diversidade e Abundéncia

Existem fortes evidéncias de que os organismos bacterianos marinhos, para além de
desempenharem um papel fundamental nos ciclos biogeoquimicos do ecossistema, estao
também fortemente envolvidos na cadeia alimentar em sistemas de aquacultura podendo

por isso afetar a saide dos organismos em cultura e eventualmente a saude dos



consumidores finais (Thompson et. al., 2003). O género Vibrio integra patdgenos
bacterianos que apresentam uma alta taxa de presenca em contexto de aquacultura. Para
além disso, nos ultimos anos devido ao aumento da temperatura da dgua do mar e
mudancgas climaticas, a incidéncia de doencas causadas por Vibrio tem aumentado
significativamente, representando uma ameaga tanto para aquacultura como para a satde
humana (Huang et. al., 2021). Devido a isto tem sido um dos géneros mais estudados e

investigados.

O género Vibrio pertence a familia Vibrionaceae e até aos dias de hoje ja foram
encontradas e reportadas pelo menos 110 espécies de Vibrio spp. (Kokashvili et al., 2015)
(Huang et. al.,, 2021). Sao bactérias Gram-negativas e considerados organismos
quimiotroéficos, caraterizando-se como nao produtores de endosporos e produtores da sua
energia através da respiracdo celular, anaerébia facultativa (Frans et. al., 2011). Estes
organismos apresentam a forma de bastonetes, tipo virgula, ddo origem a colonias
redondas com coloracdao creme (Frans et al., 2011) e podem ou ndo ter capacidade de
mobilidade, sendo que os que apresentam mobilidade apresentam flagelos polares
(Osunla & Okoh, 2017)(Echazarreta & Klose, 2019);

Vibrio ¢ um microrganismo autdctone em diversos ambientes aquaticos e tem um papel
importante na manuten¢io dos mesmos (Osunla & Okoh, 2017). E encontrado em
ambientes estuarinos, marinhos e de agua doce (Barbieri et. al., 1999) . O género Vibrio
constitui 60% das bactérias heterotréficas do ambiente aquético totais e pertence a um
grupo de organismos hal6filos, excluindo V. cholerae, visto que podem proliferar em
ambientes com elevadas concentragdes de sal (30-35 ppt)(Annie Selva Sonia & Lipton,
2012);(Pridgeon & Klesius, 2012). Por outro lado estdo também associados a ambientes
de temperaturas mais elevadas, sendo organismos termofilos, apresentando crescimento
6timo a temperaturas entre os 25 ¢ 30 “C, embora com maior viruléncia a temperaturas
que rondem os 15 °C (Panagiotis Angelidis, 2015). Considera-se uma populagao dindmica
que normalmente ¢ afetada pelo clima e fatores sazonais, e desta maneira a sua presenca
e permanéncia ¢ sazonal, principalmente devido as oscilagdes na temperatura da agua

(Maeda et. al., 2003; Huang et. al., 2021).

Segundo estudo de Verschuere et. al., 2000, este género apresenta capacidade para criar

relagdes simbidticas, com estirpes (e.g Vibrio pelagius, Vibrio alginolyticus) capazes de
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estimular a reprodugdo e taxas de crescimento de alguns organismos (e.g. moluscos e
rotiferos), contribuindo por exemplo para o mecanismo de defesa em Artémias contra
infecdes causadas por outras bactérias (Sawabe et. al., 2013). Contudo no género Vibrio,
existem também estirpes virulentas que sdo responsaveis por sérios problemas em
organismos marinhos. Efetivamente, a familia Vibriocinae, que integra género Vibrio,
contém patdgenos zooticos e epizodticos, ou seja, que afetam humanos e organismos do

ambiente marinho.

O género Vibrio apresenta uma grande diversidade na comunidade bacteriana marinha,
refletindo a sua enorme versatilidade metabodlica, genética e ecoldgica. Devido a isto, ¢
reconhecido como um importante género dentro das bactérias marinhas heterotroficas,
pois contribuird para elucidar a correlagdo existente entre a evolugdo gendmica e
adaptagcao ecologica (Sawabe et. al., 2013). Apesar de existirem elevadas diferencas
fenotipicas e genotipicas entre espécies, a elevada homologia a nivel fenotipico e
genotipico entre estirpes de Vibrio, por exemplo entre os organismos que tém como
ancestral comum Vibrio harvei, dificulta a sua diferenciagdo quando detetadas
(Darshanee Ruwandeepika et. al., 2012); (Froelich et. al., 2019). Por esta razdo ¢
necessario um continuo desenvolvimento de métodos analiticos que permitam a detegdo
e identificacdo do patdgeno com elevada especificidade de forma a avaliar subsequentes

acoes profilaticas e/ou terapéuticas.

1.2 Vibrioses: fatores que determinam o seu aparecimento

No ambiente marinho existem um conjunto de fatores quimicos, fisicos e biologicos que
contribuem para a abundancia e diversidade da comunidade de bactérias do género Vibrio.
Para além do ambiente marinho, estes fatores também tém influéncia no desenvolvimento
e proliferacdo de patdgenos bacterianos do género Vibrio em culturas de peixes e
organismos invertebrados, que suprimem a imunidade de potenciais organismos
hospedeiros, aumentando a suscetibilidade destes a doenga. (Haenen et. al., 2014). Dentro
do sistema de cultivo temos fatores fisicos, quimicos e bioldgicos que afetam a qualidade
da 4gua e consequentemente a saude dos peixes podendo deixa-los mais vulneraveis a
patogenos. Estes fatores incluem a qualidade da dgua (temperatura, transparéncia, OD,

pH, amonia, salinidade, coliformes, presenca de pesticidas ou farmacos), uma



alimentacdo pouco rica (composi¢cdo da dieta pobre em aminodcidos, acidos gordos
essenciais, vitaminas ou minerais) (Oliva-Teles, 2012)(Frans et. al., 2011), o estado
fisiologico individual do hospedeiro (e.g. ciclo de vida do hospedeiro), a densidade
populacional e ainda a presenca de outros microrganismos que afetaram a vulnerabilidade
destes a apanharem infe¢des (Almeida et. al., 2009) (Frans et. al., 2011)(Alfiansah et. al.,
2018).

O mecanismo de defesa em peixes tem como primeira linha de defesa algumas barreiras
fisicas e quimicas, gerando imediatamente uma resposta contra o patdgeno. Uma das
defesas ¢ a renovacdo constante do muco da pele que apresenta péptidos, proteases,
lectinas e lisozimas com propriedades antibacterianas. Posteriormente a segunda linha de
defesa ja envolve o sistema imunitario adquirido, gerando uma resposta imune especifica
contra o patdgeno (Frans et. al., 2011). O mesmo ndo se verifica em larvas de peixe, que
ndo apresentam capacidade de gerar uma resposta imune especifica, sendo organismos
mais vulneraveis a infe¢do por parte de patdgenos e posteriormente a morte (Frans et. al.,

2011).

A resposta imune de invertebrados, como por exemplo camardes, apresenta algumas
semelhangas 4s defesa de larvas de peixes, de maneira que, também ndo apresentam
sistema imune adquirido, tendo como primeira linha de defesa o exoesqueleto, que ¢
formado por carbonato de célcio, carboidratos e proteinas. Contudo, a hemolinfa destes
organismos ¢ constituida por hemocitos que consistem em hialindcitos, granuldcitos e
semi-granuldcitos.(Amatul-Samahah et. al., 2020) e estes componentes vao se
especializando, de maneira a darem uma melhor resposta como defesa ao patogeno.
Contudo, ainda ndo ha muitas evidéncias da existéncia de sistema imune adquirido por

parte destes organismos.

1.2.1 Impacto de vibrioses: na industria da aquacultura e seguranca alimentar

Nos ultimos anos, devido a mudancas climaticas e consequentemente ao aumento da
temperatura dos oceanos, o aumento intensivo das culturas de peixes na industria de

aquacultura e algumas atividades humanas levou a um aumento de incidéncias de Vibrios,



representando um impacto no desenvolvimento social e economico e consequentemente
na saide humana (Le Roux et. al., 2015) (Huang et. al., 2021). Contudo, a falta de
notificag¢do obrigatoéria de doengas causadas por Vibrio torna dificil fazer estimativas mais
precisas acerca das infecdes existentes na Europa associadas a estes patogenos. Porém,
existem dados econémicos que nos elucidam das perdas que esta industria pode sofrer.
Efetivamente, as perdas econdmicas associadas a doencas em aquacultura no mundo
inteiro segundo (Novriadi, 2016), sdo de cerca de 7 mil milhdes de euros (US $9 mil
milhdes) por ano. A estas perdas economicas podem estar associadas doengas bacterianas

de diversas espécies de microrganismos associados ao ambiente marinho.

Todavia, a vibriose ¢ considerada a causa mais conhecida por estar associada as enormes
perdas em culturas de peixes e crustaceos (Austin, & Austin, 2007). O impacto desta
familia de patdgenos nesta industria ndo se reflete apenas ao nivel economico. De fato, o
problema coloca-se também a nivel da seguranca alimentar (Amaro & Biosca, 1996) em
particular, pois o género Vibrio esta associado ao zoonoses. Desta maneira, esta familia
de bactérias contém importantes patégenos zoonodticos com capacidade de infetar
humanos, tais como, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus,
enquanto que os patdégenos direcionados a organismos aquaticos sdo tipicamente Vibrio
harveyi, Vibrio campbelli, Vibrio alginolyticus, Vibrio anguillarum (Penduka et. al.,
2011)(Silveira et. al., 2016)(Darshanee Ruwandeepika et. al., 2012). Das principais
espécies relatadas em aquaculturas destacam-se: V. anguillarum, V. parahaemolyticus, V.

vulnificus, V.harveyi e ordalli.

Os sintomas clinicos manifestados por animais aquaticos infetados reflete-se através de
septicemia hemorragicas e em muitos casos leva a morte do organismo (Austin & Austin,
2007);(Darshanee Ruwandeepika et. al., 2012). No caso da ingestdo por parte dos
consumidores de um microrganismos pertencente a este género, que normalmente ocorre
através de alimentos provenientes do mar contaminados, podera resultar em diarreia,
gastroenterite e até¢ morte (Kustusch et. al., 2012). Assim sendo, ¢ de extrema importancia
garantir a saide e seguran¢a alimentar dos consumidores, nomeadamente de produtos

derivados de aquacultura.



Segundo Roger CHONG, 2011, 66,7% das doengas relatadas em grupos de
Epinephelus spp. sdo vibrioses, afetando todas as etapas de crescimento com uma taxa de
mortalidade até 50%. Em culturas de camardes, Flegel, 2012 verificou que 20% das
perdas nestas culturas sdo devido a vibrioses, representando uma ameaca constante para
estes produtores. Na malasia e em paises vizinhos com um clima tropical com
temperaturas de 28° C o ano todo, a prevaléncia de vibrioses em aquaculturas ¢ elevada

levando a perda de animais e consequentemente econdmicos (Ina-Salwany et. al., 2019).

A identificacdo da espécie de Vibrio spp em cultura é crucial para a utilizacdo da
estratégia mais eficaz de controlar a vibriose em causa. No entanto, devido a elevada
homologia fenotipica e genotipica entre espécies, as ferramentas de identificagdo, como
caraterizacdo fenotipica e detegdo molecular, apresentam algumas limitagdes. Desta
maneira, o controlo das vibrioses em aquacultura atualmente ndo ¢ altamente viavel de
modo que leva a necessidade de administragdo em excesso de antibioticos. Ainda assim,
¢ de salientar que hoje em dia ja ha algumas aquaculturas que recorrem a tentativa de
solugdes mais sustentaveis , tais como, técnicas de “adgua verde”, desinfetantes, plantas

medicinais, pre-bidticos e bacteriofagos (Ina-Salwany et. al., 2019).

Efetivamente, para caraterizarmos de forma eficaz um largo espetro de infe¢des causadas
por Vibrio ¢ necessario desenvolver novas ferramentas de detecao e identificagao dos
patdgenos emergentes de maneira a haver maior controlo tanto em espécies de cultivo
como selvagens, principalmente devido a existéncia de bactérias zodticas nesta familia.
Uma vasta comunidade cientifica na Europa tem-se focado no desenvolvimento destas
ferramentas com o objetivo de reduzir significativamente o numero infe¢des por Vibrio e
as suas consequéncias ambientais, economicas e para a saide publica (Le Roux et. al.,
2015). Desta maneira, este trabalho podera oferecer uma alternativa que podera ser usada
e ambas as abordagens, tanto na etapa de identificagdo como para tentar controlar ou até

como terapia passiva conjunta.
1.2.2 Fatores de viruléncia de Vibrio spp.

Efetivamente os microrganismos como as bactérias, recorrem a diversos fatores que

medeiam a sua patogenicidade, comumente conhecidos como fatores de viruléncia



bacteriana (Silveira et. al., 2016). Estes permitem ultrapassar as defesas e barreiras
intrinsecas, nomeadamente do sistema imunitario, dos organismos marinhos e estabelecer

a infecao.

Atualmente estido descritos diversos mecanismos que determinam a infecdo por Vibrio,
mas muitas questdes cientificas continuam por responder. Dentro dos fatores de
viruléncia descritos para Vibrio podemos destacar aqueles com maior relevancia e
impacto em aquacultura e com eventual repercussao na satide humana, 1) os sistemas de
aquisi¢do de ferro; 2) produg¢do de componentes intra e extracelulares com atividade
hemolitica e proteolitica; 3) Mobilidade e Quimiotaxia; 4) Fatores de adesao 5) a sintese
de diversos sistemas de secrecao de proteinas e outras moléculas (Vieira, 2009; Frans et.
al., 2011; Silveira et. al., 2016; L. Li et. al., 2019). Importante referir que certos fatores
de viruléncia sdo mais transversais entre espécies que outros. Na tabela 1.1 estdo alguns

exemplos de genes e proteinas envolvidas em alguns dos fatores descritos anteriormente.

Tabela 1.1 - Exemplos de alguns fatores de viruléncia de Vibrio spp. Na tabela seguinte estdo

representados exemplos de fatores de viruléncia e a sua fungdo ou efeito no hospedeiro.

Fator de viruléncia Efeito/ Funciao Referéncia

Vibrioferrina V. parahaemolyticus produz (Tanabe et al., 2012)
vibrioferrina, que pertence a familia
de sideroforos do tipo
hidroxicarboxilato e transporta a
mesma carregada para o interior das
células através dos recetores e do

sistema de transporte ABC.

EmpA (metaloprotease) Protease extracelular que provoca (Denkin & Nelson, 2004)
danos nos tecidos dos hospedeiros ¢ a
sua regulagdo ¢ afetada por trés fatores
(expressao dependente durante fase
estacionaria; muco gastroinstetinal e

quorum-sensing)

VVH (Hemolisina) Toxina que pertencente a familia (G.Li & Wang, 2019)
HlyA ¢ que ¢é secretada para o
ambiente extracelular por

V.vulnificus.




Flagelina A Remogdo de uma zona conservada da  (O’Toole et al., 1996)
flagelina A resulta numa diminuigao

da viruléncia.

Exopolissacarideos (EPS) Formagéo de polissacarideos (L. Li et al., 2019);
extracelulares tem representa elevada (Liu et al., 2020)
importancia na capacidade de adesdo
do patdégeno ao hospedeiro. Forma
uma camada protetora em redor da
bactéria ¢ aumenta a sua for¢a de

adesao a superficie do hospedeiro.

No processo de infe¢cdo a mobilidade mediada por os flagelos estad conectada com
processos que envolvem a quimiotaxia, formacdo de biofilmes, colonizagdo e
consequentemente viruléncia das bactérias. Visto que, a quimiotaxia corresponde ao
aproximar ou afastar de um ambiente quimicamente favoravel e que posteriormente ajuda
ao desenvolvimento da colonizacdo dos hospedeiros (Echazarreta & Klose,
2019)(DeLoney-Marino et. al., 2003) apresenta também importancia nas primeiras etapas

de infe¢do do patdgeno.

No que diz respeito a colonizagdo, as proteinas extracelulares representam um fator de
viruléncia muito comum entre espécies de Vibrio spp. Uma das mais conhecidas e
relatadas € uma enzima extracelular, metaloprotease (EmpA) que na maioria dos casos
estd envolvida na degradacdo da matriz extracelular do hospedeiro, contribuindo assim
para o desenvolvimento da infecdo através da degradacdo do muco e posterior

colonizagao (Frans et. al., 2011); (Osei et. al., 2018).

O crescimento e proliferacdo das bactérias nos seus hospedeiros envolve processos
multifatoriais. Desta maneira a secrecao de toxinas por parte dos microrganismos ¢
comum, como por exemplo, hemolisinas, que sdo exotoxinas que provocam a lise celular
dos eritrdcitos (Frans et. al., 2011). As diversas hemolisinas produzidas por Vibrio spp.
sdo muito semelhantes, contudo apresentam algumas diferencas. Desta maneira existem
4 familias de hemolisinas, thermostable direct haemolysin (TDH), El Tor haemolysin
(HlyA), the thermolabile haemolysin, (TLH), thermostable haemolysin (6-VPH)(X. H.
Zhang & Austin, 2005).
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Envolvendo estratégias de sobrevivéncia por parte dos microrganismos os sistemas de
aquisi¢ao de ferro desempenham um papel fulcral. O facto da presenca de ferro livre no
ambiente hospedeiro ser limitada, levou os microrganismos invasores desenvolveram
mecanismos para aquisi¢do de ferro como o transporte de ferro dos portadores de ferro
dos mamiferos (e.g transferrina, lactoferrina) e sintese de moléculas de baixo peso
molecular e com elevada afinidade para ides de ferro pouco soluveis, chamados de
sider6foros (Y. Li & Ma, 2017), isto porque, a maioria do ferro do hospedeiro esta ligado
a fatores como as transferrina e lactofrerrina, ou a sua biodisponibilidade em ambientes
aerdbios ¢ baixa porque forma hidroxidoferricos insoluveis. Consequentemente este
sideroforos formam um complexo que € transportado para dentro das células hospedeiras

(Cordero et. al., 2012); (Y. Li & Ma, 2017);(Chatterjee & O’Brian, 2018).

Todo o processo de infecdo desta familia bacteriana envolve uma série de fatores que
através de toda a literatura da para entender que estdo altamente interligados, ou seja, pra
além de ndo agirem isoladamente, fatores abordados anteriormente sao desencadeados
em prol de outros. O caso da secre¢do de toxinas e diversas moléculas e também a
aquisicdo de ferro, estdo automaticamente envolvidos num sistema de secre¢dao. Desta
maneira, muitos dos fatores de viruléncia necessitam de um sistema de secre¢ao que
envolve um complexo de proteinas e por isso podera representar um ponto interessante
no que diz respeito a producdo de alternativas terapéutica, profilaticas e de diagndstico,

visto que sdo transversais a todas as Vibrio spp.

1.2.2.1 Sistema de secrecio bacterianos

Os sistemas de secrecdo sao complexos proteicos que medeiam a interagdo/comunicagao
do patégeno com o ambiente envolvente, e sdo de extrema importancia na sua adaptagado
e sobrevivéncia. Os sistemas de secrecdo estao envolvidos na viruléncia destes patogenos
sendo complexos proteicos altamente especializados que promovem tipicamente efluxo
(secrecdo) de um vasto espetro de substratos, incluindo moléculas pequenas, proteinas e
DNA. Dependendo do sistema de secrecdo em questdo, o substrato secretado por estes
sistemas tem trés destinos possiveis, 1) mantem-se associado & membrana interna; 2) ¢
secretado para o meio extracelular; ou 3) ¢ injetado no lamen (citoplasma /periplasma) da

célula hospedeira (Costa et. al., 2015). Estao descritos na figura 1.2 cinco sistemas de
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secrecdo distintos em bactérias, que promovem a passagem de substratos através da
membrana interna e externa: sistemas de secrecdo do Tipo 1 a 6 (Type 1-6 Secretion

Systems: TISS, T2SS, T3SS, T4SS, T6SS).

Host environment
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Figura 1.2 - Tipos de sistemas de secrecao: Organizacdo estrutural dos sistemas de secregdo
bacterianos de Gram-negativas que promovem a passagem de substratos através da membrana
interna e externa: sistemas de secre¢ao do Tipo 1 a 6 (Type 1-6 Secretion Systems: TISS, T2SS,

T3SS, T4SS, T6SS). Imagem retirada de (Costa et. al., 2015).

Relativamente ao sistema Tipo I (T1SS), ¢ um complexo proteico constituido por trés
componentes principais e que atravessa a dupla membrana da bactéria (membrana interna,
IM e membrana externa, OM), ligando citosol ao ambiente extracelular. E um sistema
que apresenta semelhangas ao sistema de efluxo de multidrogas da familia RND

(Resistance—Nodulation—Division).

Em bactérias Gram-negativas os sistemas secrecdo T1SS, também chamados de sistemas
de efluxo, sdo constituidos por trés tipos de proteinas: 1) uma bomba de efluxo, que ¢
uma proteina embebida na membrana interna (também designada de componente da
membrana interna, IMC) e que ¢é responsavel por transportar ativamente (com uso de
energia) substratos do meio intracelular para a zona periplasmatica; 2) uma proteina
periplasmatica dita de fusao (MFP, membrane fusion protein), por ser responsavel por
garantir a interacdo entre a bomba de efluxo e o canal da membrana externa e que por sua
vez promove movimentos peristalticos facilitadores da extrusao dos componentes através
do sistema; e finalmente 3) uma proteina canal-tinel (channel-tunnel), designada de

TolC, que ¢ uma proteina com uma parte embebida na membrana externa (OM) e outra
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parte no espago periplasmatico em contacto direto com a proteina periplasmatica de fusao
(Kanonenberg et. al., 2013; Costa et. al., 2015; Symmons et. al., 2009). Os sistemas de
secrecdo T1SS formam uma estrutura em tinel que tem a capacidade de transferir
diretamente o substrato do citosol para o ambiente extracelular. Esta a¢do ¢ ativada
através do reconhecimento de células recetoras do hospedeiro, adesinas, complexos
proteicos também considerados fatores de viruléncia destes patdgenos. A geragdo de
energia destes sistemas ¢ obtida através da hidrolise de ATP, que ocorre ao nivel da
bomba de efluxo na membrana interna. Estes sistemas sao responsaveis pela secrecdo de
diversos substratos proteicos do meio intracelular para o meio extracelular. Os T1SS estao
associados com o desencadear de viruléncia no hospedeiro e aquisi¢ao de nutrientes,
enquanto que as RND estao associadas a resisténcia de compostos antibacterianos (e.g.

antibioticos)(Sawabe et. al., 2013).

1.2.2.2 TolC — a proteina canal da membrana externa

A proteina canal da membrana externa — canal TolC - faz conexdo entre a zona
periplasmatica e o meio extracelular e ¢ reconhecido como um componente chave na
resisténcia a antibidticos em bactérias Gram-negativas, dado a sua capacidade de mediar
a extrusao de substancia citotoxicas, promovendo a sobrevivéncia da bactéria (Koronakis,
2003). Este canal proteico apresenta-se nativamente como um homotrimero formado por
trés mondémeros, cada um contendo 428 aminoacidos. O canal apresenta duas regides ou
dominios estruturalmente distintos: 1) uma regido embebida na membrana externa
formando um canal de conformacao barril B e 2) um tinel em conformagao a-hélice na

regido periplasmatica associado ao MFP.

A estrutura cristalografica do TolC mostra que a abertura do canal na extremidade
extracelular ¢ desencadeado por movimentos de torcdo das hélices (Koronakis et. al.,
2000;Pei et. al., 2011;Andersen, 2003). Efetivamente, uma das regides estratégicas e
principal foco de interesse na estrutura do canal TolC, ¢ a sua regido extracelular,

constituida por dois loops peptidicos expostos no exterior (Figura 1.3).
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Figura 1.3 - Estrutura cristalografica de E.coli (PDB:1TQQ), A: vista extracelular, os
epitopos expostos na membrana exterior; B: vista superior, complexo proteico do canal de

membrana TolC. Imagem original: Grupo de Biotecnologia Estrutural, CNC.

Esta ¢ a unica regido acessivel do canal através do exterior, e nela ocorrem mudancgas
conformacionais que se acredita serem responsaveis pela abertura e fecho do canal,

promovendo ou bloqueando o efluxo de substrato (Andersen, 2003).

O canal TolC ¢ conservado em inimeras Gram-negativas conhecidas, sendo curiosamente
mantida a sua conformagao de homotrimero, tal como conhecida para o TolC candnico
de E.coli (PDB ID:1TQQ, (Higgins et. al., 2004; Koronakis et. al., 2000). Isto torna-se
evidente através da comparagdo global das estruturas cristalograficas (Figura 3.3) de
canais de membrana externa de Gram-negativas como: OprM de Pseudomonas
aeruginosa (PDB ID: 3D5K, (Phan et. al., 2010), VceC de Vibrio cholerae (PDB ID:
1YCY, (Federici et. al., 2005), CmeC de Campylobacter jejuni (PDB ID: 4MT4, (Su et
al., 2014), ST50 de Salmonella enterica Typhi (PDB ID: SBUN, (Guan et. al., 2015) e o
MtrE de Neisseria gonorrhoeae (PDB ID: 4MTO, (Lei et. al., 2014). Estudos a decorrer
no nosso laboratorio (ndo publicados) através da andlise extensiva por alinhamentos de
sequéncia primaria e de estrutura tridimensional de mais de 600 canais de membrana
externa de sete familias de Gram-negativas, revelam uma grande variedade de sequéncias

que convergem numa conformacao homotrimérica mais consistente, mas que apresentam
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por exemplo assinaturas Unicas nos seus loops extracelulares. Este serd um aspeto a

abordar no presente trabalho.

E.coli P.aeruginosa V.cholerae C.jejuni N.gonorrhoeae

PDB:1TQQ PDB:3D5K PDB:1YC9 PDB:4MT4 PDB:5BUN PDB:4MTO

Figura 1.4 - Estruturas cristalogriaficas da proteina TolC de diferentes bactérias Gram-
negativas. Vista superior do canal e visdo de fora do canal. Comparagdo da semelhanga na
conformagdo homotrimérica com o canal TolC de Escherichia coli (E.coli) com os canais TolC
das restantes bactérias Gram-negativas. Imagem original: Grupo de Biotecnologia Estrutural,

CNC.
1.2 Tecnologia IgY

A maioria dos anticorpos produzidos para posteriores aplicagcdes médicas ou terapéuticas
tém origem em mamiferos, especialmente em ratos, coelhos e cabras (X. Li et. al., 2015).
Contudo a producdo de anticorpos de mamiferos pode ser desafiante no sentido de que
alguns antigénios induzem fracas respostas imunoldgicas ou até, em alguns casos, nao
apresentam de todo imunogenicidade. Para além disso, o processo de producdo dos
anticorpos de mamiferos envolve dor e stress nos animais em questao, desde a etapa de
imunizagao a recolha de sangue (Thompson et. al., 2003). De maneira a minimizar estes
contras, a pesquisa para o uso de modelos em aves para a obtengao de anticorpos tem sido
estudada desde os ano 90, sendo que desde o ano de 1996 a tecnologia IgY tem sido aceite
como alternativa ao uso de anticorpos de mamiferos (Schade et. al., 2005). A tecnologia

IgY consiste na producdo e utilizagdo de anticorpos provenientes de aves.
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Normalmente tende a haver uma confusdo no que diz respeito as vantagens e limitagcdes
desta tecnologia porque no fundo os aspetos bioldgicos e técnicos irdo estar sempre
relacionados. Desta maneira, vou citar alguns dos aspetos abrangidos por a tecnologia
IgY descritas no livro de (Zhang et. al.,2021)(Figura 4.1). Como dimensdo principal
temos 1) Etica e bem-estar dos animais. Esta tecnologia utiliza métodos néo invasivos,
visto que os anticorpos sao recolhidos da gema do ovo. 2) Quantidade de anticorpo, que
no caso das galinhas, produzem uma quantidade elevada de anticorpos quando comparado
com outros animais, o que leva a necessidade de menos animais para a produgdo dos
anticorpos. A percentagem de IgY especifica produzida corresponde de 1-10% da
quantidade total de anticorpos (Pereira et. al., 2020; Thommes et. al., 1990; X. Li et. al.,
2015); 3) Divergéncia filogenética, que pode ser usada como uma vantagem, havendo
uma baixa homologia e elevada imunogenicidade entre aves e mamiferos. Desta maneira,
as galinhas tém a capacidade de produzir anticorpos de proteinas de mamiferos altamente
conservadas sendo necessario menos antigénio para a sua producdo. 4) Organizagdo
genética dos reportdrios de aves imunizadas; 5) Estrutura Molecular de IgY (Zhang et.

al.,2021).

A quantidade de anticorpos obtidos ndo ¢ linear em todas as situagdes e podera variar
consoante os diversos fatores desde a quantidade de antigénio administrada, a sua
imunogenicidade, o peso da molécula e a idade da ave. (A. Polson, 1980); (Grando et. al.,
2017) (BARUA et. al., 2000). Para além disso inevitavelmente ird haver uma
variabilidade intrinseca devido ao uso de multiplos animais. A maior limitacao desta
tecnologia esta na falta de eficiéncia de ligacdo do dominio Fc da molécula IgY as

proteinas A, G (..) usadas em purificagdes de anticorpos de mamiferos.

16



Animal Ethics Phylogenetic  IgY molecular

& Welfare distance structure
avian hosts ~300 MYears to IgY MW 180kDa
robust alternatives  common ancestor vs IgG 150kDa
for antibody
generation lower homology long term
higher immunogenicity storage / stability
less animals _
improved sensitiviy no binding
non-invasive & specificity to mammalian
Ab collection mammalian proteins Fc-receptores
reduced crossreactivity no binding
in mammalian systems ~ rheumatoid
factor
no activation
? mamrlnalian
complement
> o
no binding
Protein Aor G
Egg source :
99 Genetic
high yield organization
scalable
cost-effective
sustainable
ecofriendly

Figura 1.5 - Aspetos gerais relacionados com a tecnologia IgY. Vantagens transversais a
tecnologia IgY como a organizagdo genética do anticorpo das aves; a estrutura molecular do
anticorpo IgY; a distancia filogenética das aves para mamiferos; a seguranga ¢ ética animal
associada a tecnologia e as vantagens associadas a obtengao do anticorpo da gema de ovo.

Imagem retirada de (Zhang et. al.,2021).

Os aspetos principais na produ¢do de anticorpos de aves sdo questdes éticas e do bem-
estar do animal; distancia filogenética dos hospedeiros; Quantidade de anticorpo obtido;
estrutura molecular dos anticorpos IgY; organizagdo genética dos reportorios de aves
imunizadas sdo tudo aspetos que tém tornado esta tecnologia como uma promissora

alternativa as solug¢des convencionais de pesquisa, diagnostico e para fins terapéuticos.
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O pico/perfil (titer) dos anticorpos obtido ¢ influenciado por diversas variantes desde 1)
o antigénio usado a dose utilizada; 2) o adjuvante usado na imunizacdo; 3) a via de
aplicacdo; 4) frequéncia de inoculacdo e a idade e estado de desenvolvimento das

aves(Schade et. al., 2005)(Chalghoumi et. al., 2009).

Os antigénios usados para a obtengao de anticorpos IgY pode ser através de um complexo
de antigénios (virus, bactérias e parasitas) ou como antigénios singulares (proteinas,

polissacarideos, peptideos & acidos nucleicos).

A aplicagdo e uso destes anticorpos abrange diversos campos de investigacao e diversas
estratégias possiveis tanto de um ponto de vista de prevencdo, terapéutico ou de

diagnostico.

1.3.1 Aplicacao da tecnologia IgY em organismos marinhos: alternativa aos

antibioticos

Os anticorpos IgY tém sido extensivamente usados tanto em medicina humana como
veterindria na area da saide com finalidades como imuno-diagnostico, imunoterapia,
neutralizacdo de toxinas de animais venenosos e bactérias e na area da alimentagdo.
(Kollberg et. al., 2003)(Schade et. al., 2005). Cada vez mais esta tecnologia tem mostrado
muito interesse na industria de aquacultura para tratar diversas doengas infeciosas em

animais aquaticos.

A industria de aquacultura foi uma das que mostrou um crescimento mais rapido num
pequeno espaco de tempo e mostra-se muito Util para se manter a sustentabilidade e
equilibrio nos ecossistemas marinhos. Desta maneira, um vasto espetro de organismos
comecgou a ser cultivado intensivamente e o aumento do cultivo por aquacultura destes
organismos tem trazido problemas de sustentabilidade, satide e desenvolvimento desta
industria. Atualmente a tecnologia IgY ¢ usada nos paises nordicos e Japao como

estratégia terapéutica de maneira a controlar diversas doencas virais e bacterianas.
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No cultivo do salmdo temos uma doenga viral extremamente conhecida por causar
enormes perdas economicas e elevada mortalidade em camardes, causada por o virus
white spot syndrome. O facto de os camardes ndo terem um sistema imune especifico faz
com que ndo possam ser vacinados e a imunizacao deles seria ineficaz. Contudo, através
da tecnologia IgY este virus pode ser neutralizado por anticorpos de aves especificos e
posteriormente utilizados para imunoterapia (Baloch et. al., 2014). No campo de
vibrioses, V. harveyi recentemente comegou a causar mortalidades em massa em
Japanese pufferfish, desta maneira, através de imunizagdo passiva, a tecnologia IgY
obteve anticorpos de galinha imunizadas com a bactéria inativa que posteriormente
podem ser administrados através da dieta dos peixes, injecao ou imersao (M. Zhang et.
al., 2021). Uma outra aplicacao desta tecnologia em organismos aquaticos foi o uso de
anticorpos IgY microencapsulados com o antigénio da bactéria Yersinia ruckeri, que por

sua vez afeta toda a industria de salmonideos(Lee et. al., 2000).

Ja foi comprovada a nivel comercial a eficacia desta tecnologia em doencas de
organismos marinhos, tais como “white spot Syndrome”, vibriose, edwardsielose e
doenca entérica da boca vermelha, para além disso tem sido também usada em

diagndsticos e preservagdo de alimentos marinhos.

O aumento e prevaléncia de doencas bacterianas foi verificado com o aumento do uso de
antibidticos, o que retrata a tecnologia IgY como uma Otima alternativa. Segundo
Maldonado et. al., 2012, foi verificada uma resisténcia aos antibidticos pertencentes ao
grupo quinolonas como, oxitetraciclina, 4cido oxolinico e florfenicol, antibioticos usados
em larga escala no cultivo de salmao no Chile e que normalmente sdo usados para tratar
doencgas causadas por Flavobacterium psychrophilum e Yersinia ruckeri e Vibrio. Para
além disso, um estudo recente onde envolveu 70 Vibrios pertencentes a 9 espécies, que
foram identificadas e isoladas de uma aquacultura no Sul da China, revelaram uma
prevaléncia de resisténcia a diversos antibioticos, tais como, vancomicina, amoxicilina,

midecamicina e furazolidona (Deng et. al., 2020).
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Desta maneira, o desenvolvimento da tecnologia IgY no ambito de aquacultura auxilia no
combate a resisténcia dos antibioticos bem como o uso do fator de viruléncia, o canal de

membrana TolC como alvo.

A obtengdo de anticorpos IgY, leva a necessidade de imunizar as aves com o antigénio
pretendido. Desta maneira, esta imunizacdo pode ser feita através de diversos tipos de
vacinas desde inativadas, atenuadas, de DNA, recombinantes, toxoides. Em termos da
contribuicao ambiental, social e econdmico, a vacina¢ao mostra ser uma alternativa mais
sustentavel do que os antibidticos. No entanto, no ambito de tratar diversas doencas que
afetam diversos organismos em aquacultura, o uso isolado de vacinas ndo ¢ eficaz para

todos os organismos.

Contudo, a producdo de vacinas recombinantes ¢ crucial para a determinagdo estrutural
de alvos biofarmacéuticos (Overton, 2014). As vacinas de proteinas recombinantes,
consistem na sintese de subunidades proteicas ou em peptideos sintéticos altamente

purificados em células hospedeiras. (Nascimento & Leite, 2012) (Perrie et. al., 2008).
1.4 Objetivo

A proteina do canal TolC de membrana externa, ao ser responsavel por secretar
compostos toxicos e antibioticos desempenha um papel fundamental no desenvolvimento
de resisténcia bacteriana por parte de diversos microrganismos. Desta maneira, os
epitopos localizados na regido extracelular deste canal TolC s3o um potencial alvo para
o desenvolvimento de anticorpos IgY de maneira a obstruir ou modular a atividade deste
canal. Posto isto, os anticorpos poderdo ser utilizados em diversas abordagens, desde
terapias conjuntas ou complementares e estratégias profilaticas ou de diagnostico,

alinhando-se assim no combate ao fendmeno da resisténcia aos antibidticos.

Neste trabalho foram desenvolvidas vacinas contra o canal TolC, tendo como base
peptideos recombinantes derivados das zonas especificas expostas a superficie (regido
extracelular) deste canal de membrana externa bacteriana. Mais concretamente foram
desenhados, clonados, expressos em sistemas de expressdo heterdloga e finalmente
purificados, 2 péptidos (ou epitopos) de 10 espécies distintas de Vibrio spp. Estes
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peptideos recombinantes serdo a base para a formulacao de vacinas para a imunizagao de

aves e subsequente obten¢do de anticorpos IgY contra os diferentes canais TolC de Vibrio
spp.

2 Metodologia

2.1 Analise bioinformatica e desenho racional dos epitopos
A identificagdo e selecdo das sequéncias primarias das proteinas correspondentes aos
homologos do canal TolC de E.coli, foi feita com recurso a base de dados dados Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG; https:// www.genome.jp/kegg/). Foi

utilizada a ferramenta de Blast, para identificacdo dos homologos Vibrio do canal TolC
E.coli Foram obtidas 52 sequéncias que foram alinhadas com recurso a ferramenta online

Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). O resultado de alinhamento

das multiplas sequéncias encontra-se na Figura 5.1, apos processamento dos dados no

software Jalview (https://www.jalview.org/); na figura sdo apresentadas apenas as regioes

correspondentes aos dois epitopos extracelulares, que sdo as regides alvo para o desenho

racional destes epitopos e versao recombinante.

Foram selecionados para este trabalho os organismos Vibrio com reconhecido impacto
em vibrioses de espécies marinhas, nomeadamente: V.harveyi (vhr), V.parahaemolyticus
(vpk), V.parahaemolyticus (vpb), V.vulnificus (vvl) e V.anguillarum (vau).

As sequéncias primarias de proteina correspondentes aos homologos TolC destes Vibrio
foram utilizadas para a obtengdo das suas previsdes de estrutura tridimensional, com

recurso a ferramenta online Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2). Por fim, foi

utilizada a ferramenta online mTM-align () para obten¢do de um multiplo alinhamento
estrutural de forma a permitir uma comparagdo efetiva entre as varias estruturas
(previstas) de Vibrio e a estrutura cristalografica canonica do TolC de E.coli (PDB ID:
1ITQQ). Esta andlise permitiu identificar e desenhar de forma mais fidvel versdes
recombinantes das regides extracelulares dos diferentes homologos de TolC de Vibrio,

com potencial para a indugdo de resposta imunitaria e subsequente targeting do canal

(Tabela 2.1).
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Figura 2.1 - Alinhaménto de sequéncias de homélogos do canal TolC de Vibrioms-pp..
Alinhamento de multiplas sequéncias de homologos do canal TolC de Vibrio spp. Homologos
identificados através da ferramenta Blast da plataforma KEGG, utilizando a sequéncia do canal
TolC de E.coli (Uniprot ID: P02930) como query, e lancando procura na base de dados de
organismos do género Vibrio. Sdo apresentadas apenas as regides que contém os loops
extracelulares L1 e L2, com os mesmos destacados com moldura a vermelho. A imagem resulta
de um alinhamento através da ferramenta Clustal do programa Jalview. A cor azul evidencia a

percentagem de identidade em cada posi¢ao (mais intensa maior % identidade).

Tabela 2.1 - Sintese de Vibrios spp. selecionados para o trabalho. Associado a cada espécie de
Vibrio (identificado pelo identificador KEGG de 3-4 letras) ha dois loops (ou epitopos) (Loop-1,
L1, e Loop-2, L2); posteriormente estdo representadas as sequéncias de aminoacidos de cada um
dos loops. As extremidades de todas as sequéncias sdo iguais, isto ¢ a sequéncia codificante foi
desenhada para introduzir um /inker de dois aminoacidos (GS-) no terminal animico e um codao
stop (*) em terminal carboxilico. Na tltima coluna da tabela ¢ apresentada a extensdo cada um

dos epitopos de cada espécie de Vibrio.

Organismo (KEGG id) Epitopo/Loop Sequéncia aa Tamanho
(aa)

V.harveyi(vhr) 1 (64-92) GSITRGDRDLDAGGKTSTDENVL* 21
2 (284-298) GSYADTSESVTDNTTDG* 15
V.parahaemolyticus(vpk) | 1(72-94) GSLTRGDTEYDSNLISDVSNDSNAL* 23
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2 (286-300) GSYGDTSNSARDNTTDN* 15

V.parahaemolyticus(vpb) 1(71-94) GSNLTRGDTDYDDSALGKSSNDQDAL* 24
2 (286-312) GSYGDYSGTESNYNSGLGRNANSDRTSDG* 27

V.vulnificus(vvl) 1(72-92) GSLKRGDTDLDAGATIDNDQNAL* 21

2 (284-299) GSYADVSNSAQSDGTTNN* 16

V.anguillarum(vau) 1(72-85) GSINRSDTDSRESDKL* 14

2 (277-293) GSYADVSNSAQSDGTTNN* 17

2.2 Sintese de dados

A andlise bioinformatica permitiu visualizar o grau de homologia das sequéncias
primarias das regioes extracelulares de ambos os epitopos das espécies do género Vibrio.
Desta maneira, apos a listagem das espécies de Vibrio selecionadas para trabalhar
incluiram-se as espécies para as quais existem um elevado grau de homologia na
sequéncia primaria. Em suma, para além dos 10 epitopos purificados, havia 16 sequéncia

primarias associadas a estas, como demonstra a figura 2.2.

L1 L2
LTRGDTEYDSNLISDVSNDSNAL VPK YGDTSNSARDNTTDN VPK
LTRGDTEYDSNLISDVSNDSNAL VPA YGDTSNSARDNTTDN VPA
NLTRGDTDYDDSALGKSSNDQDAL VPB YGDYSGTESNYNSGLGRNANSDRTSDG  VPB
NLTRGDTDYDDSALGKSSNDQDAL VPF YGDYSGTESNYNSGLGRNANSDRTSDG  VPH

NLTRGDTDYDDSALGKSSNDQDAL VPH

LKRGDTDLDAGATIDNDQNAL VVL YADVSNSAQSDGTTNN VVL
LKRGDTDLDAGATIDNDQNAL VVU YADVSNSAQSDGTTNN VU
LKRGDTDLDAGATIDNDQNAL VVM YADVSNSAQSDGTTNN VVM
LKRGDTDLDAGATIDNDQNAL VVY YADVSNSAQSDGTTNN VVY
INRSDTDSRESDKL VAU YGDESNDNSNSQGDYND VAU
INRSDTDSRESDKL LAG YGDESNDNSNSQGDYND LAG

Figura 2.2 - Estirpes com sequéncias primarias homodlogas as espécies de Vibrio spp.

selecionadas neste trabalho. Analise feita através do software Jalview.

2.3 Clonagem dos epitopos recombinantes

Para o desenvolvimento das versdes recombinantes dos varios epitopos de Vibrio, foram

utilizadas nomeadamente quatro metodologias de clonagem distintas, que se encontram
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sumariadas na Tabela 2.2. Os epitopos foram todos clonados em vetores pCoofy, EMBL,

(Scholz et al., 2013), vetores otimizados para a etapa de expressao heterdloga.

Tabela 2.2 - Metodologias de clonagem utilizadas. Os principios da metodologia de clonagem

usados sdo descritos sumariamente e sao identificados os epitopos para os quais foram utilizados.

Metodologia de

Principio do método de

Epitopos

, clonagem clonagem
METODO A SLIC Baseia-se na recombinagdo homdloga VPK 1; VAU 2
(Site Ligation do vetor e fragmento (c¢/ 15-25 bp) em
Independent Cloning)  ambas as extremidades.
METODO B Utilizagdo de um primer forward com  VHR 2; VPK 2; VVL 2;
Epitopo completo num  extensao total do epitopo e VAU 1
primer reverse extremidade 5° igual ao vetor usado.
Ligacdo blunt entre vetor e fragmento.
METODO C Utilizagdo de 2 primer, um reverse e VHR 1; VVLI
Reconstitui¢do do um forward, em que as terminagdes
epitopo através de 2 deles recostiuiem a sequéncia do
primers epitopo.
Método D Utilizagao de primer forward e reverse VPB 1; VPB2

Extensdo de epitopo

em que extremidades 5’ e 3’ do
fragmento sdo iguais ao vetor usado.
Primer adicional utilizado para

estender epitopo.

O esquema de cada método de clonagem utilizado esta representado na Figura 2.3. Para
o desenho racional dos primers a utilizar, ouve duas regides chave nos vetores pCoofy
utilizados. Estas duas regides encontravam-se no terminal do gene da proteina ABI
sentido 5°-3” e a outra regido encontrava-se no terminal 3’-5 do gene ccdb (ANEXO V).
De maneira a termos uma visao hipotética do vetor final com o epitopo recombinante e

facilitar o desenho dos primers utilizou-se o software Vector NTI.
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Figura 2.3 - Representacio esquematica da metodologia de clonagem utilizados neste
trabalho. Setas azuis: primer reverse; Setas laranjas: primers forwards A. SLIC; B. Epitopo
completo num primer reverse; C. Reconstituicdo do epitopo através de 2 primers; D. Extensao de
epitopo. No método A foram encomendados os fragmentos sintéticos da empresa IDT que
continham a sequéncia de interesse. Estes fragmentos foram otimizados na plataforma IDT no
que toca ao codon usage (preferéncia de coddes de acordo com a espécie) para Escherichia coli

(E. Coli).

Método A - Clonagem SLIC

No método A foi utilizada a estratégia SLIC, de acordo com o método descrito por
(Scholz et. al., 2013) com algumas modificac¢des. O vetor utilizado, pCoofy (~6000 bp),
para inserir o fragmento de interesse ja estava em laboratorio. Posteriormente tanto os
fragmentos sintéticos como os primers previamente desenhados foram encomendados
através da empresa Integrated DNA Technologies (IDT) e antes disso otimizados para a

espécie E.coli.

Nesta estratégia de clonagem foi desenhado um primer forward e reverse com

extremidades iguais ao fragmento a ser recombinado. As reacdes de PCR (MyCycler,
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Biorad) que deram origem ao vetor com as extremidades dos primers desenhados tiveram
um volume total de 50 pl, 10 ng do vetor, ImM de ambos os primers, ImM de dATPs,
dCTP, dTTP, dGTP (Grisp), o tampao usado foi o 5x CG. A DNA polimerase usada ¢
produzida em laboratorio, utilizou-se cerca de 8 ng em que o restante volume ¢ perfazido
com agua MilliQ autoclavada. As temperaturas usadas na reacdo de PCR foram sempre
adaptadas a temperatura de melting dos primers que se estava a usar e a temperatura

favoravel da enzima da reacao (ANEXO I).

Com o objetivo de minimizarmos a presenga do vetor original no decorrer do protocolo,
adicionou-se 1 ng da enzima DPN1 (NEB — New England Biolabs) durante 2 horas a
37°C no termobloco (Fisherbrand Isotemp Digital). Apos a reagao de PCR, através do uso
de um kit, NZYTech, seguiu-se o protocolo de limpeza, de maneira a removermos o
maximo de impurezas, como os tampdes usados (*todos os produtos de PCR passaram
por uma limpeza através do kit). A medicdo da concentracdo de DNA de cada produto de

PCR foi feita através de um espetrofotometro UV-Vis (NanoDrop 1000).

A recombinagdo entre o vetor e o fragmento de interesse a ser inserido foi complementada
pela enzima RecA (NEB — New England Biolabs), que segundo (Jeong et al., 2012), ¢
necessaria para que a eficacia desta técnica seja maior. Influenciando ainda a eficacia
desta etapa a quantidade de DNA do vetor usada foi de 100 ng e a quantidade de
fragmento seguiu um ratio de massa molar de vetor: fragmento de 1:5. A reac¢do implicou
o uso do tampao desta enzima, RecA 10x (NEB — New England Biolabs) que ocorreu
durante 30 minutos a 37 °C em banho maria (GFL). Nesta etapa o controlo das nossas

amostras nao apresentava a enzima RecA.
Método B — Epitopo completo num primer reverse

Este método de clonagem focou-se no desenho de um primer no sentido reverse (ANEXO
II). A reacdo de linearizacao deu origem a um vetor com o fragmento de interesse inserido
neste. Apos a limpeza dos produtos de PCR através do kit gel pure (NZYTech) foi
necessario medir a concentragdo de DNA presente para colocarmos a quantidade de DNA

desejada na reacdo de ligacao/fosforilagdo.

Método C - Reconstitui¢io do epitopo através de 2 primers
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O método C consistiu no desenho de um primer forward e reverse de maneira a

reconstituir o epitopo.
Método D— Extensao do epitopo

Neste método foi necessario a realizacao de duas reacdes de PCR, em que na primeira os
primers forward e reverse foram inseridos no vetor base duas extremidades do epitopo
pretendido e na segunda recorremos ao uso de um primer adicional no sentido 3’-5’ para
completar com os aminoacidos em falta de modo a completar o epitopo. A utilizagao da
DPNI s6 se justificou usar ap6s o segundo PCR. Contudo a limpeza com kit realizou-se

entre cada reacao de PCR.
Ligacao / Fosforilacao

O método de clonagem B, C e D apresentaram esta etapa em comum. Esta reacdo implica
o uso de duas enzimas em simultdneo, a T4 DNA ligase (NEB — New England Biolabs)
e a T4 Polynucleotide Kinase (PNK) (Thermo Scientific). A reagdo teve um volume de
20 pl, 1 pl de cada uma das enzimas e 10 ng do produto de PCR. Esta rea¢do deu-se sob
as condicoes de 37 °C, durante 2 horas em banho maria. Nesta etapa, no controlo foi usado

o produto de PCR sem a adi¢do das duas enzimas necessarias para ocorrer a reagao.

Transformacao

ApOs a reacdo anterior as novas construgdes clonadas foram transformadas em bactérias
competentes E.Coli DH5-a, produzidas no laboratério. Foram transformados 20ul da
reagdo através do processo de choque térmico, que altera a permeabilidade da membrana
bacteriana, permitindo a internalizagdo do plasmideo nas bactérias. O procedimento,
inclui: 30’ em gelo; 1’ 42 °C em banho maria (Inforns AG CH-4103, Bottminger); 5° em
gelo; segue-se uma etapa de recuperacgao das bactérias em 1 ml de meio LB a 37 °C, com
uma rotacdo de 160 rpm. Apds uma hora de recuperacdo, as células foram centrifugadas
(Eppendorf, centrifuge 5415D) durante 3° a 50 rpm (2,5 rcf); seguidamente o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 100 pl do meio remanescente. Estes
100 pl foram plaqueados em ambiente estéril, em meio so6lido composto por LB (Luria-
Bertani broth) que ¢ um meio convencional utilizado para o crescimento ¢ manutengao
das bactérias e o antibiotico Kanamicina (Kan) (NZYTech). Posteriormente as placas

ficaram a incubar numa estufa bacteriologica (Binder) durante a noite (ON) a 37 °C.
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Colony PCR

Nesta etapa determinou-se a presenca ou auséncia do fragmento de interesse nas colonias
crescidas. Todas os epitopos, independentemente do método de clonagem usado,
passaram por esta etapa. Foram repicadas primeiramente 20 coldnias isoladas das placas
que ficaram ON a incubar dos epitopos VPK le 2 ;VAU 2, 10 coldnias isoladas nas
construgdes VPK 2; VVL 1 e 2; LHV 1 e 2, dos epitopos 1 ¢ 2 de VPB foram repicadas
apenas 2 colonias. Posteriormente, estas colonias foram ressuspendidas em 20 pul de agua.
Destes 20 pl, 10 pl foram fervidos durante 15 minutos no termobloco a 98 °C em que
apenas 5 pl foram usados para a reagdo de PCR. Os outros 10 pl incubaram-se com 1
mililitro de meio LB a 37 °C a 160 rpm. Apo6s a reacdao de PCR ter terminado, preparou-

se um gel a 1% de agarose e foi analisado através de luz UV (Biorad).

ApOs a confirmagdo de possiveis construgdes positivas, apenas foram inoculadas as que
mostraram sinal de amplificacdo. A inoculagdo foi feita em ambiente estéril e foram
usados 10 ml de meio LB com 10 pl de antibiotico (kanamicina), tendo ficado a crescer
ON a 37 °C a 160 rpm. Na manha seguinte, todas as culturas foram centrifugadas
utilizando-se um rotor TX 1000 (Thermo Scientific, megafuge 40R) a 3000g durante 15
min. O sobrenadante foi descartado e os pellets obtidos foram preparados através de um

kit miniprep (NZY Tech).

Estas amostras foram posteriormente enviadas para sequenciacdo (GATC) e analisadas
através da plataforma ExPasy. Apds a andlise dos resultados obtidos apenas uma

construgdo de cada espécie de Vibrio foi expressa e purificada.

2.4 Expressao Proteica
Nesta etapa as amostras foram transformadas em células competentes, tendo-se usado
células BL21%*, estirpe de E. coli. O processo de transformacdo foi igual ao descrito
anteriormente, tendo-se transformado apenas 1 pl da amostra. Apos a incubagao ON das

bactérias estas foram ressuspendidas em 5 ml de meio LB e inoculadas em 1 litro de meio
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LB com Kan 1000x diluida. A quantidade de cé€lulas inoculadas foi de 15 mg/ml, tendo-
se usado um espetrofotémetro de bancada para medir a O.D. O indutor de expressao usado
foi o IPTG, a uma concentracdo de 0.5 mM, assim que o crescimento bacteriano
apresentou um O.D. A inducdo deu-se a 20 “C (New Brunswick Scientific — Incubator
Shake), durante ON a 160 rpm. No dia seguinte este crescimento bacteriano foi
centrifugado a uma velocidade de 4000g durante 20 min, tendo-se utilizado o rotor JLA

8,100 (Avanti J-26 XP1).

O sobrenadante foi descartado e o pellet congelado a -20°C até a etapa de purificagdo.
Contudo, foram recolhidas amostras de 1ml, antes e apos a indugdo ON da proteina. Estas
amostras foram centrifugadas (Eppendorf, centrifuge 5415D) durante 3 minutos a
13000g. Seguidamente os pellets obtidos foram ressuspendidos em Phosphate-buffered
saline (PBS) 1x, para isso foi necessario fazer uma normalizagdo de volumes. Estas
amostras foram preparadas com 10 pl de PBS; 10 pl da amostra e 10 pl de Loading Buffer
e carregadas num gel SDS.PAGE a 12%.

2.5 Purificacio

O pellet obtido na etapa anterior passou por uma acao mecanica que envolveu a
pressurizagdo e despressurizacao de azoto, de maneira a partirmos a parede celular das
células e obtermos a nossa proteina, através do Avestin Emulsiflex C3. Previamente, o
pellet foi ressuspendido com 30 mL no Tampao A (Tabela 3) e adicionaram-se trés
inibidores de protéases. Os inibidores usados foram phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF), leupeptina e a pepstatina, a uma concentragdo de 1:100; 1:1000 e 1:1000,
respetivamente. Apos o rompimento da parede celular das células bacterianas, obteve-se
um lisado, que foi centrifugado no rotor JA 25.50 (Avanti J-26 XP1) durante 45 minutos
a 15000g, de forma a eliminar componentes celulares de maiores dimensdes € por sua vez
mais densos e produzir um sobrenadante de fracdo proteica soluvel. Seguidamente
recuperamos o lisado e o pellet foi descartado. Este lisado clarificado seguiu entdo para

purificacao da proteina recombinante AB1-Epitopo por processos cromatograficos.
2.5.1 Cromatografia de troca ionica

O lisado foi carregado numa coluna anionica HiTrap Q HP (GE Healthcare) de Sml,
utilizando o sistema AKTA Start (GE Healthcare) de bomba peristaltica e monitorizagao.

Esta cromatografia corresponde a primeira etapa de purificacdo. Nesta cromatografia foi
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necessario equilibrar o sistema nos tampodes a serem usados. (Tabela 5.3) tendo sido
necessario fazer ciclos de elevadas concentracdes de sal e baixas concentragoes de sal de
maneira a removermos proteina que estivesse posteriormente agarrada a coluna. O lisado
obtido da centrifugacao foi filtrado a 0,45 um e injetado a um flow de 1,0 ml/min . Apos
a coluna estar carregada com a proteina realizou-se uma lavagem com Tampao A fracdo
proteica adsorvida foi gradualmente eluida por um gradiente de KCl de 50mM até 400mM
em 80mL. Recolheram-se as fragdes desde o inicio da elui¢ao até ao fim e posteriormente
foram preparadas amostras para confirmarmos a presenga da nossa proteina através de
um gel SDS-PAGE a 12%. As amostras eluidas e recolhidas foram guardadas a 4 °C para

passarem ao segundo passo de purificacao no dia seguinte.

2.5.2 Cromatografia de Exclusao Molecular

Nesta cromatografia a coluna usada tinha um volume maior, obtendo-se uma maior
resolucdo. Iniciou-se com uma lavagem em agua antes de ser usada e posteriormente foi

equilibrada no Tampao C (Tabela 5.3).

As amostras da etapa anterior de purificagdo foram analisadas através do SDS-PAGE a
12% e selecionadas aquelas que continham a proteina de interesse. Posteriormente foram
concentradas num concentrador de 100 kDa (GE Healthcare) até um volume de 5 ml, em
ciclos de 20 minutos a 4000g. Neste passo de purificacdo foi usada uma coluna
preparativa HiLoad 26/600 Superdex 200pg (GE Healthcare Life Sciences), que
possibilita a purificacao de fracdes na ordem das dezenas de miligrama de proteina de

interesse.

Os 5 ml de proteina foram filtrados a 0,2 pm mantendo-se sempre a amostra em gelo.
Seguidamente a amostra foi injetada e eluida a aproximadamente de 160 ml de volume
de coluna. As amostras eluidas foram recolhidas e preparadas para serem analisadas em

SDS-PAGE a 12%.

Apos a visualizagdo do gel, escolheram-se as amostras que continham a nossa proteina e
concentrou-se nas mesmas condi¢des que a concentragdo anterior, até um volume de

aproximadamente 7 ml. Posteriormente, fizeram-se aliquotas da proteina. Uma parte foi
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armazenada com 20% de glicerol e outra sem glicerol que depois seria utilizada para a

vacinagao.

Tabela 2.3 - Composicio dos tampoes usados nas cromatografias na etapa de purificacio.
Tampao A e B usados na cromatografia de troca idénica. Tampao C usado na cromatografia de

exclusdo molecular. Tris-HCL -Tris Hydrochloride; KCL - cloreto de potassio; DTT- Ditiotreitol

Tris- HCL pH 7,5 KCL DTT
Tampiao A 50 mM 50 mM 5 mM
Tampiao B 50 mM 1M 5 mM
Tampao C 50 M 150 mM

3. Resultados e Discussao

3.1 Clonagem dos epitopos extracelulares de TolC de diferentes espécies de Vibrio
spp-

O sucesso da clonagem passa por diversos desafios técnicos laboratoriais, desde a 1)
eficacia da linearizagdo do plasmideo ao 2) sucesso na reagao de ligacdo entre o vetor e
o fragmento e a 3) etapa de transformacao. Desta maneira, hd também diversos fatores
que poderao aumentar a probabilidade de sucesso de cada uma das etapas mencionadas
anteriormente. Dentro dos quais destacam-se: o tamanho do fragmento a ser inserido num
vetor de clonagem, o tamanho do vetor final, o design dos primers, ¢ o método de

transformagao escolhido (Gupta & Shukla, 2016).

Nesta etapa foram usados estrategicamente 4 metodologias diferentes de clonagem
devido a variedade dos tamanhos dos epitopos a serem clonados. Na etapa de clonagem
foram desenvolvidas 10 novas construcdes codificando 10 novos epitopos recombinantes.
Numa primeira etapa foram desenhados primers especificos para a linearizagdo dos
vetores molde (template)- foi utilizada a familia de vetores pCoofy (Scholz et al., 2013).
O sucesso da reacao de amplificacdo por PCR do produto linearizado, foi verificado por
gel de agarose (Figura 3.1). Tendo em conta que o vetor usado em todas as clonagens foi
igual, o tamanho expectavel destes apos a linearizacdo seria visualmente igual, dado que

a diferenca de extensao de sequéncias nucleotidicas seria impercetivel no gel de agarose.
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Através da andlise por gel de agarose verificou-se que todos os plasmideos linearizaram

com sucesso, apresentando um peso molecular de ~ 6000 bp como seria esperado (Figura
3.1);

MEF M GH Ml
kbp
kbp kbp _ kbp 6000-| S
H w
- 3000-|
6000- 6000- | M| 6000-| & b
3000-
- 3000-| = 3000-| &
- A
1000-| w i ]
- |- a3 1000- w= 500-
288 | 1000-] = 700-
T56. | 700- 500- 250-
500- 250-
250-

Figura 3.1 - Analise em gel de agarose da etapa de linearizacio das construcdes codificantes
de epitopos de Vibrio. Gel de agarose 0,8% (m/v) para a verificagao da etapa de linearizacao das
10 novas construgdes codificantes produzidas neste trabalho. Cada linearizagao recorreu a um par
especifico de primers desenhado para o efeito. Os produtos de linearizagdo estdo identificados
para cada nova construcdo codificante das regioes dos epitopos de cada espécie, respetivamente,
A- VHR 64-92; B- VPB 71-94; C- VPB 286-312; D- VVL 72-92; E. VPK 286-300; F. VAU 72-
85; G. VHR 284-298; H. VVL 284-299; 1. VPK 72-94; J. VAU 277-300. . M= Marcador Gene
RulerTM 1kb DNA Ladder.

As condigdes otimizadas na reacao de PCR tendo em conta o tamanho do vetor e as
temperaturas de melting dos primers usados na reacdo mostraram um elevado grau de

sucesso nas linearizagdes tal como demonstra a figura 3.1.

Ap6s a linearizagdo, como foi descrito na metodologia, foi adicionada a enzima DPNI a
reacdo de maneira a diminuir a presenga do vetor molde residual presente na etapa de
transformagdo. Contudo, verificou-se que esta enzima nao ¢ 100% eficaz, visto que no
nosso controlo, apds a transformacao em células DHAS-a, ainda foram observadas

colonias, o que nao seria esperado. As coldnias obtidas por transformagao utilizando as
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novas construcdes codificando epitopos de Vibrio spp., foram submetidas a analise pelo

método de colony PCR (Figura 3.2). Este utiliza um par de primers por construcao,

sendo um deles especifico para cada nova sequéncia de Vibrio spp. inserida na

construgdo; isto permite a identificacdo de colonias potencialmente positivas, que

resultardo num sinal de produto de amplifica¢do, no caso concreto a ~500bp. Este peso

molecular resulta do fato de estar a ser amplificada uma parte da sequéncia da proteina

proprietaria de fusdo com fungao de cauda (proteina AB1).

O ntimero de coldnias repicadas para analise ndo foi o mesmo para todas as construcdes.

Para além disso, ndo foram analisadas em gel de agarose todas as coldnias

posteriormente repicadas. Na figura 3.2, sdo apresentados os resultados obtidos do

colony PCR de ambos os epitopos (L1 e L2) das espécies V. anguillarum e V.

parahaemolyticus. Os resultados similares dos restantes epitopos das outras espécies de

Vibrio spp. encontram-se no Anexo Illa. A amplifica¢do verificada no gel de agarose

diz respeito a proteina AB1 fundida com o nosso fragmento de interesse,

correspondendo ao peso molecular esperado, cerca de 500bp.
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Figura 3.2 - Analise e selecdo em gel de agarose de colonias positivas para V.anguillarum e
V.parahaemolyticus. Analise em gel de agarose 0,8% dos produtos de amplificacdo de coldnias
aleatoriamente escolhidas para a selecdo de potenciais positivas. Foi selecionada ¢ a analisada a
seguinte populagdo: 1) V.anguillarum- construgdo VAU 72-85aa: 10 coldnias; constru¢do VAU
277-293aa: 14 coldnias; 2) V.parahaemolyticus- construgdo VPK 72-94aa: 15 colonias;
construcdo VPK 286-300aa: 10 coldnias. Os circulos vermelhos destacam as colonias (com sinal
positivo de amplificacdo) selecionadas para subsequente confirmagdo por sequenciagdo: VAU
72-85aa, coldonias 1 ¢ 2, VAU 277-293aa, colonias 2,5 ¢ 6; VPK 72-94aa, coldnias 5, 12 e 15,
VPK 286-300aa, coldnias 1 e 2.M= Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder

Analisando a Figura 3.2, as colonias que ndo foram amplificadas, onde esta ausente uma
banda, significa que ndo tém o fragmento de interesse. Em alguns casos verifica-se uma
ineficacia na amplificagdo, tal como por exemplo no VPK 72-94aa, as colonias 12 e 13.
As amplificagdes pouco eficientes poderdo representar ligacdes inespecificas do primer,
pelo que ndo sdo normalmente selecionadas para subsequente andlise por sequenciagdo

de DNA plasmidico.

Relativamente ao epitopo 1 de V. anguillarum (VAU 72-85aa), foram repicadas 10
coldnias e identificados 90% de positivos; para o epitopo 2 de V. anguillarum (VAU 277-
293aa), foram repicadas 20 coldnias e identificados 65% de positivos. Quanto ao epitopo
1 de V. parahaemolyticus (VPK 72-94aa), foram repicadas 20 coldnias e identificados
20% de positivos; para V. parahaemolyticus (VPK 286-300aa) por sua vez foram

repicadas 10 colonias e identificadas 60% de positivos.

Foi possivel verificar-se uma frequéncia menor de amplificagdes para V.
parahaemolyticus, observando-se uma maior prevaléncia de obtengdo de amplificagdes
na espécie V. anguillarum. De forma similar, isto foi também observado nas espécies V.
harveyi (VHR), enquanto que em V. vulnificus (VVL) o grau de positivos foi muito
idéntico ao observado para V. parahaemolyticus. O método de clonagem podia
influenciar esta diferenca de prevaléncia, o que ndo se verifica neste caso, visto que os
epitopos VPK 72-94aa e VAU 277-293aa foram clonados através do método A, enquanto
queo epitopo VAU 72-85aa e VPK 286-300aa foram clonados através do método B.
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Apo6s os resultados de colony PCR terem sido analisados em gel de agarose, foram
selecionados alguns clones positivos e preparadas as amostras de DNA plasmidico para

confirmagao do sucesso efetivo de clonagem através de analise por sequenciagdao de DNA
(GATC Biotech).

Foram enviadas amostras de DNA de 2 a 3 colonias positivas em gel de agarose de cada
epitopo. Contudo, apos retorno de resultados de sequenciagdo, nem todas apresentaram
o fragmento de interesse inserido adequadamente no vetor, tendo-se mesmo obtido alguns

falsos positivos (Figura 3.3).

. VAU
Epitopo 72-85 aa .1

5'3"' Frame 3

BEEENE et e 09, ]
N DE NG S TNRSDTDSRESDKE - R - PDVLGN I SLRPHSSTTTTTTEIRLLTKPERKLSWLL
PPLSNN-HNPLGPLNGS-GVFC-KEELYPD-RMGRAL-RRIKRGGCGGYAQRDRYTCORPSARSFRFLEFLSREVRRLSPSSSKSGAPFRVPI-RCTAPRPQET-L

5'3" Frame 3

—~ F C LT L R R R T4
(N D= G S Y G DE SNDN SNSOCDYND - RE - PDVLGNI SLRPHSSTTTTTTE IRLLTKPERKLSWLLEPD
LSNN-HNPLGPLNGS-GVEC-EEELYPDWRMGRAL -RR I KRGGCGGYAQRDRYTCORPSARSFRELPFLSRHVRRLS PSSSKSGAPFRVPI-CFTAPRPQKT-LG-
WET-WAIALIDGFSPFDVGVHALNSGLLFQLEETQPISVYSFDL-GICRERPIG-K-ADLTKFTRILONITLTFSGTFRERGRNPIVIFLILOKVPLRIFLKNPRH
QGTAFSIGEFQTIFKTVLEEKNPGSKGKGGGVLP
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Epitopo 72-94 aa .5
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KT-LG-WET-WAIALIDGFSPEFDVGVHDLNSGLLEQLEQHSTYLGLEFF-L-GILPISAYWLKMS-FTKINANLOKITLTFRWPFRERGGTLLLISKTENRYRPE-F
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Figura 3.3 - Confirmacio por sequenciacio de DNA plasmidico das colonias de

V.anguillarum e V.parahaemolyticus. As sequéncias nucleotidicas resultantes do prcesso de
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sequenciagdo pela empresa GATC foram analisadas pela ferramenta Translate
(https://web.expasy.org/translate/) da plataforma online ExPasy. Foram identificadas as seguintes
coldnias (construgdes) positivas, que apresentam integralmente a sequéncia codificante, clonada
tal como expectavel: VAU 72-85aa, colonia 1, VAU 277-293aa, colonia 2; VPK 72-94aa, coldnia
5, VPK 286-300aa, colonia 2. As sequéncias sublinhadas a preto correspondem as regides
codificantes dos epitopos de Vibrio anguillarum (VAU) e Vibrio parahaemolyticus (VPK). As
sequéncias correspondentes a proteina tag de fusdo, estdo ocultadas por questdes de protecio de

intelectual.

As sequéncias nucleotidicas resultantes do processo de sequenciacdo foram analisadas

pela ferramenta Translate (https://web.expasy.org/translate/) da plataforma online

ExPasy. Foram identificadas as seguintes coldnias (construgdes) positivas, que
apresentam integralmente a sequéncia codificante, clonada tal como expectavel: VAU
72-85aa, colonia 1, VAU 277-293aa, colonia 2; VPK 72-94aa, colonia 5, VPK 286-300aa,
coldnia 2 (Figura 3.3)

Quando comparados os 4 métodos de clonagem, verificou-se que a método B parece ser
aquele que apresenta uma maior eficacia para o processo. O método A foi o Unico
utilizado na tentativa de clonagem da maioria dos epitopos e apenas resultou no sucesso

de 2/10 clonagens.

Este método A tem como base o trabalho de Scholz et al., 2013, e recorre igualmente a
utiliza¢do da familia de vetores pCoofy, descritos neste artigo de referéncia. Em todo o
caso a customizagdo necessaria para o desenho das constru¢des de epitopos de Vibrio
spp., baseou-se numa adaptacdo metodologica que claramente poderda estar a

comprometer a eficiéncia de clonagem.

3.2 Expressao heterologa dos epitopos recombinantes de Vibrio spp.

Para a expressao heterologa dos epitopos recombinantes de Vibrio spp. codificados nas

novas construgdes obtidos no passo anterior, foi utilizada a estirpe de E.coli BL21*. Neste
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sistema a indu¢@o da expressao proteica ¢ feita por adi¢do do agucar IPTG e é reprimido
na auséncia através da proteina lacl. A expressdo ¢ altamente controlada o que
reconhecidamente favorece este sistema relativamente a outros. Efetivamente o controlo
na velocidade, temperatura e tempo de expressdo tem impacto na conformagido e

estabilidade final da proteina recombinante (Young et al., 2012).

Neste trabalho, cada novo epitopo recombinante foi desenhado para ser produzido em
fusdo com uma proteina proprietaria com ~18-20 kDa. Esta proteina multimeriza
nativamente apoOs ser expressa em bactérias, funcionando como uma plataforma de
apresentacdo de multiplas copias do epitopo de interesse. Esta conforma¢ao multimérica
tem impacto nos processos subsequentes de purificacdao por troca idnica e por exclusao
molecular: o elevado peso molecular confere um grau acrescido de estabilidade e favorece

a isolamento face a outras impurezas.

Tal como na sec¢do anterior, sdo aqui apresentados apenas os resultados representativos
relativos aos epitopos 1 e 2 das espécies V. anguillarum (VAU) e V. parahaemolyticus
(VPK).

AB1 V. parahaemolyticus

VPK 72-94 VPK 286-300
M T0 TON TO TON

kDa

AB1 V.anguillarum

VAU72-85 VAU 277-293
TO _TON 70 TON

kDa

75- 75-
50- 50-
37- 27-
25= l )5-
%0- | 25

15-
10-

Figura 3.4 - Analise da sobrexpressao dos epitopos recombinantes de V.anguillarum e
V.parahaemolyticus. Analise em SDS-PAGE 12% da sobrexpressao epitopos recombinantes de
V. anguillarum - VAU 72-85aa, VAU 277-293aa ¢ V. parahaemolyticus - VPK 72-94aa, VPK
286-300aa. TO- corresponde a uma amostra de cultura bacteriana no momento antes da inducao

da expressdao recombinante com IPTG: TON- corresponde a uma amostra de cultura apos um
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periodo de ~16h de expressao overnight (ON), apds inducdo de expressdo com IPTG. As bandas
intensas a ~18-20kDa, na amostra TON, refletem uma clara e robusta sobrexpressdo de todas as
versdes dos epitopos recombinantes aqui analisadas. M- marcador Precision Plus Protein

unstained standards (Biorad).

Analisando os resultados de sobreexpressao os epitopos recombinantes de V. anguillarum
e V. parahaemolyticus por SDS-PAGE (Figura 3.4), observa-se que, no momento anterior
a inducao (TO), ndo ha qualquer sinal da proteina de interesse, enquanto que a amostra
correspondente ao TON apresenta um claro sinal de sobrexpressao, com presenc¢a de uma
banda de ~18-20kDa. Apos a indugdo de expressao com IPTG, durante aproximadamente
16 horas, verificou-se uma eficacia na expressao proteica semelhante entre os 4 epitopos.
Denote-se que, resultados semelhantes foram igualmente observados para os restantes

epitopos (Anexo IIIb).

Consistentemente com as observagdes em varios outros trabalhos no laboratério,
verificou-se mais uma vez a robustez da proteina de fusdo utilizada para uma eficiente

expressao recombinante de epitopos de origem heter6loga bacteriana.

Apoés a expressdo dos epitopos de interesse, as respetivas culturas bacterianas foram

recolhidas por centrifugagdo e o pellet armazenado a -20°C para passos subsequentes.

3.3 Purifica¢ao dos epitopos recombinantes de Vibrio spp.

As Figuras 3.5 e 3.6 mostram os perfis cromatograficos numa coluna HiTrap (GE) de
troca ionica, respetivamente dos epitopos recombinantes de V. anguillarum e V
parahaemolyticus. Neste primeiro passo de purificagdo os dois epitopos da espécie de V.
anguillarum (Figura 3.5) mostram um comportamento ligeiramente diferente, com o
epitopo VAU 72-85aa a comecar de eluir a uma concentracao de sal (KCIl) menor do que
quando comparado ao epitopo VAU 277-293aa. Efetivamente a quantidade de proteina
obtida entre os dois epitopos mostra também ser diferente, com o epitopo VAU 72-85aa
a aparentar um maior grau de rendimento de elui¢cdo, mas também um grau mais elevado

de impurezas, tal como observado na analise SDS-PAGE. Uma explicagdo podera ser o
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facto de o epitopo VAU 277-293aa apresentar uma percentagem de residuos carregados
de 41,2% (Tabela 3.1) a pH7,0, potencialmente promovendo uma maior afinidade a
coluna de troca ionica usada. Por outro lado, o epitopo VAU 72-85aa apresenta
adicionalmente um caracter mais hidrofobico dos seus residuos (50% residuos
carregados, 14,3% residuos hidrofobicos), podendo este ser um fator diferenciador na

capacidade de afinidade a coluna de troca idnica.

Efetivamente, embora em cada caso individual estejamos na presenga de epitopos com
composi¢des de residuos diferentes (Tabela 3.1), podendo isto refletir-se num
comportamento final do produto recombinante (proteina de fusdo + epitopo) também
diferente, ndo podemos contudo esquecer que uma grande contribuigdo deste
comportmento em solucao ¢ resultante da proteina de fusdo, visto representar a grande

percentagem do peso molecular final.

Na Figura 3.6, estd representada a primeira etapa de purificacdo de ambos os epitopos da
espécie V. parahaemolyticus (VPK). Neste caso também se verifica um comportamento
ligeiramente diferente entro os dois epitopos, tendo eluido por volta dos 300 mM de KCl.
Contudo, na andlise por SDS-PAGE verifica-se uma ligeira diferenca do epitopo VPK
286-300aa (também mais polar; Tabela 3.1), que apresenta um rendimento ligeiramanente
superior em produto recombinante final. De referir que existe uma diferenga de tamanho
entre os epitopos de cerca de 8§ aminoacidos (Tabela 3.1), sendo o epitopo VPK 286-300
menor, ndo se observando contudo um impacto relevante como resultado desta diferenca

de tamanho.

Aqui claramente a contribuicao da proteina de fusdo sobrepde-se ao comportamente de

cada epitopo e o resultado final na coluna de troca i6nica ¢ bastante semelhante.
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Figura 3.5 - Cromatografia de troca iénica dos epitopos V.anguillarum. Primeira etapa de
purificacdo por cromatografia de troca idnica de ambos os epitopos recombinantes de
V.anguillarum (VAU epitopos 72-85aa ¢ 277-293aa). Nesta etapa foi utlizada a coluna Hitrap Q-
GE Healthcare Q HP 5 ml e o sistema de cromatografia AKTA Start (GE Healthcare). A esquerda
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na figura sdo apresentados os cromatogramas de troca ionica e a direita a respetiva analie em
SDS-PAGE das seguintes amostras selecionadas. L- load, amostra cosrrespondentes ao lisado
filtrado (cleared lysate) que foi carregado na coluna de troca idnica; FT — Flow-throught, a
amostra correspondente ao lisado apds a passagem pela coluna de troca idnica, permite a avaliagdo
da eficiéncia da afinidade da proteina alvo a coluna; W — wash, amostra recolhida apos extensa
lavagem da coluna com tampao, previamente a elui¢ao da proteina de interesse: T14-19 (retangulo
preto de destaque, no cromatograma), fragdes recolhidas ao longo do gradiente de eluicdo e
correspondentes ao pico principal de elui¢do da proteina de interesse- banda ~18-20kDa em SDS-

PAGE. M- marcador Precision Plus Protein unstained standards (Biorad).
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Figura 3.6 - Cromatografia de troca ionica dos epitopos de V.parahaemolyticus. Primeira
etapa de purificagdo por cromatografia de troca ionica de ambos os epitopos recombinantes de
V.parahaemolyticus (VPK epitopos 72-94aa ¢ 286-300aa). Nesta etapa foi utilizada a coluna
Hitrap Q- GE Healthcare Q HP 5 ml e o sistema de cromatografia AKTA Start (GE Healthcare).
A esquerda na figura sdo apresentados os cromatogramas de troca idnica e a direita a respetiva

analise em SDS-PAGE das seguintes amostra selecionadas: L- Load, amostra correspondente ao
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lisado filtrado (cleared lysate) que foi carregado na coluna de troca ionica; FT- Flow-throught, a
amostra correspondente ao lisado apo6s passagem pela coluna de troca idnica, permite avaliagcdo
da eficiéncia de afinidade da proteina alvo a coluna; W- Wash, amostra recolhida apds extensa
lavagem da coluna com tampao, previamente a elui¢ao da proteina de interesse; T6-21 (retangulo
preto de destaque, no cromatograma), fragdes recolhidas ao longo do gradiente de eluigdo, e
correspondentes ao pico principal de elui¢do da proteina de interesse- banda ~18-20kDa em SDS-

PAGE. M- marcador Precision Plus Protein unstained standards (Biorad).

Para ambos os epitopos, VPK 72-94aa e VPK 286-300aa, obteve-se um bom rendimento
de purificagdo, como observado nas fragdes 7-12 e 14-16 respetivamente da analise SDS-
PAGE. Contudo, hd uma significativa presenca de outras impurezas que rondam pesos
moleculares de 75kDa, razao pela qual se procedem a um segundo passo de purificagao

por cromatografia por exclusdo molecular, como se descreve em seguida (Figuras 3.7)

Numa purificag@o por exclusdo molecular procuramos idealmente a obtengdo de picos de
eluicdo unicos e bem individualizados, que refletem uma populacdo homogénea de
apenas uma proteina, enriquecida sobre outras (impurezas). Quanto mais estreito o perfil
do pico de elui¢do, maior o grau de monodispersidade, demonstrando uma populagio
unica em solucao e de comportamento estavel, do ponto de vista conformacional. Ligeiras
alteragdes no perfil de eluicao podem refletir estados conformacionais diferentes, no caso

de estarmos a caraterizar uma proteina Unica.

Na Figura 3.7 sdo apresentados os perfis cromatograficos de exclusdo molecular dos
epitopos de V. anguillarum e V. parahaemolyticus. Sao apresentados em sobreposi¢ao
os dois cromatogramas de exclusdo molecular dos epitopos de V. anguillarum (painel
superior): VAU 72-85aa (azul claro) e VAU 277-293aa (azul escuro). Nestes verifica-se
uma proximidade no volume de elui¢ao de ambos os epitopos (~170 mL). As diferencas
de tamanho de cada epitopo, respetivamente de 14aa e 17aa, parecem nao resultar numa
diferenca no volume de elui¢do. Sao igualmente apresentados em sobreposicao os dois
cromatogramas de exclusdo molecular dos epitopos de V. parahaemolyticus (painel
inferior): VPK 72-94aa (amarelo) e VPK 286-300aa (vermelho); nestes verifica-se uma

ligeira diferenga nos volumes de elui¢do, entre ~165 mL e ~175 mL, respectivamente.
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Aqui as diferengas de tamanho de cada epitopo, respetivamente de 23aa ¢ 15aa, parecem
ter um impacto no volume final de eluicdo, sendo no entanto o perfil de eluicdo mais
consistente entre ambos, ao contrario do que observado para V.anguillarum.

~u Vibrio anguillarum (VAU) 475

1200
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g
;
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Figura 3.7 - Cromatografia de exclusio molecular dos epitopos de V.anguillarum e
V.parahaemolyticus. . Segunda etapa de purificacdo por cromatografia de exclusao molecular
de ambos os epitopos recombinantes de V.anguillarum (VAU epitopos 72-85aa e 277-293aa) e
V.parahaemolyticus (VPK epitopos 72-94aa e 286-300aa). Nesta etapa foi utilizada a coluna
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preparativa HiLoad 26/600 Superdex 200pg (GE Healthcare Life Sciences), e o sistema de
cromatografia AKTA Pure (GE Healthcare). Sdo apresentados em sobreposi¢do os dois
cromatogramas de exclusdo molecular dos epitopos de V.anguillarum (painel superior): VAU 72-
85aa (azul claro) e VAU 277-293aa (azul escuro); verifica-se uma proximidade no volume de
elui¢do de ambos os epitopos (~175 mL ) Sdo igualmente apresentados em sobreposi¢do os dois
cromatogramas de exclusdo molecular dos epitopos de V. parahaemolyticus (painel inferior):
VPK 72-94aa (amarelo) e VPK 286-300aa (vermelho); neste verifica-se uma ligeira diferenca nos
volumes de elui¢do (165 mL vs 175 mL ). A esquerda dos cromatogramas sdo apresentadas as
respetivas analises em SDS-PAGE das fragdes recolhidas ao longo da corrida de exclusdo
molecular — banda da proteina de interesse ~18-20kDa. M- marcador Precision Plus Protein

unstained standards (Biorad).

Relativamente a espécie V. anguillarum, verifica-se também uma diferenca evidente na
quantidade de proteina obtida; em particular para o epitopo VAU 72-85 obteve-se maior
quantidade de proteina. Isto resulta efetivamente do fato de na primeira etapa o
rendimento ja ter sido também superior. Para os epitopos da espécie V. parahaemolyticus,

obteve-se uma quantidade de proteina idéntica em ambos.

Na Tabela 3.1 estdo sintetizadas de forma comparativa as propriedades de oito epitopos

de Vibrio spp. gerados neste trabalho.

Dos 8 epitopos produzidos e purificados, a constru¢do que mostrou maior robustez e
estabilidade ao longo de todo o protocolo de purificacdo foi V. parahaemolyticus, sendo
que, onde se verificou a menor estabilidade na conformagao da proteina foi na construgao

dos epitopos de V. vulnificus.

Tabela 3.1 - Andlise comparativa das propriedades dos oito epitopos de Vibrio spp. em
estudo. S3o sintetizadas na tabela as carateristicas de cada epitopo relativamente as propriedades
de: niimero de aminoacidos (tamanho), carga global do epitopo, percentagem de aminoacidos
com propriedades acidicas, basicas, polares e hidrofobicas, e racio arbitrario de aminoacidos
hidrofobicos/polares e polares/carregados. Para a hidrofobicidade e racios, cada epitopo esta
colorido com um gradiente de cor verde para facilitar a compara¢do. Esta analise foi efectuada
com recurso ao programa VectorNTi (Invitrogen). As sequéncias analisadas sdo as seguintes: V.

parahaemolyticus(VPK) 72-94aa- LTRGDTEYDSNLISDVSNDSNAL;  V.parahaemolyticus
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(VPK) 286-300aa-
INRSDTDSRESDKL;

Length (aa)

23

VPK 286-300

YGDTSNSARDNTTDN;

V.anguillarum(VAU) 277-293aa-
Vovulnificus(VVL) 72-92aa- LKRGDTDLDAGATIDNDQONAL; V.vulnificus(VVL) 284-299aa-
YADVSNSAQSDGTTNN;
V.harveyi.(VHR) 284-298aa- YADTSESVTDNTTDG.

15,0

V.harveyi.(VHR) 64-92aa-

VAUT2-85

140

VAU277-293

170

V.anguillarum(VAU) 72-85aa-

YGDESNDNSNSQGDYND;
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WL 72-92
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160
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Figura 3.8 - Cromatografia de exclusio molecular dos oito epitopos de Vibrio spp. em

estudo. S3o apresentados em sobreposicao e para efeitos de comparagdo de perfil de eluigdo,
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todos os cromatogramas de exclusdo molecular dos epitopos estudados. V. parahaemolyticus
(VPK) 72-94aa (amarelo); V. parahaemolyticus (VPK) 286-300aa (vermelho); V.anguillarum
(VAU) 72-85aa (azul ciano); V.anguillarum (VAU) 277-293aa (azul); V.vulnificus (VVL) 72-
92aa (azul claro); V.vulnificus (VVL) 284-299aa (verde musgo); V.harveyi (VHR) 64-92aa
(verde); V.harveyi (VHR) 284-298aa (verde escuro).

Na Figura 3.8 sao apresentados em sobreposicao e para efeitos de comparacao de perfil
de eluicdo, todos os cromatogramas de exclusdo molecular dos epitopos estudados. Na
generalidade verifica-se que todos os perfis estdo dentro dos mesmos limites de eluigao,
~150-200 mL, com picos de elui¢do a variar entre os ~170-180 mL. As intensidades dos
picos de eluicao refletem o rendimento obtido para cada epitopo no passo de purificagdao
por troca idnica, ndo podendo no entanto concluir-se mais nenhum efeito a nivel de
estabilidade da proteina. Por outro lado, os perfis de eluicdo observados remetem para
comportamentos conformacionais Unicos de cada fusdo proteina ABI1-epitopo que

parecem estar correlacionados com a composicao dos diferentes epitopos.

Como ja referido, o comportamento da proteina AB1 de fusdo, aqui utilizada para efeitos
de favorecimento de expressdo, bem como de purificacdo, estava ja devidamente
caracterizado no laboratorio. Consistentemente as fusdes proteina ABI1-epitopo
mantiveram o seu comportamento global estavel e robusto, mantendo a sua capacidade
de multimerizacao para um peso molecular de ~160 kDa, correspondente a um volume
de eluicdo de 170-180 mL na coluna de exclusao molecular utilizada, independentemente
do epitopo recombinante clonado. Em todo o caso podem ser observados comportamentos
de elui¢do tnicos como ¢ o caso do epitopo V.vulnificus (VVL) 284-299aa, que apresenta
um duplo pico e um alargamento da sua janela de eluicdo. Isto reflete a tendéncia para a
co-existéncia de duas populagdes com conformagdes ligeiramente diferentes, podendo
neste caso a composicdo do epitopo (16 residuos; hidrofobicidade de 18,75%, racio

residuos polares/hidrofobicos 3,3) ser em parte responsavel pelo perfil observado.
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4. Conclusao

Trabalhos anteriores no laboratorio de acolhimento demonstraram que os canais-tinel
TolC do género Vibrio apresentam uma diversidade tunica dos seus loops extracelulares
L1 e L2 e que esses loops parecem seguir um perfil de compensa¢do de tamanho, nao
totalmente transversal a outras Gram-negativas. O presente trabalho demonstrou ser
possivel o desenho e produgdo de versdes recombinantes destes loops extracelulares,
nomeadamente de TolCs de patogenos Vibrio de peixe. Estes produtos recombinantes,
aos quais chamdmos epitopos recombinantes, serdo a base para procedimentos de
imunizagao ativa de peixes hospedeiros, ou mesmo para a produgao de anticorpos para
imunizagao passiva, com recurso a outros hospedeiros. De facto, a motivacdo de base
para o presente trabalho era o desenho de novos anticorpos IgY derivados de gema de
ovo, com especificidade para os loops L1 e L2 de TolCs de patogenos Vibrio de peixe.
Trabalhos anteriores no laboratorio (Tese Mestrado em Bioquimica, Jodo Laranjeira)
demonstraram que anticorpos IgY de codorniz produzidos contra TolC de E.coli
conseguem bloquear o efluxo de moléculas citotoxicas, denotando um efeito promissor
como antimicrobianos ou como adjuvantes de antimicrobianos. Esta ¢ uma aplicacdo
terapéutica que continua a ser largamente explorada no laboratério de acolhimento. A
imunizacdo de galinhas como hospedeiras, utilizando os epitopos recombinantes
produzidos neste trabalho, j& estd em curso tendo, no entanto, saido fora do calendério de

trabalho laboratorial para o presente projeto.

E expectavel que estes anticorpos possam igualmente servir para procedimentos de
monitorizagdo e diagnostico rapido de patogenos Vibrio de peixe, contribuindo para um
controlo mais robusto de Vibrioses, nomeadamente em contexto de aquacultura.

Finalmente, antevé-se também que os novos anticorpos IgY produzidos contra os loops
extracelulares destes organismos Vibrio, possam ser ferramentas criticas para a
caracterizacdo estrutural e funcional e compreensdo mais exaustiva do modo de
funcionamento do canal-tunel TolC no género Vibrio, onde a diversidade parece ser um

aspeto muito particular do mesmo.
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ANEXO 1
Linearizacao Ciclo de PCR
Vetor 10 ng 98°C 3 1x
Primer 1l 98°C 30
(FWD/VER)
Tampao 10 pl X 30”7
Enzima 5ul 72°C 9 30x
(Polimerase)
H>O Autoclavada Variavel 72°C 10° 1x
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Colony PCR Ciclo de PCR

Coldnia 5l 98°C 3’ 1x
Primer (FWD/VER) 1 ul 98°C 30>

Tampao 10 pl
Enzima (Polimerase) 5ul X 30”7
30x
72°C I
H>O Autoclavada Variavel 72°C 10° 1x

Reacio de Ligacao/Fosforilacao
Vetor 100 ng
Primer 1l

(FWD/VER)
Tampio 10 pl
Enzima Sul

(Polimerase)

H,O Autoclavada Variavel

Anexo I : Temperaturas utilizadas e as respetivas quantidades de reagentes utilizados nas reagdes
de PCR e posteriormente, na Ultima tabela, a informagao pormenorizada da reacao de liagagao/

fosofrilagao.

ANEXO 11

Listagem dos primers utilizados ao longo do trabalho:
Linearizacao P30 (Método A)

Forward (# 186- LP2 REV ccdB (Vetor lin)

5’- CGCCATTAACCTGATGTTCTGGGG -3’

Reverse (#190- REV_RCKS vetor lin)
5’- GCTTATTTTTAATTCTTCCCATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC -3°

Linearizaciao P30 (Método B)
Forward (# 186- LP2 REV ccdB (Vetor lin) geral para todos
5’- CGCCATTAACCTGATGTTCTGGGG -3’

Reverse

(L2_VH (#244 - NWE_L2_Vharveyi_rep.)
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5’-
TCAGCCATCGGTGGTGTTATCGGTCACGCTTTCGCTGGTATCCGCATATGAGCCATT
TTCGTCTGAAAGGCTTTG -3’

L2 VPK (#210- NWE_Epitope 306)

5’-
TCAGTTGTCCGTTGTATTGTCACGTGCCGAATTGCTTGTATCACCATATGAGCCATT
TTCGTCTGAAAGGCTTTG -3’

L2_VVL (#227- NWE_L2_Vvulnificus)

5-
TCAGTTGTTGGTGGTGCCATCGCTCTGCGCGCTGTTGCTCACATCCGCATATGAGCC
ATTTTCGTCTGAAAGGCTTTG -3°

L1 VAU (#211 — NWE_Epitope 309)

5’-
TCACAGCTTATCGCTTTCACGTGAATCGGTGTCAGAACGGTTAATTGAGCCATTTTC
GTCTGAAAGGCTTTG -3’

Linearizaciao P30 (Método C)

Forward

L1_VH (#231- FWD_L1 _Vharveyi 3NWE)
5’-

GGCAAAACCAGCACCGATGAAAACGTGCTGTGACGCCATTAACCTGATGTTCTGGG
G-¥

L1_VV (#240- FWD_L1_Vvulnificus 3NWE)

5-
GCGACCATTGATAACGATCAGAACGCGCTGTGACGCCATTAACCTGATGTTCTGGG
G-3

Reverse

L1 _VH (#230- REV_L1 Vharveyi 3ANWE)

5’-
GCCCGCATCCAGATCGCGATCGCCGCGGGTAATTGAGCCATTTTCGTCTGAAAGGC
TTTG -3’

L1_VV (#39-REV_L1_Vulnificus 3NWE)

5’-
GCCCGCATCCAGATCGGTATCGCCGCGTTTCAGTGAGCCATTTTCGTCTGAAAGGCT
TTG -3

Linearizacao P30 (Método D)
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Forward

L1_VPB (#234- FWD_L1_VPB_3NWE)

5’-
CTGGGCAAAAGCAGCAACGATCAGGATGCGCTGTGACGCCATTAACCTGATGTTCT
GGGG -3

L2_VPB (#237-FWD_L2_VPB_3NWE)
5-

CGCAACGCGAACAGCGATCGCACCAGCGATGGCTGACGCCATTAACCTGATGTTCT
GGGG -3

Reverse

L1_VPB (#233- REV_L1_VPB_3NWE)

5’-
ATCATCATAATCGGTATCGCCGCGGGTCAGGTTTGAGCCATTTTCGTCTGAAAGGCT
TTG -3

L2_VPB (#236-REV_L2_VPB 3NWE)

5’-
ATAGTTGCTTTCGGTGCCGCTATAATCGCCATATGAGCCATTTTCGTCTGAAAGGCT
TTG -3

Extensio do epitopo — 2° PCR

Forward

L1_VPB (#242 - FWD_MID L1_VPB)
5’- AGCGCGCTGGGCAAAAGCAGCAACGATCAGGATGCGCTG -3’

L2_VPB (#243- FWD_MID L2 _VPB)
5’- AACAGCGGCCTGGGCCGCAACGCGAACAGCGATCGCACCAGCGATGGC -3’

Reverse

Os mesmos primers usados na rea¢ao de linearizacao.

Anexo III
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VHR 64-92 aa VVL 72-92 aa
kbp M 123456 7 kbp M 1234567

6000- 6000Jﬁ*

3000- 3000-

1 : 1 i<
13 8
250- 250- ‘

VHR 284-298 aa VVL 284-299 aa
kbp M1 248 5 kbp M1 234 567

6000- oiead
3000-
1788
500-
250-

3000-

1908:

500-
250-

VBP
71-94 286-312
aa aa

1 2 1 2

Anexo III a.: Analise e selecio em gel de agarose de colonias positivas para V.harveyi;
V.vulnificus e V.parahaemolyticus. Andlise em gel de agarose 0,8% dos produtos de
amplificacao de coldnias aleatoriamente escolhidas para a sele¢do de potenciais positivas. Foi
selecionada e a analisada a seguinte populagdo: 1) V.harveyi constru¢do VHR 64-92aa: 10
colonias; construgdo VHR 284-298aa: 5 colonias; 2) V.vulnificus- construgdo VVL 72-92aa: 15
colonias; construgdo VVL 284-292aa: 10 coldnias; 3) V. parahaemolyticus construgao VPB 71-
94: 2 colodnias; construgdo VPB 286-312: 2 coldnias.
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L1VH
M _T0 TF

L1VV L2VV

kDa

VPB
286-312 aa

M TO TF

Anexo III b: Anadlise da sobrexpressio dos epitopos recombinantes de V.harvyei, V.
vulnificus e V.parahaemolyticus. Analise em SDS-PAGE 12% da sobrexpressdo epitopos
recombinantes de V. harvyei- VHR 64-92aa, VHR 284-298aa ; V.vulnificus - VVL 72-92aa, VVL
284-298aa ¢ V. parahaemolyticus — VPB 286-312.
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Anexo IV

g g2883888¢:¢8

g

V. vulnificus (VVL)

mAU

o338 sss3gaiigaiEagg

20-

Hitrap Vibrio Vulnificus

M L FTW 8 9 10111213

Hitrap Vibrio Vulnificus

|

»»»»»»

Hitrap Vibrio Vulnificus

MFTFTW 456 7 89

Hitrap Vibrio Vulnificus

Anexo IV a: Cromatografia de troca ionica dos epitopos de V. vulnificus. Primeira etapa de

purifica¢ao por cromatografia de troca ionica de ambos os epitopos recombinantes de V. vulnificus
(VVL epitopos 72-92aa e 284-299aa).
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V.harveyi (VHR)

Epitopo 64-92 Epitopo 284-298

mAU
= \ I I wilcsRa
1900 1900 /
1909 1800 /
1700 1700 /
16500 1600 /
1500 1500
1400 1400
1300 1300
1200 1200
1100 1100

1000

900

800

600

Waste

300

Hitrap Vibrio Harveyi
M LFTWI1 2 3 4 5 6

L-Load FT-Flow through W-wash

Hitrap Vibrio Harveyi Hitrap Vibrio Harveyi
M 9 1011 1213 14 15 16 18

E;

Anexo IV b: Cromatografia de troca ionica dos epitopos de V. harvyei. Primeira etapa de

purificagdo por cromatografia de troca idnica de ambos os epitopos recombinantes de V. harveyi

(VHR epitopos 64-92aa e 284-298aa).
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!

VVL Epitopo 1- Azul claro
Epitopo 2- Azul escuro

- VHR Epitopo 1-Verde claro
Epitopo 2- Verde escuro

8

§ 8 8 ¥ 88 888388

s 88

EEEEREEEREEREERERRRER

VHR 64-92 VVL 72-92
M3 4567 891011 M3 4567 8910

kDa

VHR 294-298
waM2 3456780910

VVL 72.92

wa M4 5678 9101112

75-
50-

37-

25-
20-

Anexo IV c¢: Cromatografia de exclusdo molecular dos epitopos de V.harveyi e V.vulnificus.
Segunda etapa de purificacdo por cromatografia de exclusao molecular de ambos os epitopos
recombinantes de V.harveyi (VHR epitopos 64-92aa e 284-298aa) e V.vulnificus (VVL epitopos
72-92aa e 284-299aa).
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Anexo V

TIRv
Aval (5587)
HindIl (5572)
CcdB f1 Origin
VPK 72-85
Fusion Tag
Ncol (5070) Kan
'ITFW/\ / Xmal (1068)
Aval (1068)
Smal (1070)
Apall (4263) P30 {I-_I'-309] Clal (1251)
748 bp
Lac|
Apall (1828)
Apall (2328)

Anexo V : Representacdo do vetor molde pertencente a familia de vetores pCoofy, utilizado em

todas as construgdes recombinantes neste trabalho.
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