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A presente invengao revela uma nova alternativa para a prevengao de
salmonelose, a partir de mutantes capazes de promover imunizagao
do hospedeiro. Em especial tais mutantes s&o nulos para os genes
hupA e/ou HuB de HU e foram testados quanto a atenuagio da
viruléncia e capacidade de desencadear resposta imune efetiva e
protetora contra a salmonelose, em especial a salmonelose murina,
gerando resultados promissores. Adicionalmente, a presente invengao
é destinada a um processo de produgio desta linhagem atenuada,
capaz de promover imunizagdo, a vetores vacinais e vacinas para o
tratamento de salmonelose e a seu uso no combate a tal infecgéo e
possivelmente outras doengas, quando se tratanto de vetores
multifatoriais.
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Relatdério Descritivo de Patente de Invencdo para: “PROCESSO
DE CONSTRUGAO DE LINHAGEM ATENUADA MUTANTE DE UMA BACTERIA
PATOGENICA, VACINA, VETOR VACINAL E USO DA REFERIDA
VACINA” .

Campo da Invencgdo

A presente invencdo se refere a um processo de
produ¢do de 1linhagens mutantes atenuadas, capazes de
promover imunizacdo, a vetores vacinais e wvacinas para o
tratamento de salmonelose e a seu uso no combate a tal
infec¢do. Especificamente, tais mutantes s3o nulos para os
genes hupA e hupB de HU e foram testados quanto a atenuacdo
da viruléncia e capacidade de desencadear resposta imune
efetiva e protetora contra a salmonelose.

Fundamentos e Antecedentes da Invencdo

Salmonella

o] género Salmonella sp pertence a familia
Enterobacteriaceae e é formado por bacilos gram-negativos,
anaerdbios facultativos e geralmente flagelados (Mastroeni
e Maskell, 2006). A classificacdo soroldgica dessa bactéria
fundamenta-se na identificacdo de antigenos somdticos (0),
flagelares (H) e capsulares (Vi), este ultimo guando
presente.

Estudos de hibridacdo de DNA sugerem a existéncia de

duas espécies de Salmonella: S. enterica e S. bongori. A
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espécie S. enterica é subdividida em 7 subgrupos, sendo gue

a grande maioria das sorovariedades patogénicas para o

homem estd incluida no subgrupo I (Boyd et al. 1996).

As sorovariedades de S. enterica patogénicas podem
causar, em mamiferos, infeccBes com dJdiferentes graus de
gravidade, desde gastroenterites localizadas na mucosa
intestinal até infecg¢des sistémicas graves, dependendo da
sorovariedade bacteriana e do tipo de hospedeiro envolvido

(Bdumler et al., 1998).

S. enterica Typhi €& o agente causador da febre
tifdide, uma infecgdo sistémica grave no homem (Guzman et
al.,2006). S. enterica Choleraesuis causa infecgfes
sistémicas graves, principalmente em suinos, embora também
possa causar infecgBes em humanos (Mastroeni e Maskell,
2006;Salyers e Whitt, 2002). Salmonella enterica Dublin é
uma sorovariedade associada principalmente a bovinos. Como
S. enterica Thyphi em humanos, a sorovariedade Dublin é

invasiva e pode causar gastroenterites e septicemia nesses

animais (Mastroeni e Maskell, 2006) . S. enterica
Typhimurium e Enteritidis sdo causas comuns de
gastroenterites em humanos, mas também podem estar
associadas a infecg¢Bes extra-intestinais (Mastroeni e
Maskell, 2006). Em camundongos, S. enterica Typhimurium e

Enteritidis causam um tipo de infecc¢8o muito semelhante a
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febre tifdide humana. Desta forma, camundongos BALB/c s&o

utilizados como o modelo murino de infeccdo sistémica por
S. enterica.
Salmonelose e doenga

A salmonelose é uma das doencas 1infecciosas mais
frequentes tanto em humanos quanto em outros animais. A
infecg¢8o por S. enterica inicia-se com a ingestdo de &agua
ou alimentos contaminados, particularmente alimentos
derivados de aves e suinos. Estes microrganismos sé&o
patdégenos intracelulares facultativos e, uma vez ingeridos,
apresentam a capacidade de aderir e invadir células da
mucosa intestinal, preferencialmente células M (Jones et
al., 1994). Uma vez ultrapassada a mucosa intestinal, S.
enterica invade, persiste e prolifera no interior de
vacuolos de células do sistema reticulo endotelial podendo
assim, alcancar diferentes &érgdos e tecidos do hospedeiro,
causando infeccdo sistémica (Salyer e Whitt, 2002). Estas
infecgdes representam, ainda hoje, um grave problema de
saude publica, devido sua alta incidéncia e gravidade,
principalmente em &reas subdesenvolvidas do mundo, onde as
condicgdes de higiene e saneamento béasico sao ainda
precédrias (Woc-Colburn e Bobak, 2009; Boyle et al., 2007;
Coburn et al. 2007; Figueroa-Ochoa e Verdugo-Rodrigues,

2005; Graham, 2002).
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No Brasil a salmonelose é um problema sério de saude
publica especialmente em regi®es mais pobres (Fernandes et
al. 2006, Ghilardi et al., 2006).

A dose infectante média (DIsg) de S. enterica capaz de
produzir infec¢des clinicas ou subclinicas em humanos estd
entre 10°-10'° organismos ingeridos. O processo infeccioso é
localizado no ileo, cdbdélon e linfonodos mesentéricos apds a
ingestdo de alimento contaminado, com o aparecimento de
sintomas tais como diarréia, vémito e dores abdominais
(revisado por Darwin e Miller, 1999). A maioria dos casos
de gastroenterites ocorre em criancas com menos de 10 anos
de idade, e os sintomas tendem a ser mais severos neste
grupo, podendo a infecc¢do tornar-se sistémica.

Uma importante barreira encontrada por S. enterica no
processo infeccioso, apés sua passagem pelo epitélio
intestinal, s&o os macréfagos da submucosa (Mastroeni e
Maskell, 2006; Salyers e Whitt, 2002). O0Os macrdéfagos
detectam e internalizam o patdgeno bacteriano a fim de
elimind-lo do hospedeiro.

As sorovariedades de S. enterica, capazes de causar
infecg¢do sistémica, invadem os macréfagos e entdo ativam
mecanismos de viruléncia que permitem a evasdo das funcdes
microbicidas do fagdbécito, permitindo a sobrevivéncia e

replicacdo no ambiente intracelular (Mastroeni e Maskell,
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2006; Salyers e Whitt, 2002; Alpuche-Aranda, et al., 1994).

A migracdo de macréfagos infectados para outros d6rgdos do
sistema monocitico fagocitdrio facilita a disseminacdo da
bactéria no hospedeiro.
Salmonella e Vacinas

A busca por uma vacina efetiva contra a febre tifdide
compde um importante capitulo na histdéria da Microbiologia.
Varias estratégias e formulacdes vacinais foram testadas
tais como bacterianas, vacinas de subunidades e 1linhagens
vivas atenuadas (revisado por Bueno et al., 2009; Galen et
al., 2009; Guzman et al., 2006). O antigeno capsular Vi
purificado, livre ou conjugado com proteinas carreadoras é
imunogénico gquando administrado por via intramuscular ou
subcut@&nea e tem se mostrado eficaz em alguns estudos
(Guzman et al., 2006; Strugnell e Wijburg, 2006). Contudo,
devido a suas caracteristicas e modo de administracgdo, é
incapaz de induzir o sistema imune ao nivel de mucosa
(MALT, do inglés mucosal associated lymphoid tissue). Desta
maneira, esforcos foram canalizados no desenvolvimento de
vacinas constituidas por linhagens vivas atenuadas, ideais
para induzir resposta imune ao nivel do MALT.

A primeira vacina viva atenuada desenvolvida contra a
febre tifdide é composta pela linhagem S. enterica Typhi

Ty2la. Esta linhagem fol obtida por mutagénese gquimica da
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foram construidos e demonstraram-se imunogénicos, apesar da
atenuacdo da viruléncia. No entanto, com frequéncia, testes
em voluntdrios humanos indicaram a ocorréncia de bacteremia
e/ou a necessidade de véarias doses para a inducdo de
imunidade (Guzman et al., 2006; Strugnell e Wijburg, 2006).
De fato, diversos estudos tém demonstrado o desafio de se
ajustar o grau de atenuacido da linhagem vacinal para, de um
lado, n8o comprometer a resposta imune e de outro, ser
livre de efeitos colaterais.

A capacidade de invadir, sobreviver e proliferar no
interior de macrdéfagos, polimorfonucleares e células
dendriticas, aliada & disponibilidade de mutantes atenuados
fazem de S. enterica um excelente carreador de antigenos a
células do sistema imune. Assim, linhagens atenuadas de S.
enterica podem ser manipuladas geneticamente de tal forma a
expressar antigenos heterdélogos, construindo-se linhagens
vacinais multifétoriais. Diferentes antigenos derivados de
outras Dbactérias, virus, fungos, parasitas e mesmo de
células de mamifero foram expressos em linhagens vacinais
de S. enterica. Estas linhagens foram capazes de induzir
resposta imune protetora ndoc somente contra a salmonelose,
mas também contra o organismo doador do antigeno heterdlogo
(Cheminay e Hensel, 2007; Kwon et al., 2007; Loessner et

al., 2007; Mahoney et al., 2007; Atkins et al., 2006). Uma
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caracteristica fundamental de tais linhagens é, além de ser
muito improvdvel a reversdo da atenuacdo, a capacidade de
expressar o antigeno heterdélogo de forma estdvel e em
quantidades suficientes para induzir o sistema imune.

No inicio, a clonagem e expressdo de antigenos em S.
enterica eram alcancadas através da utilizacédo de
plasmideos carregando genes de resisténcia a antibidticos
(Cdrdenas e Clements, 1992). Alguns estudos demonstraram,
no entanto, que na auséncia de pressdes seletivas, tais
plasmideos eram instdveis e, portanto, perdidos apds poucos

ciclos de replicagdo in vivo (Cérdenas e Clements, 1992;

Dunstan et al., 2003) ou até mesmo durante o cultivo in
vitro (Everest et al., 1995).

Para resolver tais problemas, estratégias como a
utilizacdo de promotores induzidos in ino no controle de
expressdo do antigeno (Cheminay e Hensel, 2007; Marshall et
al., 2000), construcdo de sistemas letais Dbalanceados
(Curtiss et al., 1990; Everest et al., 1995) ou a
integracdo do gene heterdlogo no cromossomo de S. enterica
(Hone et al., 1988; Strugnell et al., 1990; Everest et al.,
1995) foram descritos.

O nucledide bacteriano e os genes-alvo: hupA e hupB

Bactérias contém proteinas que compSem o nucledide

bacteriano (“nucleoid-associates proteins”, Nap) juntamente
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com o) DNA cromossomico. Diferente das histonas de

eucariotos, as proteinas bacterianas parecem ndo formar com
o DNA complexos andlogos aos nucleossomas (Thanbichler et
al., 2005). Dentro deste grupo encontram-se 12 proteinas
sendo que as mais estudadas sdo HU, FIS, IHF, HNS e DPS
(Dorman, 2009; Dorman e Kane, 2009; Créinin e Dorman et al,
2007; Dorman et al., 2006; Drlica e Rouviere-Yaniv, 1987).

HU é uma proteina heterodimérica codificada por dois
genes, sendo eles hupA e hupB. Esta proteina parece n&do
reconhecer nenhuma sequéncia especifica para a ligacdo ao
DNA, mas apresenta grande afinidade a regides supercoiled
ou que apresentem distorgdes na estrutura do DNA (Pinson et
al., 1999). Swinger et al. (2004) demonstraram gque essa
proteina € capaz de induzir e estabilizar curvaturas de
diferentes &ngulos no DNA. Alguns estudos sugerem que HU
participe do reparo do DNA por recombinacdo (Swinger et
al., 2004).

HA poucos dados na literatura sobre a proteina HU e
Salmonella especificamente (Mangan et al., 2011), embora
haja mais relatos entre essa proteina e Escherichia coli.
Ainda assim, os estudos descritos focaram-se no
funcionamento da proteina demonstrando a regulacdo de
fatores de patogenicidade, mas ndo investigaram a possivel

atenuacdo promovida pela delecdo dos genes hupA ou hupB e a
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induc¢do de protecdo no modelo murino.

O gene hupA de Salmonella foi comparado ao gene hupA
de E.coli por clonagem e sequenciamento, o que revelou gque
as subunidades HUO dessas bactérias sdo idénticas e que as
sequéncias fora das ORFs sd3o altamente conservadas (Higgins
& Hillyard, 1988).

Esses estudos revelam gque a proteina HU afeta
processos celulares como compactacdc do DNA, replicacéo,
recombina¢do, regulacdo génica, além de participar no
crescimento termo sensivel, adaptacdo na fase estacionaria
de crescimento, lisogenia e transposicdo do bacteridéfago Mu
e é capaz de se ligar inespecificamente ao DNA (Bi et al.,
2009). Em S. enterica HU coordena a expressdo de genes
envolvidos no metabolismo central e viruléncia (Mangan et
al., 2011).

O gene hupB j& foi descrito como sendo um modulador
negativo na expressdo de hilA, que é um gene crucial na
expressdo do fendétipo invasivo de Salmonella (Fahlen et
al., 2000). No entanto, hé& controvérsias sobre a agdo de
hupB, pois estudos posteriores realizados por outro grupo
de pesquisa apontaram que esse gene tem uma ag¢do positiva
na regulacdo de hilA (Schechter et al., 2003).

Berger et al. (2009) construiram um duplo mutante
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AhupAAhupB de E.coli para verificar as alteracdes na

estrutura gendmica promovida pela auséncia da proteina HU.

Por esse estudo, foil possivel observar que a auséncia de HU

provoca um rearranjo espacial no padrdo de transcricdo,

causando uma perturbacdo da homeostase topoldgica que é
compensada por uma maior acessibilidade de sitios de DNA
pela topoisomerase.
O sistema de recombinagdo A Red

Em bactérias entéricas, a obtencd3o de recombinantes
utilizando moléculas lineares de DNA é um evento altamente
raro, devido a instabilidade da molécula de DNA linear, que
uma vez no interior da célula é rapidamente degradada pela
atividade de nucleases do sistema de recombinacdo RecBCD.

Para contornar esta dificuldade, um sistema baseado no uso
da maquinaria de recombinacdo do bacteridfago A (o sistema
ARed) foi proposto.

Datsenko e Wanner (2000) descreveram a construgdo e o
emprego de um sistema baseado no bacteridéfago A para a
construgcdo de linhagens mutantes de bactérias entéricas.
Este sistema é composto por plasmideos acessdérios, sendo o
plasmideo pkD3 utilizado na construgdo de cassetes de
recombinac¢do por PCR (Datsenko e Wanner. 2000).

Durante a busca de anterioridade, o documento US




c -

-~
3
—

E——u

“ o R A IThe ,

v

Y

L




10

15

20

“Salmonella Vaccine” refere-se a cepas vivas atenuadas de

Salmonella compreendendo uma primeira mutacdo atenuante,
que ndo sdo capazes de produzir RecA funcional. A invencdo
também relata que estas bactérias s3o para uso em vacinas.

Como pode ser observado, o referido documento US
7,045,122 também diz respeito somente a atenuacido promovida
pela delecdo de um gene, isto é, o gene recA.

O pedido de patente internacional WO0/2010/096888,
depositado em 25 de fevereiro de 2010, em nome de
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP e intitulado:
“Vacinas Compreendendo Linhagens Atenuadas, Processo de
Construgdo de Linhagens Atenuadas, Vetores Vacinals e seu
Uso no Tratamento da Salmonelose” revela uma nova
alternativa para a prevencdo de salmonelose, a partir de
mutantes capazes de promover imunizacdo do hospedeiro. Em
especial tais mutantes s&o nulos para os genes himA e himD
de IHF e foram testados quanto a atenuacg¢doc da viruléncia e
capacidade de desencadear resposta imune efetiva e
protetora contra a salmonelose, em especial a salmonelose
murina.

Como pode ser observado, no referido documento
WO/2010/096888 a atenuacdo ¢é promovida pela delec¢do dos
genes i1hfA ou 1hfB.

0O documento de patente americano US 2004/101531
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descreve vacinas e composicdes imunogénicas que utilizam

bactérias patogénicas vivas atenuadas, tal como Salmonella,
para distribuir antigenos ectdpicos para o sistema imune da
mucosa dos animais vertebrados. As bactérias patogénicas
atenuadas s8o preparadas para secretar o antigeno para o
espac¢co periplasmico das bactérias ou para dentro das
bactérias.

Como pode ser observado, no referido documento US
2004/101531 é descrito a delecdo dos genes cya e crp de
Salmonella.

O emprego de linhagens bacterianas wvivas atenuadas
como vacina estd historicamente associado a inducdo de
resposta imunoldégica efetiva e persistente. O vetor wvacinal
é constituido por uma bactéria que expressa antigenos
(proteinas) de outras espécies de microorganismos obtidos
através do método de DNA recombinante. Quando apresentados
ao sistema imune do hospedeiro (organismo alvo) estes
microorganismos estimulam a producdo de anticorpos contra a
doenca de interesse, sem gue ela cause sintomas ou danos
graves ao hospedeiro.

Embora estudos venham demonstrando estratégias de
imunizac8o baseada no silenciamento génico, em nenhum dos
casos foi revelado e nem sequer sugerido um processo que

permita uma estratégia de imunizacgédo baseada no
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silenciamento génico de HU.

E sabido que mutac¢des atenuadoras diferentes conferem
propriedades bioldgicas, como imunogenicidade, diferentes.

Sumdrio da Invencéo

Para solucionar os problemas acima mencionados, a
presente inveng¢do propiciard vantagens significativas em
relacédo aos processos de imunizacédo baseada no
silenciamento génico de HU, possibilitando um aumento do
seu desempenho e apresentando uma relacdo custo/beneficio
mais favordvel.

A presente invencdo se refere em um primeiro aspecto,
a construcdo de mutantes nulos de S. enterica para o0s genes
(hupA e/ou hupB) codificadores de HU (Heat Unstable
Protein) com o intuito de desenvolver linhagens atenuadas
quanto a viruléncia, mas capazes de causar infeccgédo
transitdéria e induzir o sistema imune de forma efetiva,
constituindo-se em potenciais linhagens vacinais.

E um objeto da presente invencdo uma bactéria atenuada
compreendendo pelo menos um gene codificador de HU
silenciado em uma bactéria patogénica.

A presente invencd3o refere-se também a uma vacina
baseada em bactérias atenuadas compreendendo pelo menos um
gene codificador de HU silenciado em uma bactéria

patogénica, capaz de induzir e estimular uma resposta imune
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Descric¢do Detalhada da Invencdo

Embora a presente invencdo possa ser suscetivel a
diferentes modalidades, ¢é mostrada nos desenhos e na
seguinte discussdo detalhada, uma modalidade preferida com
o entendimento de que a presente modalidade deve ser
considerada uma exemplificacdo dos principios da invencdo e
nao pretende 1limitar a presente invencdo ao que foi
ilustrado e descrito aqui.

O Anexo 1 é um Gel de agarose 1% com o fragmento
gerado por PCR, correspondente ao cassete de recombinacdo
do gene hupA para a construcdo da linhagem mutante. Da
esquerda para a direita, as amostras referem-se ao Marcador
de Peso Molecular 1 kb DNA ladder (Fermentas); controle
negativo e o cassete de recombinacdo do gene hupd, com
cerca de 1200 pb, compreendendo o© gene cat e regides
flanqueadoras compostas por sitios FRT (FLP Recognition
Targets) e regides adjacentes aos gene-alvo.

Os Anexos 2a e 2b & uma construcdo dos mutantes AhupA

e AhupB de S. enterica. Gel de agarose 1% com os produtos
de PCR utilizando-se respectivamente os primers hupADT e
hupBDT (primers de deteccdo) para confirmacdo da
mutagénese. O controle positivo corresponde a linhagem

selvagem 662ST, com amplificacdo do gene integro e regides
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morte em seus hospedeiros. Exemplos de bactérias

patogénicas incluem, sem limitacdes, bactérias gram
negativas, em especial membros das familias
Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, Francisellaceae,
Legionallales, Pseudomonadacea ou Pasteurellaceae,
incluindo os géneros Salmonella spp., Shigella spp.,
Escherichia spp., Yersinia spp., e Vibrio spp.

Em especial, bactérias patogénicas da presente

invencdo s8o escolhidas dentre as espécies que possuem em
seu genoma pelo menos um gene codificador de HU,
preferencialmente, mas ndo exclusivamente, S. enterica
sorovar Typhimurium (662ST).
Gene codificador de HU

O gene codificador de HU da presente invenc¢do & uma
sequéncia de DNA que apresenta homologia de pelo menos 80%
com pelo menos uma sequéncia escolhida dentre hupA ou hupB,
as quais sdo escolhidas dentre as espécies gue possuem em
seu genoma pelo menos um gene codificador de HU,
preferencialmente, mas ndo exclusivamente, S. enterica
sorovar Typhimurium (662ST).

Bactéria Atenuada

Para efeitos da presente invencdo, entende-se como
bactéria atenuada uma bactéria patogénica gue possuli pelo

menos um gene codificador de HU silenciado.



10

15

20

Por “silenciamento” entende-se um processo de delecdo

de determinada sequéncia do genoma de uma bactéria. Em
especial, o silenciamento foi proporcionado por um cassete
de recombinacdo.

Cassete de recombinacdo

O cassete de recombinacdo, de acordo com a presente
invencao, é um cassete compreendendo pelo menos uma
sequéncia capaz de silenciar pelo menos um gene codificador
de HU em uma bactéria patogénica.

O cassete de recombinagdo é composto por iniciadores,
que possuem 2 partes continuas, sendo a primeira uma
sequéncia de aproximadamente 40 bases homélogas ao gene
alvo e a segunda aproximadamente 20 bases homdélogas a uma
regido presente nos plasmideos a serem utilizados.

As regides de homologia com o gene codificador de HU
foram selecionadas a partir da sequéncia do banco de dados
do projeto Genoma S. enterica (NC_003197) (Washington
University, St. Louis, USA) e escolhidas de modo que fossem
préximas aos cbdédons de iniciacdo e terminacdo do gene.

O cassete de recombinacdo compreende ainda genes
acessdérios, como genes de resisténcia a antibidticos.

Processo de Transformacdo e Recombinacdo

O processo de recombinacdo das bactérias da presente

invencdo €& um processo gue se baseia no sistema de
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conferida pelas sequéncias flanqueadoras, de tal forma gque

a recombinag¢do envolverd sequéncias homdlogas.

Os recombinantes sdo entdo selecionados utilizando-se
as marcas de resisténcias carreadas pelo mdédulo de
recombinag¢do. Essas construcdes permitem uma subsequente
remogcdo do cassete de resisténcia pela FLP recombinase
expressa por um gene plasmidial, no caso o plasmideo pCP20.
Desta forma, € possivel construir delecdes ou insercdes de
genes em bactérias entéricas, utilizando fragmentos de DNA
lineares, gerados por PCR.

Em especial, o processo de transformacido da presente
invencdo compreende as etapas de:

a) expressdo das proteinas Gam, Bet e Exo do
bacteriéfago A presentes no plasmideo pKD46, promovendo a
recombinacdo de fragmentos lineares no DNA alvo; e

b) troca alélica do gene codificador de HU pelo
cassete de recombinacdo compreendendo um gene acessdorio;

c) eliminacdo do gene acessdrio presente no cassete de
recombinacédo.

Linhagens bacterianas selecionadas para mutagénese

Para este estudo foi selecionada uma linhagem selvagem
virulenta de S. enterica, da sorovariedade Typhimurium
(662ST) .

As amostras selecionadas foram estocadas em glicerol
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2,5 M, segundo protocolo descrito por Sambrook e Russell
(2001) e incorporado aqui, por. referéncia, em sua
totalidade.

Teste de sensibilidade das linhagens de S. enterica
Typhimurium a antibidticos

A susceptibilidade das linhagens selecionadas foi
testada para os antibidéticos ampicilina, canamicina,
cloramphenicol, estreptomicina e tetraciclina. Para isso,
foi utilizado o método de microdiluicéo.

Neste teste foi possivel observar uma Concentracao
Inibitdéria Minima (MIC) inferior a 10ug/mL para o0s
antibidticos ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina e
tetraciclina e MIC num intervalo de 10-25 ug/mL para
canamicina. Este teste indicou que plasmideos com marcas de
resisténcia a ampicilina e ao cloranfenicol podem ser
utilizados.

Sistema utilizado para mutagénese

A mutagénese dos genes hupA e hupB foi obtida pelo
sistema A Red conforme descrito por Datsenko e Wanner
(2000) e incorporada aqui, em sua totalidade, por
referéncia. Este sistema ¢é constituido das 1linhagens e
plasmideos demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Linhagens bacterianas com seus respectivos
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plasmideos pertencentes ao sistema A Red.

Linhagem Plasmidio | Referéncia

BT 340 pPCP20 Datsenko e Wanner, 2000
Bw25141 PKD3 Datsenko e Wanner, 2000
Bw25141 PKD4 Datsenko e Wanner, 2000
BwW25113 PKD46 Datsenko e Wanner, 2000

Extrag¢do e purificag¢do de plasmideos

Do estoque a -80°C foil retirada uma amostra de cada
cepa contendo os plasmideos. A linhagem BW25113/pKD46 foi
semeada em meio LB &gar contendo ampicilina (100ug/mL);
BW25141/pKD3 e BT340/pCP20 foram semeadas em meio LB A&gar
contendo ampicilina (100pg/mL) e cloranfenicol (25ug/mL).

Para extracdo e purificacdo dos plasmideos pKD46 e
pCP20, a temperatura de incubacdo utilizada foi 302 C, uma
vez que tais plasmideos contém‘origem de replicacdo termo-
sensivel. Apdés a extracdo, os mesmos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 0,8% segundo o protocolo de
Sambrook e Russell (2001), incorporada aqui, por
referéncia, em sua totalidade.
Iniciadores utilizados para gerar os cassetes de
recombinagéio

Os iniciadores para essa metodologia sdo compostos de

2 partes continuas, sendo a primeira uma sequéncia de
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aproximadamente 40 bases homdélogas ao gene alvo e a segunda
20 bases homélogas a uma regido presente no plasmideo pKD3.
A regido utilizada para amplificar a sequéncia contida
no plasmideo foi selecionada através do programa Primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi),
baseado na sequéncia do plasmideo pKD3 (AY048742) (Datsenko
e Wanner, 2001). Desse modo, foram desenhados os

iniciadores hupA-f, hupA-r, hupB-f e hupB-r, descritos na

Tabela 2.

Tabela 2. Iniciadores utilizados na construcdo do cassete

de recombinacdo

Primers Sequéncia (57-37)

hupa-f TAGCAAGCGATAAACACATTGTAAGGATAACTTATGAACAAGGTGT
(SEQ ID 1) | AGGCTGGAGCTGCTTC

hupa-r TTCGATAAAACTGTTCACAGTTATGCGTCTTACTTAACTGCCATAT
(SEQ ID 2) | GAATATCCTCCTTAGTTC

hupB-£f GGTGCGATATAAATTATAAAGAGGAAGAGAAGAGTGAATAAAGTGT
(SEQ ID 3) | AGGCTGGAGCTGCTTC
hupB-r CTTTGTCACATCCCCCGAGGGGATCACGCTTAGTTTACCGCCATAT

(SEQ ID 4) | GAATATCCTCCTTAGTTC

Construg¢do do cassete de recombinagdo por PCR

Para a construcgdo do cassete de recombinacdo foram
utilizados os iniciadores descritos anteriormente, para a
amplificacdo de uma regido do plasmideo pKD3. As reacdes
foram realizadas em volume final de 50 upuL contendo 20 pmol

de cada iniciador, 20 a 30 ng de DNA plasmidial, 1mM de
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cada dANTP, 2U de Taqg DNA polimerase e 2 mM de MgCl, em

tampdo apropriado provido com a enzima.

Para a reacdo de PCR, o DNA plasmidial foi desnaturado
por aquecimento a 94°¢ C por 2 minutos, e a amplificacédo
realizada em 30 ciclos constituida dos seguintes passos:
(1) denaturacdo a 94° C por 30 segundos; (2) “anelamento” a
56¢ C por 30 segundos; (3) extensdo a 72° C por 1 minuto e
30 segundos. Procedeu-se uma extensdo final por 5 minutos.
O produto da PCR foil analisado por eletroforese em gel de
agarose 1% (Sambrook e Russell, 2001).

Assim, os primers hupA-f, hupA-r, hupB-f e hupB-r
foram utilizados para amplificar uma regido de
aproximadamente 1,2 Kbp (Anexo 1) do plasmideo pKD3. A
regido amplificada foi utilizada para compor o cassete de
recombinagdo com os genes hupA e hupB, respectivamente.
Para fins ilustrativos, demonstra-se no Anexo 1 o cassete
de recombinacdo gerado por PCR utilizando os primers hupA-f
e hupA-r.

Sequenciamento de nucleotideos

0 sequenciamento de nucleotideos foi realizado
conforme protocolos padrdes. Os resultados sdo apresentados
abaixo.

Sobreposicdo do sequenciamento do duplo mutante

AhupAAhupB com os primers hupBDT “forward” e “reverse”:
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TCGTACTTCGAAGGATTCAGGTGCGATATAAATTATAAAGAGGAAGAGAAGAGTGAATA

AAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGA
ATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGGCGGTAAACTAAGCGTGATCCCCTCGGGGGAT
GTGACAAAGTACAAGGGCGCATCAAC (SEQ ID No. 1)

A sobreposicdo das bases sequenciadas a partir dos
primers hupBDT f e r (sublinhados) condizem a regides

flanqueadoras do gene hupB, nido mais existente na linhagem
duplo recombinante AhupAAhupB, conforme confirmado pela

presenca de uma cicatriz do plasmidio pKD3 no lugar desse
gene (Box cinza).

Duplo mutante AhupAAhupB sequenciado com primer
hupaDpT2f !

GGCTCAGGGCAGACCTGCGCGAGGCTGGCGAGAGCA-TATCGGTATAAATTTTCAGCAA
TGACACCAGAAAACGTGATTTACGTCTGATTTGTCGTGCCATAAGGCTTCCCTTATGCC
CCCCGTCTGGTCTACATTTGGGAGGC-AAAAAAAGTGGCTATCGGTGCGTGTATGCAGG
AGAGTGCTTTTCTGGCATTTCC-TCGCACTC-ATGCTTAGCAAGCGATAAACACATTGT
AAGGATAACTTATGAACAAGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTA
GAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTTCATTTAAATGGCGCGCCTTACGCCCCGCCCT
GCCACTCATCGCAGTACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATCA
CAAACGGCATGATGAACCTGAATCGCCAGCGGCATCAGCACCTTGTCGCCTTGCGTATA
ATATTTGCCCATGGTGAAAACGGGGGCGAAGAAGTTGTCCATATTGGCCACGTTTAAAT
CAAAACTGGTGAAACTCACCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCAATAAAC
CCTTTAGGGAAATAGGCCAGGTTTTCACCGTAACACGCCACATCTTGCGAATATATGTG
TAGAAACTGCCGGAAATCGTCGTGGTATTCACTCCAGAGCGATGAAAACGTTTCAGTTT
GCTCATGGAAAACGGTGTAACAAGGGTGAACACTATCCCATATCACCAGCTCACCGTCT
TTCATTGCCATACGTAATTCCGGATGAGCATTCATCAGGCGGGCAGATG-GAATAA-GC
CG-ATAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGTCTTAAAAGGCGTATATCA (SEQ 1ID
No. 2)
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Neste caso a sequéncia é maior, pois no local do gene
hupA foi inserido o gene cat e regides plasmidiais
flanqueadoras (~1,2 kb). No box cinza, estd destacada a
sequéncia correspondente a regido flanqueadora ao gene hupA
de Salmonella, que logo em seguida ¢é interrompida por
sequéncias presentes no plasmidio pKD3, correspondentes ao
Pl e ao gene cat. Os tracos simbolizam bases né&o
identificadas no sequenciamento.

Duplo mutante AhupAAhupB sequenciado com o primer
hupADT2r (sequéncia complementar e invertida):
CAAACCCTTTAGG-AAATAGGCCAGGTTT-CACCGTAACACG--ACATCTTGCGAATAT
ATGTGTAGAAACTGCCGGAAATCGTCGTGGTATTCACTCCAGAGCGATGAAAACGTTTC
AGTTTGCTCATGGAAAACGGTGTAACAAGGGTGAACACTATCCCATATCACCAGCTCAC
CGTCTTTCATTGCCATACGTAATTCCGGATGAGCATTCATCAGGCGGGCAAGAATGTGA
ATAAAGGCCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAAT
ATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAAT
GTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCC
ATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCTCGACAACTCAAAAAATACGCCCGGTAGTGA
TCTTATTTCATTATGGTGAAAGTTGGAACCTCTTACGTGCCGATCAACGTCTCATTTTC
GCCAAAAGTTGGCCCAGGGCTTCCCGGTATCAACAGGGACACCAGGATTTATTTATTCT
GCGAAGTGATCTTCTGTC~-CAGGTAGGCGCGCCGAAGTTCCTATAC (SEQ ID No
3).

Nesse sequenciamento foram detectadas apenas bases

referentes ao plasmidio pKD3, j& que o inicio e o final da
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sequéncia apresentaram baixa qualidade no eletroferograma e
por isso foram desconsideradas. As regides de alinhamento
com o plasmidio correspondem a uma regido do gene cat
(nucleotideos 263 a 993 do plasmidio).

Transformag¢d3o das linhagens de S. enterica Typhimurium com
o plasmideo pKD46

A transformagdo das linhagens selecionadas com o
plasmideo pKD46 foi realizada por eletroporacdo, seguindo
protocolo descrito em Ausubel et al. (2007), incorporado
aqui, por referéncia, em sua totalidade.

O eletroporador (Eletroporador Bio Rad. Gene Pulser
II, Hercules - CA, USA) foi ajustado para 1,5 KV, 25 pF e
200 ohms e cubetas de 0,1 cm foram utilizadas. As amostras
foram eletroporadas entdo incubadas por 1 hora em meio SOC.
Posteriormente as culturas foram plaqueadas em meio LB Agar
provido de ampicilina (100 ng/mL) e incubadas & 302C
durante a noite.

A presenga do plasmideo foi avaliada pela andlise do
perfil plasmidial por eletroforese em gel de agarose. AS
linhagens selecionadas foram estocadas em glicerol 2,5 M
segundo protocolo proposto por Sambrook e Russell (2001).
Troca alélica dos genes hupA e hupB pelo cassete de
recombinag¢édo

Para a etapa de recombinagdo génica foi utilizada a
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linhagem 662ST/pKD46, como descrito anteriormente, e o
cassete de recombinac¢do gerado por PCR.

O preparo das células competentes foi feito partindo-
se de um pré-indéculo com 5 mL de meio LB provido de
ampicilina (100 pg/mL), que foi incubado durante a noite a
30 °C. Desta cultura 0,5 mL foram inoculados em 50 mL de
meio LB com o mesmo antibidtico e 1mM de L-arabinose
(Sigma), usado como indutor da expressdo dos genes y, B, e
exo, sendo esta nova cultura crescida a 30 °C sob agitacdo
(150 rpm) até atingir D.Ogyp de 0,7. Os frascos foram
resfriados em banho de gelo por 15 minutos e as culturas
foram centrifugadas por 10 minutos a 5000 g (42 C). O
precipitado foi ressuspendido em 4 mL de d&gua deionizada
esterilizada previamente resfriada a 4 °C e centrifugado
novamente nas mesmas condicdes. Esta etapa de lavagem foi
repetida trés vezes utilizando-se glicerol 10% e o
sedimento formado apdés a ultima lavagem foi ressuspendido
em 400 pL e distribuido em aliquotas de 90 uL pelo
protocolo de Sambrook e Russell (2001) e incorporado aqui,
por referéncia, em sua totalidade.

Foram selecionados trés tubos contendo as aliqguotas
aos quais foram adicionados 10 uL do produto gerado pela
PCR; esses foram colocados em gelo por 1 minuto. O

eletroporador foi ajustado para 1,5 KV, 25 puF e 200 ohms e
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as amostras eletroporadas e recolhidas em meio SOC, onde
foram incubadas a 372 C por 1 hora e depois plaqueadas em
meio LB-A&gar com cloranfenicol (25ug/mL). As culturas foram
incubadas durante a noite a 37 °C. Das coldnias crescidas,
foram selecionadas algumas para a confirmacdo por PCR,
sendo denominadas 662STAhupACm® e 662STAhupBCm®. As
coldénias selecionadas foram estocadas em glicerol 2,5 M
segundo protocolo proposto por Sambrook e Russell (2001), e
incorporado aqui, por referéncia, em sua totalidade. Em
seguida, o plasmidio pKD46 foi curado.
Eliminagdo do gene cat de resisténcia ao antibidtico

Para a eliminacéo do gene de resisténcia ao
antibidtico, foram utilizadas células competentes
preparadas das linhagens 662STAhupACm® e 662STAhupBCm® e o
plasmideo pCP20. A eletroporacédo foi feita conforme
descrito anteriormente e os transformantes foram
selecionados em placas de LB-dgar com ampicilina (100
png/mL) . As placas foram incubadas durante a noite a 30 ¢ C.
Algumas das coldnias crescidas foram selecionadas para
confirma¢do por PCR e denominadas 662STAhupA e 662STAhupB.
Estas linhagens foram estocadas em glicerol 2,5M como
descrito anteriormente por Sambrook e Russell (2001) e

incorporado aqui, por referéncia, em sua totalidade.
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Deteccdo e caracterizacdo das mutacdes em hupA e hupB por

PCR
Detec¢do do gene cat

O gene cat (chloramphenicol acetyl transferase) nos
mutantes de S. enterica foi inicialmente detectado por PCR.
Foi desenhado um par de iniciadores internos a este gene,
tendo-se como base a sequéncia do plasmideo pKD3 (AY048742)
(Datsenko e Wanner, 2001) e constituinte do cassete de
recombinacg&o. Estes foram desenhados com o software Primer
3(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) .
Os iniciadores estdo demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Sequéncia dos iniciadores utilizados para

detec¢do do gene cat

Iniciador Sequéncia Referéncia

cmDT - £ 5’ -GAACTTCGGAATAGGAACTTCA-3 ' Mendes et al.,
(SEQ ID 5) ndo publicado
cmDT - T 5’ -TGTGACGGAAGATCACTTCG-3"' Mendes et al.,
(SEQ ID 6) ndo publicado

* Estes primers ja constaram de uma publicacédo.

As reacgdes foram realizadas em volume final de 50 uL
contendo 20 bmol de cada iniciador, 20 a 30 ng de DNA
gendmico de cada transformante, 1mM de cada dNTP, 2U de Taq
DNA polimerase e 2 mM de MgCl, em tampdo apropriado provido

com a enzima.
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Para a reacdo de PCR, o DNA gendmico foi desnaturado
por aquecimento a 94 °C por 2 minutos e a amplificacdo
realizada em 35 ciclos constituida dos seguintes passos:
(1) denaturacdo a 94 ©°C por 30 segundos; (2) “anelamento” a
55 °C por 30 segundos; (3) extensdo a 72 °C por 1 minuto.
Procedeu-se uma extensdo final por 5 minutos. O produto da
PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1%
utilizado o protocolo descrito por Sambrook e Russell
(2001), incorporado agui, por referéncia, em sua
totalidade.

Detecg¢do das muta¢des por iniciadores externos aos genes
hupA e hupB

Foram construidos dois pares de iniciadores externos
aos genes hupA e um par a hupB para a deteccdo das
mutagéneses (Tabela 4). Esses foram desenhados com o
auxilio do software Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi), baseado na sequéncia de S.
enterica Typhimurium LT2 (NC_003197).

Tabela 4 - Sequéncia dos iniciadores externos aos genes

hupA e hupB

Primers Sequéncia (5’-3’)

hupADT1-£ AGTGCTTTTCTGGCATTTCC

(SEQ ID 4)
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hupADT1-r ACAGACAAAAGGGGCTGATG
(SEQ ID 5)

hupADT2-£ CGACTGCGAAGAACGTGATA
(SEQ ID 6)

hupADT2-r AAAGCCGCTGGCAGTAAAC

(SEQ ID 7)

hupBDT-f TCGTACTTCGAAGGATTCAGG
(SEQ ID 8)

hupBDT-r GTTGATGCGCCCTTGTACTT
(SEQ ID 9)

Transdu¢do com bacteridfago P22

A selecdo de recombinantes de S. enterica por
eletroporacdo muitas vezes seleciona linhagens contendo LPS
(lipopolissacarideos) incompletos, 3j4 Qque estes s&80 mais
facilmente transformdveis, mas s8o0 mais sensiveis ao
sistema imune e muitas vezes incapazes de estabelecer uma
infecgcdo sistémica em camundongos.

Para realizar a transducdo a bactéria recombinante

doadora foi cultivada em 3 ml de LB sem antibidtico durante
a noite a 37 °C. No dia seguinte, uma aliquota de 100 uL do
fago foi adicionada a 900 pL de LB fresco, atingindo a

densidade de aproximadamente 10° UFC/mL. Essa aliquota de 1

ml foi adicionada ao pré-indculo cultivado, com uma
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densidade bacteriana de aproximadamente 10° UFC/mL.

A cultura fol entd@o novamente cultivada na estufa a 37
°C durante a noite. Nesse mesmo dia, a linhagem selvagem
662ST também foi cultivada em 3 ml de LB na estufa a 37 °C
durante a noite. Como controle, o0 Dbacteridéfago foi
plagueado em LB Agar, para verificacd3o de contaminacao
bacteriana.

No terceiro dia, a cultura com a bactéria doadora e o
fago foi centrifugada a 5000 g por 10 minutos a 4 °C, para
que as bactérias sedimentassem, separando-se do fago. Para
garantir o isolamento de fagos e bactérias, o sobrenadante
foi cuidadosamente filtrado e armazenado em um novo
recipiente. Como controle o sobrenadante foi estriado em LB
Agar para verificar se ndo houve resquicio de bactérias.

Aliquotas de fagos e bactérias selvagens receptoras
foram misturadas, seguindo-se as seguintes proporg¢des: 10
ul de fago + 100 pl de bactéria; 50 ul de fago + 100 pl de

bactéria; 50 pl de fago + 50 ul de bactéria e 10 pl de fago

+ 50 Ml de Dbactéria. Os recipientes contendo fagos e
bactérias foram incubados a 37 ©°C por 20 minutos para a
adsorgcdo. Apds esse periodo, as aliquotas foram plagueadas
em LB Agar com cloranfenicol para a selecdo das bactérias

transduzidas.
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No dia seguinte, as coldnias crescidas foram repicadas
para os meios seletivos SS, MacConkey com cloranfenicol e
novamente para LB com cloranfenicol e novo PCR de
confirmagcdo com os primers Cmdt e hupAdt ou hupBdt foi

realizado.

Caracterizacdo dos mutantes AhupA, AhupB e AhupAAhupB de

S. enterica

Curva de crescimento in vitro

As linhagens recombinantes foram inoculadas em 5 mL de
meio LB e incubadas a 37 °C durante a noite. No dia
seguinte, 500 puL do pré-indculo foi adicionado a 50 mL de
meio LB 1% glicose e a nova cultura incubada a 37 ©¢C sob
agitacdo (150 rpm), sendo retiradas aliquotas a cada hora,
durante cinco horas e diluicgdes seriadas foram plaqueadas
em triplicata sobre LB-dgar para contabilizacdo no dia
seguinte.

A comparacdo das curvas exibidas pelas linhagens
apresentou algumas diferencas no crescimento.
Determinagdo da Dose Letal Média (DLs,) por via oral em
Camundongos

Para determina¢do da DLsy, por via oral, as linhagens
662ST, 662STAhupA, 662STAhupB e 662STAhupAhhupB foram

cultivadas em meio LB a 37°2C durante a noite. No dia
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seguinte, 0,5 mL dessas culturas foram inoculados em 50 mL
de meio LB-glicose 1% e incubado a 37°C sob agitacédo
(150rpm) até que atingissem o titulo desejado. As células
foram sedimentadas por centrifugacdo (50009 por 5 min) e
lavadas no mesmo volume de tampdo salina-fosfato (PBS, pH
7,4). Este passo foi repetido uma segunda vez e o sedimento
ressuspendido em PBS (mesmo volume inicial). Diluicdes
seriadas foram preparadas em PBS e usadas para infectar
camundongos BALB/c fémeas com 6 a 8 semanas. As diluicdes
foram plaqueadas em meio LB-4d4gar para a determinacido da
UFC. O indéculo via oral foi feito utilizando agulha de
gavagem modelo IC800 (INSIGHT, Ribeir&do Preto-SP, Brasil).

A quantidade de bactérias inoculadas wvariou de acordo
com cada grupo, de 102 & 10° UFC/mL, sendo utilizados trés
camundongos por diluicdo. Os animais foram acompanhados por
30 dias apds a administracdo do indculo.

Os valores de DLsy por via oral em camundongos BALB/c
foram calculados pelo método “Moving Average Interpolation”
(Welkos e O'Brien, 1994).

Tabela 5 - DLsg de linhagens de S. enterica inoculadas por

via oral em camundongos BALB/c

Linhagem DLso, (CFU.mL-') Referéncia

662ST 1,5 x 10° Presente invenc&o




10

15

20

39/51

662STAhupA 3,2 x 107 Presente invencao
662STAhupB 3,5 x 10° Presente invencao
662STAhupAAhupB > 108 Presente invencdo

E importante salientar que de experimento para experimento
existe alguma variacdo nos valores de DL50, uma vez dgue
este € um experimento que envolve varias varidveis
bioldgicas.

Desafio via oral

A capacidade de desencadear resposta imune contra S.
enterica foi testada em dois momentos: No primeiro, os
animais foram imunizados com uma uUnica dose de S. enterica
e desafiados 28 dias apdés a mesma.

Em um segundo experimento, animais foram imunizados
oralmente com duas doses da linhagem duplo mutante nos dias
0 e 14 e desafiados com a linhagem selvagem no 30° dia apds
a segunda dose. Os experimentos posteriores de desafio
prosseguiram para a linhagem duplo mutante, Jj& gque esta
apresentou os resultados mais promissores.

A dose (UFC) utilizada foi de 10® para a linhagem
duplo mutante, dose esta estabelecida a partir dos ensaios
prévios. Os animais foram desafiados com doses de 10’ CFU
de linhagem ST662.

Para estes experimentos foram utilizados 7 camundongos
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BALB/c fémeas com 6 a 8 semanas de idade por grupo. Os
animais foram acompanhados por 30 dias apdés o desafio e
avaliados guanto a sua sobrevivéncia.

Nas imunizacgdes duplas com 662STAhupAAhupB todos os
animais sobreviveram ao desafio com a linhagem selvagem
enquanto que o grupo com imunizacdo uUnica apresentou uma
taxa de 85% apds 30 dias de experimento. Os animais do
grupo placebo, inoculados com PBS, morreram entre o 52 e o
102 dia apds serem desafiados com as linhagens selvagens.
Algumas variac¢des na taxa de sobrevivéncia dos camundongos
com imunizacdo dose uUnica foram observadas entre diferentes
experimentos.

Como pode ser observada, a presente invencédo
possibilita o wuso de um vetor vacinal vivo para o
desenvolvimento de wvacinas contra a salmonelose e outras
doencgas, com propriedades imunogénicas prdprias, Jjad que as
linhagens atenuadas desenvolvidas podem ser empregadas na
entrega de antigenos heterdlogos ao sistema imune do
hospedeiro.

Adicionalmente, a presente invencdo possibilita a
utilizag¢do como vacina viva para induzir protecdo contra
salmonelose; um potencial uso como vetor vacinal
multifatorial, ou seja, as linhagens atenuadas podem

expressar antigenos de outras doencas; alem da utilizacgédo
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BALB/c fémeas com 6 a 8 semanas de idade por grupo. Os

animais foram acompanhados por 30 dias apdés o desafio e
avaliados quanto a sua sobrevivéncia.

Nas imunizac¢des duplas com 662STAhupAAhupB todos os
animais sobreviveram ao desafio com a linhagem selvagem
enquanto que o0 grupo com imunizacdo uUnica apresentou uma
taxa de 85% apdés 30 dias de experimento. Os animais do
grupo placebo, inoculados com PBS, morreram entre o 5¢ e o
102 dia apds serem desafiados com as linhagens selvagens.
Algumas variac¢des na taxa de sobrevivéncia dos camundongos
com imunizac¢do dose uUnica foram observadas entre diferentes
experimentos.

Como pode ser observada, o a presente invengdo
possibilita o uso de um vetor vacinal vivo para o
desenvolvimento de vacinas contra a salmonelose e outras
doencas, com propriedades imunogénicas prdprias, J& que as
linhagens atenuadas desenvolvidas podem ser empregadas na
entrega de antigenos heterdlogos ao sistema imune do
hospedeiro.

Adicionalmente, a presente invencdo possibilita a
utilizacdo como vacina viva para induzir prote¢do contra
salmonelose; um potencial uso como vetor vacinal
multifatorial, ou seja, as linhagens atenuadas podem

expressar antigenos de outras doencas; alem da utilizacgédo
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na terapia contra o cancer.

Salmonella enterica vem sendo utilizada como agente
bioldgico no tratamento de alguns tipos de tumores sdélidos.
Isso porque esta bactéria apresenta tropismo para massas
tumorais. O tratamento de diferentes tumores com S.
enterica tem resultado em diminuicéao ou mesmo
desaparecimento da massa tumoral. No entanto, para este
tipo de emprego, a linhagem deve ser atenuada. Assim, as
linhagens mutantes desenvolvidas da presente invencdo
apresentam o potencial de serem utilizadas na terapia de
tumores. No entanto, estudos especificos sdo necessdrios
para verificar este potencial e indicar outras modificacdes
nas linhagens de S. enterica que eventualmente sejam
necessdrias.

A linhagem duplo mutante (662STAhupAAhupB) ainda
apresenta a vantagem adicional de menor probabilidade de
reversdo da atenuacdo para os niveis de patogenicidade da
linhagem selvagem, ja& que dois genes foram nocauteados.
Essa vantagem ndo estd presente em linhagens com mutacgéo
unica, j& que a reaquisicdo do gene perdido poderia
recuperar a viruléncia total da linhagem.

A presente invencdo tem utilizacdo como vacina viva
para induzir protecdo contra salmonelose ou como potencial

uso como vetor vacinal multifatorial, ou seja, as linhagens
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atenuadas podem expressar antigenos de outros patdgenos.

Adicionalmente a presente invencdo pode ser utilizada
na terapia contra o céncer. Salmonella enterica vem sendo
utilizada como agente bioldgico no tratamento de alguns
tipos de tumores sdélidos. 1Isso porque esta bactéria
apresenta tropismo para massas tumorais. O tratamento de
diferentes tumores com S. enterica tem resultado em
diminuig¢do ou mesmo desaparecimento da massa tumoral. No
entanto, para este tipo de emprego, a linhagem deve ser
atenuada. Assim, as linhagens mutantes desenvolvidas da
presente invencéao apresentam o potencial de serem
utilizadas na terapia de tumores.

Assim, embora tenham sido mostradas apenas algumas
modalidades da presente invencdo, serd entendido que varias
omissdes, substitui¢cbes e alteracBes mno processo de
construcdo da linhagem atenuada de Salmonella enterica
podem ser feitas por um técnico versado no assunto, sem se
afastar do espirito e escopo da presente invencgdo.

E expressamente previsto que todas as combinac¢des dos
elementos que desempenham a mesma funcdo substancialmente
da mesma forma para alcancar os mesmos resultados estdo
dentro do escopo da invencdo. Substituig¢des de elementos de
uma modalidade descrita para outro sdo também totalmente

pretendidos e contemplados.
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Também & preciso entender que os desenhos ndo estdo
necessariamente em escala, mas gque eles s3o apenas de
natureza conceitual. A intencdo é, portanto, ser limitada,
tal como indicado pelo escopo das reivindicac¢des anexas.
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REINVIDICAGOES

1. Processo de construcdo de linhagem atenuada mutante
de uma bactéria patogénica caracterizado pelo fato de que
compreendem asAseguintes etapas:

a) expressdo das proteinas Gam, Bet e Exo do
bacteriéfago A presentes no plasmideo pKD46, promovendo a
recombinacdo de fragmentos lineares no DNA alvo;

b) troca alélica do gene <codificador de HU pelo
cassete de recombinacdo compreendendo um gene acessdrio; e

¢) eliminacdo do gene acessdério presente no cassete de
recombinacdo.

2. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que a bactéria patogénica é
selecionado do grupo compreendido por Enterobacteriaceae,
Vibrionaceae, Francisellaceae, Legionallales,
Pseudomonadacea ou Pasteurellaceae, incluindo os géneros
Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia spp., Yersinia
spp., e Vibrio spp

3. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 2,

caracterizado pelo fato de que a bactéria patogénica ainda

ser escolhida dentre Salmonella sSpp., Shigella spp..
Escherichia spp., Yersinia spp., € Vibrio spp.
4. . Processo, de acordo com a reivindicag¢do 3,

caracterizada pelo fato de que a bactéria patogénica &
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preferencialmente a bactéria S. enterica sorovar
Typhimurium (ST662).

5. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o gene codificador de HU é
uma sequéncia de DNA que apresenta homologia de pelo menos
80% com pelo menos uma sequéncia escolhida dentre hupA ou
hupB.

6. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o cassete de recombinacdo
compreende pelo menos uma sequéncia capaz de silenciar pelo
menos um gene codificador de HU em uma bactéria patogénica.

7. Processo, de acordo <com a reivindicagdo 6,
caracterizado pelo fato de que o cassete de recombinacdo é
composto por iniciadores.

8. Processo, de acordo <com a reivindicagdo 7,
caracterizado pelo fato de que os referidos iniciadores
possuem 2 (duas) partes continuas, sendo a primeira uma
sequéncia de aproximadamente 40 bases homélogas ao gene
alvo e a segunda aproximadamente 20 bases homdélogas a uma
regido presente nos plasmideos a serem utilizados.

9. Processo, de acordo com a reivindicacgéo 8,
caracterizado pelo fato de que as regides de homologia com
o0 gene codificador de HU foram selecionadas a partir da

sequéncia do banco de dados do projeto Genoma S. enterica
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23. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1 a 21,
caracterizado pelo fato de que ainda apresenta uma menor
probabilidade de reversdo total da atenuacdo.

24 . Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o iniciador é composto por
uma sequéncia homéloga a um gene codificador de HU.

25. Vetor vacinal caracterizado pelo fato de que o
possui pelo menos um gene codificador de HU nocauteado e é
capaz de estimular uma resposta imune contra uma infeccdo
por uma bactéria patogénica.

26. Vetor vacinal, de acordo com a reivindicacdo 26,
caracterizado pelo fato da resposta imune ser humoral e/ou
celular.

27. Vetor vacinal, de acordo com a reivindicacgdo 25,
caracterizado pelo fato de que carrega antigenos,
constituindo de linhagens vacinais multifatoriais.

28. Vacina conforme definida pelas reivindicagbes 1 a
27 caracterizada pelo fato de que compreender uma linhagem
atenuada mutante de uma bactéria patogénica, onde a
atenuacdo corresponde a delecdo de um ou ambos 0Os genes
codificadores de HU.

29. vVacina, de acordo <com a reivindicacdo 28,

caracterizada pelo fato de que a bactéria patogénica ¢é
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selecionada do grupo gque compreende Enterobacteriaceae,

Vibrionaceae, Francisellaceae, Legionallales,
Pseudomonadacea, Pasteurellaceae e combinacdes dos mesmos.

30. Vacina, de acordo com as reivindicacdes 28 e 29,
caracterizada pelo fato de que a Dbactéria patogénica é
selecionada dentre Salmonella sSpp., Shigella sSpp -,
Escherichia spp., Yersinia spp., Vibrio spp e combinacdes
das mesmas.

31. vVacina, de acordo com a reivindicacdo 30,
caracterizada pelo fato de que a bactéria patogénica é
preferencialmente S. enterica, sorovar Typhimurium (662ST).

32. Vacina, de acordo com a reivindicacdo 28,
caracterizada pelo fato de gue o gene codificador de HU é
uma sequéncia gendmica que apresente homologia de pelo
menos 80% com pelo menos uma sequéncia escolhida dentre
hupA ou hupB.

33. Uso da vacina conforme definido pelas
reivindicacgdes 28 a 32 caracterizado pelo fato de que é
para induzir protecdo contra doencas bacterianas.

34. Uso, de acordo com a reivindicacgédo 33,
caracterizado pelo fato de que a referida doenca bacteriana
é preferencialmente salmonelose.

35. Uso da vacina conforme definido pelas

reivindicac¢ldes 28 a 32 caracterizado pelo fato de ser como
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um potencial uso como vetor vacinal multifatorial
expressando antigenos de outras doencas.

36. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o duplo mutante AhupAAhupB
com os primers hupBDT compreende a SEQ ID No. 1

37. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que o duplo mutante AhupAAhupB
sequenciado com primer hupADT2f compreende a SEQ ID No. 2.

38. Processo, de acordo com a reivindicag¢do 1,
caracterizado pelo fato de gue o duplo mutante AhupAAhupB

sequenciado com o primer hupADT2r compreende a SEQ ID No.
3.

39. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia dos iniciadores

externos aos genes hupA e hupB compreende as SEQ ID Nos 4,
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Resumo da Patente de Invengdo paras: ”“PROCESSO DE CONSTRUCKO
DE LINHAGEM ATENUADA MUTANTE DE UMA BACTERIA PATOGENICA,
VACINA, VETOR VACINAL E USO DA REFERIDA VACINA”.

A presente invencdo revela uma nova alternativa para a
prevencdo de salmonelose, a partir de mutantes capazes de
promover imunizacdo do hospedeiro. Em especial tais
mutantes sdo nulos para os genes hupA e/ou hupB de HU e
foram testados quanto a atenuacdo da viruléncia e
capacidade de desencadear resposta imune efetiva e
protetora contra a salmonelose, em especial a salmonelose
murina, gerando resultados promissores. Adicionalmente, a
presente invencdo € destinada a um processo de producdo
desta linhagem atenuada, capaz de promover imunizacdo, a
vetores vacinais e vacinas para o tratamento de salmonelose
e a seu uso no combate a tal infeccdo e possivelmente
outras doencgas, quando se tratando de vetores

multifatoriais.
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