Camila Henrigue Pinto

Modelos in vitro e in vivo e anticorpos recombinantes para o
estudo da toxina termolabil produzida por Escherichia coli
enterotoxigénica

Tese apresentada ao Programa de
Pés-graduacédo Ciéncias - Toxinologia do
Instituto Butantan, para obtencéo do titulo
de Doutor em Ciéncias.

Verséo corrigida.

Sao Paulo
2022



Camila Henrique Pinto

Modelos in vitro e in vivo e anticorpos recombinantes para o es-
tudo da toxina termol&bil produzida por Escherichia coli
enterotoxigénica

Tese apresentada ao Programa de
Pos-graduacédo Ciéncias - Toxinologia do
Instituto Butantan, para obtencé&o do titulo
de Doutor em Ciéncias.

Orientadora: Dra. Roxane Maria Fontes
Piazza

Versao corrigida.

Sao Paulo
2022



Versao corrigida

Este exemplar foi revisado e alterado em relacdo a versao original sob responsabilidade
Unica do autor e com a anuéncia de seu orientador.

Sao Paulo, 27 de abril de 2022.

’

/4

Camila Henrique Pinto

—

—————

'

Roxane Maria Fontes Piazza

Cataloegacao na Publicacao
Instituto Butantan
Dados inseridos pelo(a) aluno{a)

Pinto, Camila Henrique

Modelos in vitro e in vive e anticorpos recombinantes para o estudo da toxina
termalébil produzida por Escherichia coll enterotoxigénica / Camila Henrigue Pinto ;
orientador{a) Roxane Maria Fontes Piazza - Sao Paulo, 2022,

103 p. il

lese (Doutorado) - Instituto Butantan, Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
(PPGTox) = Toxinelogia, Linha de pesquisa: Toxinas microbianas,
Versao corrigida final

1, Diarreia 2, Escherichia coli enteratoxigénica, 3, Toxina termolabil, 4, Toxinas
bacterianas |, Piazza, Roxane Maria Fontes | ||, Escola Superior do Institute Butantan,

[Il, Programa de Pés-Graduacgio em Ciéncias (PPGTox) - Toxinelogia, IV, Titulo,

CDOD 8159

Ficha catalegrafica elaborada pela equipe da Biblicteca do Instituto Butantan



POS - GRADUACAO
TOXINOLOGIA

INSTITUTO BUTANTAN

AUTORIZACAO PARA REPRODUCAO DE TRABALHO

Eu, Camila Henrique Pinto, aluna de doutorado do Programa de PoOs-graduacao Ciéncias-
Toxinologia do Instituto Butantan, autorizo a divulgacdo de minha dissertacao/tese por midia
impressa eletrénica ou qualquer outra, imediatamente ou somente apos defesa e publicacao
de trabalho em revista cientifica, assim como reproducéo parcial ou total desta dissertacéo
apos publicagéo, para fins académicos desde que citada a fonte.

Prazo de liberacdo da divulgagéo da dissertagcdo/tese apés a data da defesa:
() Imediato
( X) 06 meses

() 12 meses

Sao Paulo, 25de margo de 2022

aluno(a)
="/ rn ~”7‘)
CX L= 2 ’K %
)e
DTS- Tt o] o [0 PP

Orientador



POS - GRADUACAO
TOXINOLOGIA

INSTITUTO BUTANTAN

POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS-TOXINOLOGIA
INSTITUTO BUTANTAN

RESULTADO DA DEFESA DE DISSERTACAO

DOUTORADO

NOME DO ALUNO(A): Camila Henrigue Pinto

DATA DO EXAME: 25/03/2022

BANCA EXAMINADORA: Prof@s. Dras.

NOME Assinatura Aprovada Reprovada
Roxane Maria Fontes Piazza ' (X) {7:7)
(Presidente)
p———

Claudia Trigo Pedroso de Moraes (X) {::)
Femanda Fana (X) %)
Katia da Concei¢do s (X) )
Juliana Falcio Rodrigues ediBac: 7 (X) {3

DECISAO FINAL: APROVADO(A) ( X ) REPROVADO(A) ( )

Av. Vital Brasil, 1500
Séo Paulo, 05503-900
TellFax: (11) 2627-9767
cpgibu@butantan.gov.br



l Comissio de Etica no
I l) butantan Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Toxinas termolabil (LT) e termoestavel (ST) produzidas por Escherichia coli
enterotoxigénica: padronizacdo de um novo modelo in vive (Zebrafish) para avaliagao do potencial neutralizante de anticorpos®,
protocolada sob o CEUA n2 8592060918 (b vo1425), 50b a responsabilidade de Roxane Maria Fontes Piazza ¢ eguipe; Camila
Henrigue Pinto - que envolve a produgao, manutencao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
{exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de & de outubro de
2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB) na
reunido de 17/10/2018.

We certify that the proposal "Heat-labile (LT) and heat-stable (ST) toxins produced by enterctoxigenic Escherichia coli:
standardization of a new in vivo model {Zebrafish) for the evaluation of antibodies with potential neutralizing activity.”, utilizing
500 Fishes (males and females), protocol number CEUA B592060918 o oor435, under the responsibility of Roxane Maria Fontes
Plazza and team; Camila Henrigue Pinto - which involves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata {except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.7%4 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Butantan Institute
[CEUAIB) in the meeting of 10/17/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 10/2018 a 09/2019 Area: Bacteriologia
Origem: LETA - Plataforma Zebrafish

Espécie: Peixes sexo: Machos e Fémeas idade: 16 a 18 horas N: 500
Linhagem: Danio rerio (zebrafish) Peso: lalg

Local do experimento: Sera realizado no LETA

Sao Paulo, 20 de janeiro de 2020

.
’ Ld
%’hul ||:I,.B_l,*-_4'l_]!};‘u| d i}xg‘,uq
Maria Leonor Sarno de Oliveira Mancy Oguiura
Coordenador da Comissio de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Instituto Butantan Instituto Butantan

A, Wital Brasil, 1300 - Butantd 03503-200 580 Paulo, 5F - tel: 53411) 3723-2132 - ramal 2132
Hordrio de atendimentn: 2 © 206 9 das 090 &s 11h e das 14h &s 15h30 : e-mail: ceuabsftarantan.gov.br
CELA N 8592060918



A minha familia por todo o apoio, amor e carinho. Amo muito Vocés.
Obrigada!



AGRADECIMENTOS

A minha querida orientadora Dra. Roxane Maria Fontes Piazza, pela oportunidade em
ser sua aluna, compartilhando um pouco de seu conhecimento e vivéncia cientifica
comigo. Agradeco imensamente o aprendizado, a amizade e convivéncia maravilhosa,
bem como os amigos que me foram proporcionados nestes sete anos em seu labora-
tério, quatro deles neste trabalho. Obrigada sempre pelo carinho, compreensao e por

propiciar um ambiente de pesquisa tao rico, colaborativo e prazeroso.

A minha amiga do corac&o e grande colaboradora, a pesquisadora Dra. Daniela Luz.
Por partilhar um pouco do seu conhecimento, de forma tdo humilde e parceira. Obri-
gada pelo apoio técnico, cientifico e emocional, principalmente nas ultimas semanas
de dezembro, que foram extremamente cansativas; obrigada pelas risadas, conversas

e apoio. Amo vocé minha amiga e colaboradora.

A Dra. Elizabeth B. Norton e ao Dr. John Clements do Departamento de Microbiologia
e Imunologia, da Universidade de Tulane, New Orleans, Louisiana, Estados Unidos
da América, por gentilmente ceder a toxina termolabil, essencial para o desenvolvi-

mento deste trabalho.

Aos colaboradores do Laboratério de Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan, da
Plataforma Zebrafish, em especial a Dra. Monica Lopes Ferreira; Dra. Maria Alice Pi-
mentel Falcao e Me. Adolfo Luis Almeida Maleski pela colaboracdo nos experimentos

com zebrafish, conversas e todo aprendizado cientifico.

As colaboradoras Dra. Sandra Coccuzzo Sampaio e Dra. Luciana Pimenta do Labo-
ratério de Fisiopatologia do Instituto Butantan, pelo apoio técnico e cientifico nos en-

saios in vitro.

Ao técnico Alexsander Seixas de Souza, do Laboratorio de Biologia Celular do Instituto

Butantan, pelo auxilio técnico com a microscopia confocal.



Aos meus amigos de laboratorio e da vida, Juliana Yassuda, Miriam Aparecida, Jés-
sika Cristina, Izabella Henrique, Raissa, Gabriel, Daniela Luz, Thais Mitsunari e Dani-
elle Munhoz pela amizade, risadas e colaborac¢des. Obrigada por proporcionarem um
ambiente de trabalho tdo agradavel e rico cientificamente, € sempre um prazer traba-

Ihar e colaborar com vocés.

As minhas queridas amigas, Dra. Thais Mitsunari, Dra. Danielle Munhoz e Dra. Dani-
ela Luz pela amizade, desabafos, parcerias, risadas, auxilio intelectual e for¢ca durante
todo o doutorado. Pois sem o apoio de vocés, tudo seria bem mais dificil. Muito obri-

gada batatistas, amo vocés.

A minha familia, por todo apoio e amor, vocés sdo a minha base. Um agradecimento
especial a minha mae, por me confortar em varios momentos dificeis durante esse

periodo, sempre com muito amor e otimismo.

Ao meu irm&o Fernando Henrique e minha cunhada e amiga Thamiris Amorim, pelos
inlmeros momentos de apoio, carinho e amor durante todo o decorrer do doutorado.

Amo vocés!

Ao meu companheiro, Luis Felipe Loureiro. Por me apoiar tanto neste ultimo
ano...apoio emocional, técnico, dentre muitos outros. Vocé é um parceiro maravilhoso,
sem 0 seu apoio e amor neste Ultimo ano, tudo seria muito mais dificil! Muito obrigada

meu amor, te amo 3.000.

Aos funcionarios do laboratério de Bacteriologia: Josiane, Suzi e Dirce pelo grande

apoio técnico durante o desenvolvimento deste trabalho.

Aos demais alunos e pesquisadores do laboratorio de Bacteriologia, que de alguma

forma contribuiram para o desenvolvimento deste trabalho.

As secretarias da Pos-graduacédo em Ciéncias - Toxinologia, Débora Gomes Ferreira,
Rosana Coelho e Andréa Paziano dos Santos pela grande eficiéncia e apoio durante
o doutorado. A Esib e ao Instituto Butantan por todo apoio.



Este trabalho foi realizado no Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan, Sao
Paulo, Brasil, com o auxilio financeiro da Fundag¢do de Amparo a Pesquisa do Estau.
de Sao Paulo, FAPESP 2017/25406-0; 2018/13895-0 e Bolsa de Doutorado FAPESP
2017/17213-8. E auxilio financeiro da Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal

de Nivel Superior — Brasil (CAPES) - Cdadigo de financiamento 001.



“O sucesso nasce do querer, da determinagédo e persisténcia em

se chegar a um objetivo. Mesmo néo atingindo o alvo, quem

busca e vence obstaculos, no minimo fara coisas admiraveis."
(José de Alencar)



RESUMO

PINTO, Camila Henrique. Modelos in vitro e in vivo e anticorpos recombinantes
para o estudo da toxina termolabil produzida por Escherichia coli enterotoxigé-
nica. 2022. 103 p. Tese (Doutorado em Ciéncias - Toxinologia) — Instituto Butantan,
Séo Paulo, 2022.

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), € um dos principais patotipos bacterianos
causadores de diarreia, afetando principalmente criancas menores de cinco anos e
viajantes em areas onde esse patdgeno é endémico. A toxina termolabil do tipo | (LT-
I) € um dos principais fatores de viruléncia deste patotipo e esta associada a diarreia
em humanos; é também descrita como potente adjuvante de mucosa e sistémico. O
diagnéstico precoce, a abordagem terapéutica e os modelos experimentais sdo im-
portantes aspectos que merecem atencao em relacdo a diarreia causada por ETEC.
Diferentes modelos in vitro e in vivo ja foram descritos, no entanto, seu uso nem sem-
pre permite a triagem de biomoléculas e estudos mais sistémicos com a toxina LT.
Além disso, a geracao de anticorpos especificos e de alta afinidade para uso no diag-
néstico e terapia sdo de grande importancia. Assim, o presente trabalho propés esta-
belecer estratégias para geracdo de fragmentos de anticorpos do tipo scFv e Fab;
bem como avaliar e validar as células Caco-2 e o zebrafish como modelos para estu-
dos da LT-I. As células Caco-2 foram utilizadas na 622 passagem e em diferentes
densidades de célula por poco da microplaca de cultivo. A internalizacéo da LT-I con-
jugada ao FITC foi visualizada com 3x10* células Caco-2, tanto associada a mem-
brana celular, quanto ao ndcleo, evidenciando seu transporte retrégrado e validando
0 uso deste modelo. Em zebrafish, pelo teste de sensibilidade em embrides, foi obser-
vada sensibilidade dos embrides frente a diferentes concentracfes de LT-I e fenotipos
de malformacdes, principalmente na regido pericardica e no vitelo. Por via sistémica,
a migracao da LT-I foi observada na regido cardiaca, vitelo e intestino, sugerindo que
os fenotipos observados de edema cardiaco (100%), auséncia de bexiga natatoria
(100%), edema de vitelo (80%), além de retardo no crescimento nas larvas, tenham
sido ocasionados pela toxina. Nenhum desses efeitos foi encontrado no grupo controle
de animais. Houve também diminuicdo dos batimentos cardiacos durante a cinética
de sobrevivéncia, mostrando o efeito cardiotoxico da LT-I. Em testes por técnica de
ELISA o scFv-LT obtido no presente estudo mostrou-se reativo contra a toxina LT
purificada, reconheceu as cepas produtoras de LT-I e ndo reconheceu cepas nao pro-
dutoras da toxina. Para o Fab-LT foi estabelecida a biblioteca sintética, mas ndo foram
gerados clones reativos contra a toxina LT-I. Assim, podemos afirmar que os modelos
in vitro e in vivo utilizados permitiram-nos validar e demonstrar caracteristicas até en-
tdo ndo exploradas da LT-I na sua relacdo com o hospedeiro. A geracéo do scFv-LT
nos permitira utilizar anticorpos recombinantes no diagnostico de ETEC sem depender
da imunizacdo de animais.

Palavras-chave: Diarreia. Escherichia coli enterotoxigénica. Toxina termolabil. Toxi-
nas bacterianas.



ABSTRACT

PINTO, Camila Henrique. In vitro and in vivo models and recombinant antibodies
for the study of heat-labile toxin produced by Enterotoxigenic Escherichia coli.
2022. 103 p. Doctoral dissertation ( Doctorate degree in Sciences - Toxinology) —
Butantan Institute, Sdo Paulo, 2022.

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is one of the main bacterial pathotypes in-
volved in diarrhea, mainly affecting children under 5 years old and travelers to areas
where this pathogen is endemic. Heat-labile type I toxin (LT-I), one of the main viru-
lence factors of this pathotype, is associated with diarrhea in humans and is described
as a potent mucosal and systemic immune adjuvant. Early diagnosis, therapeutic ap-
proaches, and in vitro and in vivo models are the main concerns in diarrhea caused by
ETEC. Different in vitro and in vivo models have already been described, however, its
use does not always allow screening of biomolecules and more systemic studies with
the LT toxin. In addition, the generation of specific and high-affinity recombinant anti-
bodies for diagnosis and therapy are of great importance. Thus, the present work
aimed to establish strategies for the generation of recombinant antibodies such as
scFv and Fab and evaluate and validate Caco-2 cells and zebrafish as models for
studies with LT-l. Caco-2 cells were seeded in the 62" passage and at different cells
density per microplate well. The internalization of LT-I conjugated to FITC was visual-
ized in Caco-2 cells at a density of 3x10* cells per well, both associated with the cell
membrane and with the nucleus, thus demonstrating its retrograde transport and vali-
dating the use of this model. In a zebrafish, the fish embryo test revealed the sensitivity
of embryos to different concentrations of LT-I, as well as evident malformation pheno-
types, mainly in the pericardial and yolk region. Systemically, migration of the FITC-
labeled toxin was observed in the cardiac region, yolk, and intestine, suggesting the
observed phenotypes of cardiac edema (100%), absence of swim bladder (100%), yolk
edema (80%), in addition to growth delay in larvae, were caused by the toxin. None of
these phenotypes were observed in the control group of animals. There was also a
decrease in heart rate during the larvae' survival kinetics, showing the cardiotoxic effect
of LT-I. In ELISA assays the scFv-LT obtained in the present study was reactive
against the purified antigen as well to LT-I producing strains supernatant, but not to
LT-I-non-producing strains. For the Fab-LT, a synthetic library was constructed, but no
LT-I-reactive clones were generated. Therefore, herein we established in vitro and in
vivo models that allowed us to validate and demonstrate unknown characteristics of
the LT-I concerning its relationship with the host. Moreover, the generation of scFv-LT
will allows us to employ recombinant antibodies for ETEC diagnosis avoiding animals
immunization.

Keywords: Diarrhea. Enterotoxigenic Escherichia coli. Heat-labile toxin. Bacterial tox-
ins.
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INTRODUCAO

1.1 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) € um bacilo gram negativo facultativo, da familia Ente-
robacteriaceae, que faz parte da microbiota intestinal natural do intestino de humanos
e de diversas outras espécies de animais, e ha sua grande maioria é considerado
inofensivo para humanos (JESSER; LEVI, 2020; CROXEN et al., 2013), fundamentais
para manutencdo da fisiologia gastrointestinal de um individuo saudavel (JESSER,;
LEVI, 2020; YANG et al., 2017; CROXEN et al., 2013).

Embora seja um membro benigno da microbiota intestinal comensal, tais bac-
térias possuem uma grande habilidade de adaptacdo extraintestinal, o que aliada a
sua plasticidade genémica favorece a aquisi¢cao de diversos elementos genéticos mo-
veis, tais como plasmideos contendo genes de resisténcia e DNA exdgeno. (JESSER,;
LEVI, 2020; MARTINEZ; TRABULSI, 2008). Estes fatores de viruléncia adquiridos
permitem com que cepas de E. coli causem diferentes doencas intraintestinais, como
a diarreia, ocasionada por cepas de E. coli diarreiogénicas (DEC), ou extraintestinais
(EXPEC). As cepas de E. coli diarreiogénicas sdo agrupadas de acordo com seus
mecanismos de viruléncia especificos, sindromes clinicas que causam 0s aspectos
epidemioldgicos e os tipos de interacdo com linhagens celulares in vitro, denominados
como patotipos (JESSER; LEVI, 2020; VILLAMIL; NAVARRO-GARCIA, 2015; KAPER
et al., 2004). Embora essa categorizacdo seja imperfeita, pois as cepas dentro de cada
alguns desses patotipos sdo geneticamente heterogéneas e desafiaram definicdes
moleculares de patogenicidade (SERVIN, 2014; RASKO et al., 2008), ela é extrema-
mente importante para entender as diferencas na patogenicidade, diagnosticar e tratar
eficazmente, bem como projetar vacinas especificas (JESSER; LEVI, 2020).

Deste modo, os patotipos de DEC incluem a E. coli enteroagregativa (EAEC),
E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli difusamente aderente (DAEC); E. coli produtora
da toxina de Shiga [(STEC e seu subgrupo E. coli enterohemorragica (EHEC)], E. coli
enteropatogénica (EPEC) e a E. coli enterotoxigénica (ETEC), foco deste trabalho
(JESSER; LEVI, 2020; VILLAMIL; NAVARRO-GARCIA, 2015; KAPER et al., 2004;
NATARO; MOBLEY, 1998).
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1.2 Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

ETEC é um dos principais patotipos bacterianos causadores de diarreia, afe-
tando principalmente criangcas menores de 5 anos em paises em desenvolvimento,
pessoas em transito em areas onde esse patdégeno é endémico, bem como animais
neonatais e pés-desmame (FLECKENSTEIN; KUHLMANN, 2020; DUAN et al., 2019).
A infeccao intestinal por este patotipo é geralmente adquirida de forma indireta pela
via fecal-oral, pela ingestéo de alimentos e 4gua contaminada, levando a um quadro
de diarreia, que pode variar entre aquosa autolimitada a diarreia do tipo colérica desi-
dratante, sem sangue ou muco (SCHUETZ, 2019; DUAN et al., 2019).

Este patotipo também é considerado o principal causador da chamada “diarreia
do viajante”, uma infecgdo gastrointestinal associada a visitantes em transito por pai-
ses onde este patdgeno ocorre de maneira endémica, principalmente para destinos
tropicais ou subtropicais (JESSER; LEVI, 2020; FEDOR; BOJANOWSKI; KORZE-
NIEWSKI, 2019). Em estudos realizados entre 2010 e 2016, ETEC foi o0 patdgeno mais
comumente identificado nos casos de diarreia do viajante em visitantes da América
Latina (42%) e Asia (28%) (FLECKENSTEIN; KUHLMANN, 2020; JIANG; DUPONT,
2017). Outros dados publicados em 2016 mostram ETEC em 20% das amostras cli-
nicas de 382 viajantes sintomaticos e assintomaticos, o que evidencia sua persisténcia
como patégeno associado ao acometimento de viajantes (LAAVERI et al., 2016).

Diversos fatores de risco estdo associados a um aumento na taxa de diarreia
do viajante, principalmente os relacionados ao nivel de higiene dos paises de origem
e destino; exposicdo anterior ao patégeno (sugerindo suscetibilidade aumentada); fa-
tores genéticos, dentre outros (MIRHOSEINI; AMANI; NAZARIAN, 2018; BAUCHE;
DUPONT, 2011).

No Brasil, de acordo com o dados do Ministério da Saude, atualizados em ja-
neiro de 2022, ocorrem anualmente, mais de 4 milhdes de casos de doencas diarrei-
cas agudas e mais de 4 mil 6bitos, registrados por meio da vigilancia epidemioldgica
e pelo Sistema de Informacéo sobre Mortalidade. No entanto, os dados epidemiologi-
cos referentes as DECs, incluindo-se ETEC, séo limitados, sugerindo a subnotificacéo
dos casos e/ou um déficit no diagndstico de casos diarreicos ocasionados por ETEC.

Na literatura, foram relatadas cepas de ETEC isoladas de casos diarreicos nas
cidades de Salvador (BUERIS et al., 2007), Teresina (NUNES et al., 2011), Jodo Pes-
soa (MORENO et al., 2010) e Porto Velho (ORLANDI et al., 2006), sendo identificadas
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em, respectivamente: 3,7%; 9,2%; 10% e 4,4% desses casos diarreicos. Em outro
estudo, com 253 criancas de comunidades quilombolas no Espirito Santo, das 1.943
E. coli isoladas e categorizadas em diferentes patotipos, 2,3% delas foram associadas
a diarreia por ETEC (LOZER et al., 2013). ETEC também foi identificada nos estudos
de Lima e colaboradores (2019) como um dos enteropatdgenos responsaveis pela
diarreia infantil de seis cidades de quatro estados do semiarido brasileiro, sendo eles:
Paraiba, Ceara, Pernambuco e Piaui.

A diarreia observada na infecg&o intestinal por ETEC manifesta-se cerca de 2-
3 dias apds a aquisicdo do organismo como diarreia tipo secretoria, iniciada por eva-
cuacdes liquidas que variam de diarreia leve a grave, ausentes de sangue, e podem
ocasionar nauseas e vomitos no individuo. Tais manifestagfes clinicas podem ocasi-
onar a desidratacao severa do individuo, causada pela perda de fluidos e eletrélitos
nas fezes (VILLAMIL; NAVARRO-GARCIA, 2015).

De um modo geral, o tratamento da diarreia, de acordo com as recomendacdes
da Organizacao Mundial de Saude (OMS) baseia-se na reposicéo de agua e eletrolitos
por gotejamento intravenoso e/ou solugéo de reidratacao oral, realizada pela ingestao
de sais de reidratacdo oral (SRO), composta de glicose, cloreto de sodio e citrato de
sédio (WHO, 2017). A SRO é absorvida no intestino delgado e repbe a agua e o0s
eletrdlitos perdidos nas fezes. Além disso, um tratamento suplementar de 10 a 14 dias
com comprimidos dispersiveis de 20 mg de zinco tem sido recomendado, por reduzir
a duracao dos episédios de diarreia em 25%, bem como estdo associados a uma
reducado de 30% no volume das fezes (WHO, 2017).

Em relacdo a patogenicidade de ETEC, ela € iniciada pela sua aderéncia a
mucosa intestinal, facilitada pela expresséo de estruturas fimbriais, conhecidas como
fatores de colonizacao (CFs), que tém como alvo os receptores presentes nas células
epiteliais na superficie do limen intestinal (GHANY et al., 2021; SVENNERHOLM,;
LUNDGREN, 2012; ISIDEAN et al., 2011). Atualmente, mais 25 CFs foram identifica-
dos, dos quais o antigeno do fator de colonizacéo | (CFA/I) e o antigeno de superficie
coli (CS1-CS6) séo os principais, onde algumas estirpes de ETEC coexpressam CS4
e CS3 ou CS2 e CS3; e outros podem expressar CS4 e CS6 ou CS5 e CS6 (GHANY
etal., 2021; SVENNERHOLM; LUNDGREN, 2012). De acordo com alguns estudos de
prevaléncia de ETEC, cerca de 50-80% dos isolados clinicos de ETEC expressam um

CF conhecido e muito provavelmente este numero aumente em decorréncia da
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identificacdo de novos CFs (GHANY et al.,, 2021; FLECKENSTEIN; KUHLMANN,
2020; SVENNERHOLM; LUNDGREN, 2012).

Além disso, estudos recentes demonstram que o CFA/I carrega pelo menos
dois locus de viruléncia adicionais, o gene eatA que codifica EatA (PATEL et al., 2004),
uma serino-protease autotransportadora, da familia Enterobacteriaceae (SPATE), e o
locus etpBAC que codifica EtpA (uma adesina extracelular), EtpB (uma proteina de
transporte de membrana externa do dominio) e a glicosiltransferase EtpC (FLEC-
KENSTEIN; FISCHER; BURKITT, 2006). Dados recentes sugerem que EatA pode au-
mentar o acesso de ETEC as células intestinais por degradar a principal mucina
(MUC2) secretada pelas células caliciformes intestinais (KUMAR et al., 2014); além
de também degradar o EtpA, prevenindo potencialmente o acimulo da adesina e ace-
lerando a entrega da toxina termolabil (LT) produzida por ETEC (DUAN et al., 2019;
ROY et al., 2011).

Assim, a interacdo coordenada desse conjunto de fatores de viruléncia de
ETEC conduz as interacfes patdgeno-hospedeiro necessarias para sua adesédo ao
epitélio intestinal. Cabe ressaltar que embora as moléculas de viruléncia especificas
de ETEC atualmente descritas sejam codificadas em plasmideos, diversos estudos
de patogenicidade evidenciam a atuacdo em conjunto com caracteristicas codificadas
cromossomicamente e altamente conservadas dos genomas de E. coli. (FLECKENS-
TEIN; KUHLMANN, 2020; SHEIKH et al., 2017; LUO et al., 2014; SHEIKH et al., 2014;
KANSAL et al.,2013; HARRIS et al., 2011).

Desde modo, a interacéo eficaz ETEC-hospedeiro € um pré-requisito essencial
para a liberacdo e consequente acdo de suas potentes enterotoxinas: a termoestavel
(ST) e termolabil (LT), foco deste trabalho. Estas duas toxinas se destacam como
principais fatores de viruléncia de ETEC, ao qual as cepas podem produzir isolada-
mente ou simultaneamente os dois tipos de enterotoxinas, que diferem em estrutura
e mecanismo de acdo (FLECKENSTEIN; KUHLMANN, 2019; DUAN et al., 2019;
MUNSON, 2013).
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1.2.1 Toxina termolabil (LT)

A LT é uma enterotoxina oligomérica de 86 kDa com estrutura do tipo ABs,
codificada no operon eltAB presente no plasmideo Ent. Essa toxina € composta por
uma subunidade A (28 kDa) formada por dois dominios (Al e A2) ligados por uma
ponte dissulfeto, sendo Al enzimaticamente ativa e A2 servindo como suporte, ligada
nao covalentemente a subunidade B pentamérica de 58 kDa (Figura 1) (DUAN et al.,
2019; MIRHOSEINI; AMANI; NAZARIAN, 2018; VILLAMIL; NAVARRO-GARCIA,
2015; MUSON, 2013; OCHI et al., 2009). LT é sensivel ao aguecimento, perdendo
sua atividade quando incubada a 70 °C por 10 minutos (GILL et al.,1981).

Figura 1 - Estrutura da toxina LT-1 de ETEC.
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Adaptado de: FAN et al., 2004.

A estrutura da toxina LT-I possui 86 kDa e uma estrutura do tipo ABs, formada por uma subu-
nidade A, de 28 kDa composta pelos dominios Al (por¢éo ativa da toxina) e A2. Esta subuni-
dade A € ligada a uma subunidade B pentamérica de 58 kDa. A subunidade B pentamérica
possui sitios de ligac@o aos receptores presentes no epitélio intestinal, necessérios para a sua
internalizagdo por endocitose.

A toxina LT é dividida em dois grupos, classificadas de acordo com as caracte-
risticas genéticas, bioquimicas e imunoldgicas. A toxina tipo | (LT-I) € geralmente as-
sociada a diarreia em humanos (LTh) e leitdes (LTp), e apresenta aproximadamente
82% de identidade a nivel de aminoacidos com a toxina colérica (CT) produzida por
Vibrio cholerae, compartilhando estrutura, afinidade ao receptor monossialogangliosi-
deo (GM1) em células eucaritticas e atividade enzimatica (DUAN et al., 2019; VILLA-
MIL; NAVARRO-GARCIA, 2015; SANTOS, 2014; DUBREUIL, 2013; SPANGLER,
1992). No entanto, LT e CT apresentam diferencas em relacdo ao mecanismo de
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regulacdo génica, processamento, secrecao e padrdo de resposta imunolégica que
induzem (DUAN et al., 2019; NATARO; KAPER, 1998).

Ja a LT do tipo Il (LT-II) é produzida por linhagens de ETEC isoladas de ani-
mais, produtos alimenticios e raramente de humanos (DUAN et al., 2019; DUBREUIL,
2013). Os genes que codificam para LT-Il sdo cromossomais, ja para LT-1 o operon
eltx se apresenta em plasmideo, mas também pode ser codificado por genes cromos-
somais (LASARO et al., 2008; GREEN et al. 1983). Em comparac¢do molecular, LT-II
compartilha 55 e 57% de identidade em relacdo a subunidade A de LT-1 e CT, respec-
tivamente, e baixa identidade (menor que 14%) em relacdo a subunidade B das mes-
mas (DUAN et al.,2019; PICKETT et al., 1989). ETEC também pode produzir trés va-
riantes de LT-1I: LT-lla, LTlI-b e LT-llc que foi isolada de um hospedeiro aviario (DUAN
et al., 2019; BERENSON et al., 2013; NAWAR, 2010).

As variantes da toxina LT também diferem quanto a especificidade de ligacao
ao receptor principal. A toxina LT-1 (LTh e LTp) e a toxina CT se ligam com maior
afinidade ao receptor monossialogangliosideo (GM1), em decorréncia da interacdo
com a galactose terminal e o 4cido sialico desse gangliosideo. Essas toxinas também
podem se ligar com baixa afinidade a outras glicoproteinas e gangliosideos que man-
tem a galactose na por¢ao terminal, como por exemplo o asilo-GM1, GD1b e paraglo-
bosideos (MUDRAK; KUEHN et al., 2010).

J& as variantes da toxina do tipo Il, se ligam a diferentes receptores, sendo que
LT-Ila possui afinidade para os receptores GDib, GM1, GT1ib, GQ1ib, GM2, GD1 e GMs3
(DUAN et al. 2019; SANTOS, 2014; BERENSON et al., 2013). LTIl-b possui alta afini-
dade com o receptor GD1a, N0 entanto, pode se ligar com menos afinidade aos recep-
tores: GTib, GM2, GM3, GM1b € GD1a (SANTOS, 2014; BERENSON et. al., 2010). A
variante LT-lIc, descrita por Nawar et al., (2010) foi isolada de hospedeiro aviario e
seu efeito citotoxico in vitro em células Y-1 foi menor quando comparado aos efeitos
das demais toxinas tipo | e Il de LT, bem como CT. Além disso, a sua citotoxicidade
foi parcialmente neutralizada por anticorpos anti-LT-lla ou LT-llIb, ndo havendo neu-
tralizacao por anticorpos anti-CT (DUAN et al., 2019; BERENSON et al., 2013; NA-
WAR, 2010). A variante LT-lIc se liga aos receptores GM3, GD1a, GM1b € GD1a (BE-
RENSON et al., 2013; NAWAR, 2010).

Em relacdo a sua secrecéo, a holotoxina LT € inicialmente montada no peri-
plasma e entédo secretada para a membrana externa ou pelo sistema de secrec¢éao tipo

Il classico (T2SS) ou via vesiculas de membrana externa (OMVSs) liberadas por ETEC
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(FLECKENSTEIN; KUHLMANN, 2020; DUAN et al., 2019). A liberagdo da toxina LT-I
durante a infeccéo do trato gastrointestinal leva a um quadro clinico de diarreia aquosa
profusa. Ela exerce seu efeito toxico sobre os enterdcitos apos internalizagdo, medi-
ada pela ligacdo da subunidade B aos gangliosideos, principalmente ao GM:1 ao qual
possui maior afinidade, presente na superficie do epitélio intestinal.

Posteriormente, LT-I € internalizada por endocitose e transportada através do
Golgi e do reticulo endoplasmatico; a subunidade A sofre processamento pos-tradu-
cional para gerar os peptideos Al e A2. Al é entdo translocado para o citosol atuando
como ADP-ribosil transferase do NAD para subunidade alfa da proteina G estimulat6-
ria (proteina que regula adenilato ciclase). Esta ativacdo permanente inibe a atividade
GTPasica da proteina G estimulatéria e induz a ativacao celular da adenilato ciclase,
levando a elevacdo descontrolada do AMP ciclico (AMPc) intracelular, que por sua
vez catalisa a formacédo de AMPc a partir de ATP. Com o aumento descontrolado de
AMPc intracelular, ocorre a ativacdo das vias dependentes da proteina quinase A
(PKA), que inibe a absorcao de Na* através de trocadores de sédio-hidrogénio e tam-
bém estimula a secrecdo de ions CI~ pela fosforilagdo do regulador transmembrana
da fibrose cistica (CFTR).

Com isso, ocorre acumulo de sal e agua no lumen intestinal, levando a uma
guadro de a diarreia aquosa no individuo (DUAN et al., 2019; VILLAMIL; NAVARRO-
GARCIA, 2015; MUSON, 2013; SPANGLER, 1992). A Figura 2 ilustra 0 mecanismo
de acéo da toxina LT-I.
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Figura 2 - Mecanismo de acao da toxina LT.
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Fonte: DUBREUIL, 2012.

Além de seu mecanismo de a¢do no lumen intestinal, ocasionando o quadro
clinico de diarreia, a LT-I e suas subfamilias (LT-lla, LT-lIb e LT-llc) também foram
descritas como potentes adjuvantes de mucosa e sistémicos (HU et al., 2014; CON-
NELL, 2007). A compreensdo dos mecanismos moleculares dessa importante toxina
na patogenicidade da ETEC, bem como o seu efeito adjuvante, vem sendo estudada

em diversos modelos in vitro e in vivo.

1.2.2 Modelos in vivo e in vitro para as enterotoxinas de ETEC

1.2.2.1 Modelos in vitro

Os ensaios in vitro foram utilizados para visualizar o efeito citotbnico da toxina
LT em culturas de células tumorais adrenais Y-1 (ATCC®CCL-79™), uma linhagem
celular tumoral de origem murina, gerada a partir de um tumor adrenocortical; e em
células de ovéario de hamster chinés [(CHO, do inglés Chinese Hamster Ovary
(ATCC®CCL-61™)], (OZAKY et al., 2015; LASARO et al., 2009; DONTA et al., 1974;
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GUERRANT et al., 1974). Nos ensaios, sdo observadas altera¢cées morfologicas cau-
sadas pelo efeito citotdnico da toxina LT, apds o periodo de incubacdo com sobrena-
dante de cultura de cepas de ETEC. As células Y1 tornam-se arredondadas, enquanto
as células CHO tornam-se alongadas (OZAKY et al., 2015; DONTA et al., 1974;
GUERRANT et al., 1974). Outro importante estudo in vitro foi realizado por Dorsey et
al. (2006), o qual demonstrou a importancia da interacdo patégeno-hospedeiro no que
se refere a secregao de LT por ETEC, bem como a maior elucidagao quanto ao T2SS.

Em estudos referentes a adjuvancia de LT-I, também foi utilizada a linhagem
celular humana derivada do adenocarcinoma do colorretal (Caco-2), a fim de observar
a sua acao e efeito no sistema imunologico (BOWMAN; CLEMENTS, 2001; LOPES,
2000). Isto porque essas células humanas apresentam caracteristicas de diferencia-
cdo espontanea em enterdcitos, manutencao das caracteristicas morfoldgicas e fun-
cionais do enterécito maduro, bem como expressam a maioria dos transportadores,
enzimas metabolizadoras de drogas e receptores epiteliais normais, incluindo o gan-
gliosideo GM1 (LEA, 2015; JAHN; BIAZIK; BRAET, 2011), ao qual a sua expressao é
dependente de um aumento no nimero de passagens de cultura celular (JAHN; BIA-
ZIK; BRAET, 2011).

Esta linhagem celular humana também foi utilizada no estudo recente de Ho-
ffmannid e colaboradores (2021), a qual foi proposto um modelo de co-cultura entre
as células Caco-2 e células HT29-MTX do tipo caliciforme como modelo funcional do
epitélio intestinal humano, para estudar os mecanismos da doenca induzida pelas to-
xinas CT e LT. No entanto, LT mostrou apenas um aumento na corrente de curto-
circuito nas células Caco-2, indicando um aumento da secrecéo apical de cloreto, evi-
denciando que somente as células Caco-2 foram eficientes para LT-I. Tal estudo, re-
afirma a viabilidade na utilizacdo de células Caco-2 para estudos com a LT.

1.2.2.2 Modelos in vivo

Os estudos para entender a colonizagcédo e patogénese causada pelas entero-
toxinas de ETEC in vivo foram conduzidos em modelos de camundongos tratados com
antibiéticos e/ ou coelhos, ou também é utilizada a inoculacdo de LT pela via parente-
ral.

O ensaio mais difundido para detecc¢ao in vivo de LT-I € realizado na alca li-
gada do intestino de coelhos adultos (DE et al., 1956). Nesta técnica, os cultivos
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bacterianos sao inoculados nas alcas ligadas de intestino de coelho (mantidos em
jejum por 48 h pré-infeccéo), com leitura realizada de 5 (toxina ST) a 18 horas (toxina
LT) apoés infeccdo e a positividade observada quanto a presenca de acumulo de flui-
dos, maior ou igual a 1 mL/cm (DE et al., 1956; DEAN et al., 1972; EVANS et al, 1973,
1975).

Como alternativa ao uso de coelhos, a técnica descrita por Dean et al. (1972),
propds o uso de camundongos recém-nascidos, administrando injecéo percutanea ou
gastrica do sobrenadante de cultura no intestino dos mesmos, juntamente com solu-
cdo azul de Evans. Apés a inoculacado, os animais sdo mantidos a temperatura ambi-
ente por quatro horas e eutanasiados para a retirada dos intestinos. Os intestinos dos
camundongos cujos estbmagos mostram-se corados, sao pesados separadamente e
a positividade é observada quando detectada a presenca quantitativa de acumulo de
fluido no limen intestinal (DEAN et al., 1972).

Cabe ressaltar que essas metodologias sdo extremamente trabalhosas, dificeis
de reproduzir e exigem técnicas cirirgicas, sendo muitas vezes incompativeis com as
regras dos comités que regulam a ética no uso de animais atualmente. Outros mode-
los foram estudados com esta técnica, como porcos, bezerros e cordeiros, bem como
a inoculacédo por via oral (SMITH, HALLS, 1967, 1963), no entanto, os modelos mais
disseminados para estudar e detectar isolados de ETEC sédo coelhos e camundongos.

Além da patogénese, estes modelos in vivo também séo utilizados para anélise
de imunogenicidade e eficacia de candidatos a vacinas contra ETEC, incluindo mode-
los de camundongos adultos orogastricos e intranasais (BOLICK et al., 2018; ALLEN
et al., 2006; BYRD, CASSELS, 2003; BYRD, MOG, CASSELS, 2003), modelo de de-
safio de camundongo recém-nascidos (LUIZ et al., 2015) e modelo de rato (KLIPS-
TEIN et al., 1981).

Esses modelos, no entanto, ndo imitam adequadamente todo o espectro da
doenca observada com a infeccdo humana por ETEC e sé&o ainda mais limitados, pois
sao dificeis de reproduzir ou requerem cirurgia como desfecho. Um modelo ideal re-
guer a auséncia de antibioticos ou intervencao cirurgica, incorpora um desafio orogas-
trico de bactérias e deve demonstrar a colonizagdo intestinal, doenca diarreica e de-

senvolvimento de imunidade protetora.
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1.3 Zebrafish como modelo experimental

O peixe Zebrafish (Danio rerio) conhecido também como paulistinha ou peixe-

zebra, € um peixe da subclasse teledstei, da classe Actinopterygii, ordem Cyprinifor-

mes e pertencente a familia Cyprinidae; originario de agua doce do sudeste da Asia
(FONTANA et al., 2018; VARAS et al, 2017; BASU; SACHIDANANDAN, 2013; LIES-
CHKE; CURRIE, 2007). O uso do zebrafish como modelo de vertebrado em estudos
foi incialmente proposto por Streisinger et al. (1981) que demonstrou viabilidade na
utilizacdo dessa espécie para pesquisa basica, baseada em seus embrides e carac-
teristicas genéticas. O genoma do zebrafish foi sequenciado, sendo que, 70% de seus
26 mil genes sdo semelhantes aos humanos, incluindo aqueles que codificam citoci-
nas, moléculas do sistema de histocompatibilidade, conhecidas como reguladoras da
resposta imune (BAMBINO; CHU, 2017; LIESCHKE et al., 2007).

Assim, o zebrafish € uma espécie de vertebrado com varias caracteristicas van-
tajosas que preenche a lacuna entre cultura de células e roedores, permitindo uma
validacao in vivo precoce, bem como varios estudos de patdégenos humanos (LAN-
GHEINRICH, 2003; VARAS et al., 2017), estudos avaliando a neutralizagéo de toxinas
por anticorpos (MELO et al., 2020), eficiéncia de moléculas como adjuvantes de vaci-
nas (KAVALIAUSKIS et al., 2016; LIU, et al., 2015) e testes de eficacia e seguranca
de vacinas (BAILONE et al., 2020).

Este modelo experimental possui diversas caracteristicas vantajosas, quando
comparadas a modelos ja estabelecidos em roedores, como claridade ética dos em-
brides e larvas, permitindo imagens em tempo real de patologias em desenvolvimento;
alta taxa reprodutiva (podendo colocar de 200 a 500 ovos de 2 a 3 dias); e rapido e
facil desenvolvimento, podem crescer e se desenvolver facilmente em microplacas
pocos de 96 pocos (o0 que facilita seu uso de manutencdo e pesquisa, quando com-
parados com roedores). Além disso, evolui do estagio embrionario para larva entre 24
a 72 horas e torna-se adulto aos trés meses de vida (FONTANA et al., 2018; VARAS
et al, 2017; BASU; SACHIDANANDAN, 2013). Deste modo, permite o acesso rapido
a todos os estagios de desenvolvimento (Figura 3).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Actinopterygii
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cypriniformes
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cypriniformes
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Figura 3 - Estagios de desenvolvimento do zebrafish.
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A fase embrionaria é observada de 0 a 16 h pos-fertilizacéo,
seguida pela fase larval (24 a 72 h pos-fertilizacédo) e adulta.

Embora o zebrafish tenha sido utilizado inicialmente como um modelo para es-
tudar o desenvolvimento embrionério, ele ganhou crescente aten¢gdo como um sis-
tema vantajoso para investigar doencas humanas, incluindo estudos com virus
(WANG et al., 2021; SANDERS; BATTS; WINTON, 2003), como por exemplo com a
proteina Spike de SARS-CoV-2 (ZHENG et al., 2021; FERNANDES et al., 2021) e
bactérias e/ou enterotoxinas produzidas por elas (NAG et al., 2018; RUNFT et al.,
2013; VARAS et al, 2017; DEBNATH et al., 2013; SASLOWSKY et al., 2010; SZA-
BADY et al., 2009; MEIJER et al., 2004; TOOLE et al., 2004; VAN DER SAR et al.,
2003; NEELY; PFEIFER; CAPARON, 2002;). Neste ultimo caso, estudos para inves-
tigar patologias humanas, incluindo disturbios intestinais ocasionado por bactérias em
modelo zebrafish tem sido crescente, pois 0 seu sistema digestivo é totalmente funci-
onal e visivel 5 dias pos fertilizacdo, além de apresentar grande homologia com orga-
nismos vertebrados superiores em termos de composi¢cao celular (ZHAO; PACK,
2017).

Isso possibilitou varios estudos de patologias gastrointestinais em larvas e pei-
xes adultos, como o observado em estudos realizados com Vibrio cholerae (NAG et
al., 2018; RUNFT et al., 2013), evidenciando o potencial desse modelo animal para

analise de colonizacgéao intestinal usando esse tipo de bactéria. Esse modelo, além da
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colonizacéao intestinal, também permitiu o estudo especifico de fatores de viruléncia
produzidos por bactérias diarreiogénicas, tendo como exemplo a toxina colérica (CT)
produzida pelo Vibrio cholerae. No estudo realizado por Saslowsky e colaboradores
(2010), a intoxicagdo de embribes de zebrafish por absorcéo transdérmica de CT,
possibilitou avaliar o papel de duas proteinas na retrotranslocacéo do CT, apés a in-
ternalizacdo no epitélio intestinal.

Assim, estes e outros estudos utilizando o modelo zebrafish foram bem-suce-
didos, devido as suas diversas vantagens, em relacao a outros mamiferos (ALl et al.,
2011; DAHM; GEISLER, 2006; KIMMEL et al., 1995). Cabe ressaltar que, embora o
zebrafish possa conectar a lacuna entre ensaios baseado em culturas de células e
validacao bioldgica em animais vertebrados superiores, ele ndo substitui 0 uso de ani-
mais roedores, pois estes fornecem dados que sédo mais facilmente extrapolados para
humanos, mas pode servir como uma importante ferramenta de triagem para biomo-

léculas terapéuticas, como por exemplo 0s anticorpos.

1.4. Anticorpos recombinantes

Anticorpos sdo moléculas versateis produzidas pelo sistema imunolégico adap-
tativo de todos os vertebrados para identificar, matar ou neutralizar bactérias invaso-
ras, parasitas, toxinas e virus, assim como destruir outros antigenos nao préprios
(BASU et al., 2019; EWERS, 2018). As moléculas de anticorpos possuem uma forma
de Y e consistem em trés segmentos de igual tamanho, conectados por uma porcao
flexivel. Todos os anticorpos sdo construidos da mesma forma, a partir de pares de
cadeias/dominios polipeptidios pesadas e leves, denominadas imunoglobulinas (Igs)
(BASU et al., 2019; MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2013; SCHROEDER; CAVA-
CINE,2010).

Dentre as Igs de mamiferos, ha 5 diferentes classes: Imunoglobulina do tipo M
(IgM); Imunoglobulina do tipo do tipo A (IgA); Imunoglobulina do tipo D (IgD); Imuno
Imunoglobulina do tipo E (IgE) e Imunoglobulina do tipo G (IgG); cada uma delas de-
sempenha uma funcao especifica no sistema imunolégico adaptativo (EWERS, 2018;
HOLLIGER; HUDSON, 2005). Os anticorpos do tipo IgM, por exemplo, sdo os primei-
ros a serem produzidos em uma resposta imune adaptativa, pois podem ser expressos

sem a troca de classe. Eles possuem estrutura pentameérica e séo especializados em
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ativar o complemento eficientemente apos a ligacdo ao antigeno (MURPHY; TRA-
VERS; WALPORT, 2013; SCHROEDER; CAVACINE, 2010).

Jé os anticorpos IgA, séo sintetizados como mondmeros que penetram no san-
gue e em liquidos extracelulares, ou como moléculas diméricas pelas células plasma-
ticas na lamina proprias de varios tecidos de mucosa. Assim, esta Ig esta principal-
mente relacionada a imunidade de mucos e presente nas secre¢cdes como colostro,
saliva, trato respiratdrio, gastrointestinal, urinario e genital (MURPHY; TRAVERS;
WALPORT, 2013; SCHROEDER; CAVACINE, 2010).

Em relacéo a IgD, este anticorpo esta presente na membrana de linfécitos ima-
turos, mas a sua funcdo quando circulante ainda nao é clara, pois é desconhecida a
sua participagdo nos principais mecanismos efetores de anticorpos (SCHROEDER,;
CAVACINE, 2010). Outra importante e potente imunoglobulina é a IgE, relacionada a
hipersensibilidade e reacfes alérgicas, bem como a resposta a infeccdes por vermes
parasitas. Atualmente o desenvolvimento de anticorpos anti-IgE como terapia para
alergia e asma tém sido amplamente utilizados (MURPHY; TRAVERS; WALPORT,
2013; SCHROEDER; CAVACINE, 2010).

Dentre os isotipos mencionados, a IgG € a principal classe encontrada no san-
gue e no liguido extracelular e, tem a meia-vida sérica mais longa de todos os isotipos
de imunoglobulina (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2013; SCHROEDER; CAVA-
CINE, 2010). Por ser predominantemente secretada pelo sistema imunol6gico dos
animais homeotérmicos, é a classe de imunoglobulinas mais estudada e amplamente
utilizada como ferramenta para terapéutica e pesquisa em anticorpos (BASU et al.,
20109.

Desde o desenvolvimento das técnicas para producdo de anticorpos, varias Igs
foram desenvolvidas em larga escala usando métodos convencionais. A tecnologia de
hibridoma (células obtidas a partir da fusdo de mielomas com plasmdcitos de animais
previamente imunizados com o antigeno alvo) abriu um novo horizonte na producgéo
de anticorpos, pois além dos anticorpos policlonais (pAbs) (produzidos a partir do soro
de animais imunizados), pode-se obter anticorpos mais especificos, que secretam nor-
malmente uma IgG de especificidade Unica, estes denominados monoclonais (mAbs)
(BASU et al., 2019; EWERS, 2018; SAEED et al., 2017).

Embora os mAbs apresentem caracteristicas como homogeneidade, especifi-
cidade e producao ilimitada, a tecnologia tradicional de hibridoma tem varias limita-

¢bes, como ser exclusivamente baseada em murinos, 0 que, para anticorpos
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terapéuticos leva a uma resposta do paciente denominada Human anti-mouse anti-
body — HAMA, também conhecida como doenca do soro (HOLLIGER e HUDSON,
2005).

Essa resposta € uma reacgdo de hipersensibilidade do tipo Ill, na qual os paci-
entes produzem anticorpos contra proteinas e complexos imunes compostos pelos
anticorpos injetados. A resposta HAMA, gera complicacdes para o paciente devido a
formacao de complexos imunes que podem se depositar nos vasos sanguineos, rins
e articulacoes, levando a superproducgéo de citocinas, inflamacao, glomerulonefrite e
artrite. Outro efeito deletério dessa resposta € ineficiéncia do anticorpo administrado,
pois este é rapidamente neutralizado por anticorpos de classe IgM e IgG produzidos
pelo paciente, devido a grande quantidade de residuos murinos (BASU et al., 2019;
EWERS, 2018; SAEED et al., 2017; BAHARA et al., 2013; HOLLIGER e HUDSON,
2005).

Portanto, para superar essas dificuldades, a tecnologia dos anticorpos recom-
binante (rAbs) surgiu como o avanco da engenharia genética, tornando possivel a
sintese de anticorpos por meio de recombinacao génica, permitindo a modificacdo de
caracteristicas estruturais, funcionais e imunoquimicas dos anticorpos (BASU et al.,
2019). Tal manipulacdo genética, permite manter a especificidade dos mAbs, associ-
ado a vantagem de rapidez, baixo custo comparado ao cultivo de hibridomas, produ-
cédo em larga escala, independéncia de animais imunizados, bem como controle de
selecdo de anticorpos, formato, sistema de producéo e armazenamento (COSSON;
HARTLEY, 2016; BAHARA et al., 2013). Além disso, podem ser projetados para ter
uma especificidade Unica ou multiplas e em diferentes formatos de acordo com o ob-

jetivo proposto (Figura 4).
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Figura 4 - Representacao dos diferentes tipos de fragmentos e derivados de anticor-
pos recombinantes.
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A sequéncia genética para obtencdo de um fragmento de anticorpo é proveni-
ente de uma molécula de 1gG. Essa sequéncia pode ser obtida de diversas maneiras,
como por exemplo de forma totalmente sintética por arranjos artificiais, a partir de
hibridomas ou através de bibliotecas sintéticas .

A biblioteca sintética possui caracteristicas interessantes como a possibilidade
de insercéo de sequéncias de arcabouc¢os humanos estaveis, que aumentam a funci-
onalidade dos anticorpos e diminui o risco de imunogenicidade para propésitos tera-
péuticos (PERSSON et al., 2013). Além disso, a maioria das bibliotecas sintéticas hu-
manas produzidas se baseiam na randomizacéo das regides dos CDR3 (mais diver-
S0s e responsaveis pelo reconhecimento do antigeno). Também foi demonstrado que,
o0 CDR-L3 desempenha ainda um papel mais importante no reconhecimento do anti-
geno do que o CDR-H3 (PERSSON et al., 2013).

Assim, a partir de um biblioteca sintética, os fragmentos de anticorpos podem
ser obtidos por técnica por Phage Display (MCCAFFERTY et al.,1990), uma técnica
atualmente muito difundida na pesquisa e desenvolvimento de anticorpos recombi-
nantes, resultando em mais de 80 anticorpos em ensaios clinicos para diferentes do-
encas (KAPLO; REICHERT, 2019). O seu desenvolvimento foi iniciado em 1985 pelo
pesquisador George Smith ao qual descreveu pela primeira vez o uso de Phage Dis-

play e que mais recentemente, em 2018, levou os pesquisadores George P. Smith e
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Sir Gregory P. Winter responsaveis pelos estudos a serem agraciados com o Prémio
Nobel de Quimica (KAPLON; REICHERT, 2019).

Basicamente, essa técnica possibilita a obtencao de fragmentos de rAbs, com
repertorios imunoldgicos in vitro, sem a necessidade de imunizacao direta de hospe-
deiros vivos (FRENZEL et al., 2014). Dentre os fagos filamentosos, o bacteriofago
M13 é o mais utilizado, formado por uma fita simples de DNA envolta em uma capa
proteica constituida de cinco proteinas estruturais (plll, pVI, pVIl, pVIll e pIX) que uti-
liza a maquinaria de replicagdo, transcricdo e traducdo de bactérias gram-negativas
gue possuem o pilus F+ para se reproduzir (FRENZEL et al., 2014).

Nesta técnica, o gene de interesse é clonado em um fagemideo e nele, fusio-
nado a um dos genes codificadores das proteinas estruturais do fago, comumente plll
ou pVIIl. Esse fagemideo € entéo inserido no fago M13 e quando as particulas do fago
sdo produzidas numa célula de bactéria, a proteina hibrida é incorporada a particula
viral e o DNA do fago contendo o gene fusionado € expresso na superficie viral (FREN-
ZEL et al., 2014), sendo possivel gerar rAbs para fins de diagnostico e terapia.

Dentre os principais fragmentos de anticorpos que podem ser obtidos, desta-
cam-se os de ligacdo ao antigeno (Fab) e os fragmentos variaveis em cadeia Unica
(scFv). O Fab consiste na por¢do monomérica inteira de ligacdo ao antigeno dos an-
ticorpos, ambas dominios leve (VL) e pesada (VH) sdo idénticas, apresentam um do-
minio constante e sdo ligadas por pontes dissulfeto (BASU et al., 2019; SAEED et al.,
2017; HOLLINGER; HUDSON, 2005). Este fragmento contém trés regides hipervaria-
veis denominadas regides de dominio complementar (CDR), responsaveis pela hiper-
variabilidade e especificidade contra diferentes antigenos (BASU et al., 2019; SAEED
et al., 2017). A versatilidade e especificidade dessas moléculas atraem atencao signi-
ficativa para seu uso como ferramentas terapéuticas.

Ja o fragmento de scFv consiste apenas das por¢des variaveis das cadeias/do-
minios VL e Vu dos anticorpos unidos por um ligante polipeptidico sintético, composto
por aminoacidos hidrofilicos que conferem flexibilidade a estrutura proteica, como por
exemplo, o ligante (GGGGS)s, unindo as extremidades terminais de Vu a Vi, ou vice-
versa, dependendo da configuracdo desejada. Esse ligante polipeptidico pode apre-
sentar tamanho e composic¢do variaveis, prevenindo a dissociagdo entre os dominios,
além de influenciar na estrutura e valéncia do scFv (BASU et al., 2019; SAEED et al.,
2017; HOLLIGER; KENNEDY, 2015; HUDSON, 2005).
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Este fragmento de anticorpo também pode ser obtido através de hibridomas. A
partir da obtencdo do DNA complementar (cCDNA) os genes dos dominios variaveis
leve e pesado podem ser especificamente amplificados, clonados individualmente, e
posteriormente sub-clonados, formando um segmento Unico de DNA (HORTON et al.,
1993). Para formar o segmento unico de DNA, unindo os dominios variaveis do scFv,
por exemplo, algumas técnicas podem ser utilizadas, incluindo-se a técnica de sobre-
posicdo Splicing by Overlap Extension — SOE, também chamada de SOEing (HOR-
TON et al., 2013; HORTON et al., 1993).

Este método é baseado na reacdo por PCR para unir sequéncias de DNA sem
depender de locais de restricdo. Para o scFv, partes complementares do ligante poli-
peptidico séo inseridos em cada um dos dominios varidveis e essa sequéncia com-
plementar, sob condi¢cbes de PCR, permite que as fitas de dois fragmentos diferentes
hibridizem entre si, formando uma sobreposicdo. A extenséo desta sobreposicéo pela
DNA polimerase gera a unido desses dois dominios, produzindo uma molécula recom-
binante (HORTON et al., 2013; HORTON et al., 1993).

Assim, ambos rAbs mencionados, normalmente mantém a especificidade e afi-
nidade de ligacdo ao antigeno do seu IgG parental, além de demonstrarem melhora
na penetracao de tumores e tecidos; na farmacocinética; habilidades imunoprotetoras
e no reconhecimento epitdpico (BASU et al., 2019; SAEED et al., 2017; HOLLIGER,;
HUDSON, 2005). Para a producéo desses fragmentos com alta afinidade, estaveis e
com alto rendimento, varios sistemas de expressao, incluindo, leveduras, plantas, cé-
lulas de insetos, mamiferos e principalmente bactérias tém sido utilizados (BASU et
al., 2019).

Desta forma, 0 avan¢co na engenharia de fragmentos de anticorpos recombi-
nantes pode levar a obtencéo de ferramentas mais eficientes para o imunodiagndstico
e terapia diversas doencas, incluindo a ocasionada por ETEC (HOLLIGER e HUD-
SON, 2005).
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1.5. Diagnostico para ETEC por deteccao da toxina LT-I

Ao longo das décadas, diferentes métodos de imunodiagnoéstico utilizando
mADbs e pAbs foram descritos para a detec¢do da toxina LT-1, no entanto poucos deles
sao utilizados em paises em desenvolvimento e outros séo limitados a pesquisas e
estudos epidemiolégicos (QADRI et al., 2005). Dentre eles, se destaca 0 GM1-ELISA,
proposto por Svennerholm; Holmgren, (1978) e aprimorado nos estudos de Sack e
colaboradores (1980); Ristaino e colaboradores (1983), que demonstrou 6tima sensi-
bilidade e especificidade (97% e 100%, respectivamente), sendo o imunoensaio mais
difundido e utilizado em estudos epidemiolégicos. Um ELISA de captura (CELISA) que
utiliza anticorpo pAb e mAb anti-LT (MENEZES et al., 2003; 2006) também foi desen-
volvido, proposto como método alternativo ao GM1-ELISA devido ao seu alto custo,
demonstrou alta sensibilidade e especificidade (100% e 99%, respectivamente).

Outros métodos também foram desenvolvidos, como o teste Biken (HONDA et
al., 1981), ensaio de aglutinacdo (ITO et al., 1983) e mais recentemente dois testes
de fluxo lateral, um preparado manualmente para a detec¢ao da toxina LT de porcos
(LTp) (ARIMITSU et al., 2016) e outro no formato captura (composto de um pAb como
captura e um mAb anti-LT como deteccdo) padronizado em larga escala com para
deteccdo de LT-I (HENRIQUE et al., 2018), ao qual demonstrou 99,5% de sensibili-
dade, 90,7% de especificidade.

De modo geral, todos os principais métodos de imunodiagndstico desenvolvi-
dos para deteccdo da toxina LT-I faz o uso de anticorpos, sejam eles mAbs ou pAbs.
Com o avanco na tecnologia dos rAbs, se torna possivel unir a sensibilidade dos pAbs
e a especificidade dos mAbs em uma Unica molécula recombinante, a fim de gerar
anticorpos cada vez mais robustos e aprimorar as técnicas ja bem estabelecidas para
deteccao da toxina LT-I no diagnostico de ETEC. Além disso, a utilizacdo de anticor-
pos recombinantes pode trazer vantagens interessantes e importantes tais como a
reducdo de custos e obtencdo em larga escala (sem a dependéncia do cultivo de hi-
bridomas e de animais imunizados (HOLLIGER e HUDSON, 2005), de forma a viabi-

lizar a sua utilizacdo em paises em desenvolvimento.
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2. JUSTIFICATIVA

O grupo de pesquisa do Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan ge-
rou anticorpos recombinantes (OZAKI et al., 2015) a partir dos monoclonais disponi-
veis (MENEZES et al., 2003, 2006; ROCHA et al., 2013) visando a neutralizacédo da
enterotoxina LT-1 e o diagnostico de ETEC (HENRIQUE et al., 2018). No entanto, apos
estudos realizados, verificou-se que o fragmento de anticorpo scFv-LT gerado tinha
sua expressao em corpos de inclusdo, sendo necessario realizacédo de etapas de re-
naturacdo com altas concentracdes de ureia, o que diminuiu o rendimento, assim
como a meia-vida e estabilidade das moléculas de anticorpos (OZAKI et al., 2015).

Luz e colaboradores (2015, 2018) geraram scFvs contra as toxinas de Shiga 1
e 2. Nesses trabalhos, os autores constataram que a inverséo da orientacao do gene
para Vi.-ligante-Vu, bem como a utilizagdo de um ligante peptidico mais flexivel gerou
dois anticorpos (scFv-Stx1 e scFv-Stx2) estaveis e funcionais a partir da sequéncia do
IgG produzido parental, obtido pela técnica de hibridoma. O scFv-Stx1 mostrou uma
sensibilidade de 88% em reconhecer Stx1 em isolados produtores dessa toxina por
aglutinacéo de latex (LUZ et al., 2018). O scFv-Stx2 apresentou por técnica de ELISA
80% de sensibilidade e 88% de especificidade (LUZ et al., 2015). Esses fragmentos
foram validados como promissoras ferramentas para o diagnéstico de STEC por teste
rapido de aglutinacdo em latex, pois esse ensaio mostrou uma correlacao direta com
0 ensaio de citotoxicidade em células Vero, o qual € considerado padrédo ouro para a
deteccado dessas toxinas (SHIGA et al., 2020).

Tais resultados, nos levaram ao uso dessa estratégia para gerar fragmentos de
anticorpos scFv contra a toxina LT-I, pois, almeja-se futuramente ndo mais utilizar os
anticorpos policlonais em nossos ensaios imunoldgicos, bem como utiliza-los futura-
mente como anticorpos de detec¢do e captura no teste imunocromatogréafico padroni-
zado e avaliado pelo nosso grupo de pesquisa (HENRIQUE et al., 2018). Todavia,
este fragmento por ser uma molécula murina, ndo é a ideal para utilizagcdo em terapia.
Sendo assim, a geracdo de um fragmento do tipo Fab humano que tenha a capacidade
de neutralizar in vivo a toxicidade de LT-I, possibilitara estudos que visem a terapia

das intoxicagOes, dessa forma no futuro poderemos tratar a doenca diarreica causada
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por ETEC, o que podera contribuir para a diminuicdo do impacto socioeconémico ge-
rado por esta patologia.

A partir de uma biblioteca sintética (PERSSON et al., 2013) foram gerados Fabs
humanos contra as toxinas Stx1 e Stx2 de STEC por phage display que neutralizaram
a citotoxicidade dessas potentes citotoxinas in vitro e in vivo (LUZ et al., 2018; 2021,
dados néo publicados). Além destes fragmentos, outros dois fragmentos Fab huma-
nos contra a toxina STh de ETEC foram gerados em colaboragdo com o Dr. Shane
Miersch da Universidade de Toronto, que se mostraram especificos no reconheci-
mento da toxina STh (dados ndo publicados). Assim, a técnica de selecdo de frag-
mentos Fab humanos por phage display, a partir da biblioteca sintética F (PERSSON
et al., 2013) bastante utilizada para varios antigenos, mostrou-se efetiva para a sele-
céo de ligantes bacterianos e aumentam as expectativas quanto a selecado de Fab
humanos contra a toxina LT-1 de ETEC.

Neste cenario, com a obtencdo desses fragmentos contra a toxina LT-I se faz
necessario uso de modelos, tanto in vitro quanto in vivo, para a posterior analise do
potencial neutralizante dos fragmentos de anticorpos, bem como facilitar estudos com
a toxina LT-I. Atualmente as andlises in vitro para a toxina LT-I séo realizadas princi-
palmente em linhagens celulares Y-1, CHO e Caco-2, sendo a Y1 e CHO de origem
murina mais comumente utilizadas. No entanto, destas 3 linhagens celulares, a Caco-
2 por ser de origem humana e apresentar caracteristicas morfoldgicas e funcionais do
enterdcito maduro, estd mais proxima do alvo real da toxina LT-I do que a linhagem
adrenal Y1, para analise de ferramentas terapéuticas contra a infeccdo ocasionada
pela toxina LT-I.

Ja em relacao aos modelos in vivo, 0s modelos murinos sao 0os mais utilizados,
ao qual o teste realizado em alca ligada do intestino de coelhos e/ou camundongos
recém- nascidos é o mais difundido. No entanto, essa técnica possui limitacées im-
portantes e ndo sao viaveis para triagem de biomoléculas e estudos mais sistémicos
com a toxina LT. Assim, nesse cenario de limitacdo quanto a um modelo in vivo, o
zebrafish aparece como alternativa interessante por ser atualmente muito utilizado em
diversos estudos com patdgenos bacterianos, bem como utilizado em estudos de neu-
tralizacdo de toxinas por anticorpos especificos.

Dada a relevancia da toxina LT-I na infec¢do, cabe ressaltar que estudos re-
centes também evidenciam a sua importancia para o processo de colonizagcéo de

ETEC ao epitélio intestinal, observando que embora todos os isolados de ETEC
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tenham o potencial de causar diarreia, aqueles que expressam LT podem ter uma
vantagem em termos de colonizacao (ISIDEAN et al., 2011; MUDRAK; KUEHN, 2010;
ALLEN; RANDOLPH; FLECKENSTEIN, 2006). Além disso, nos estudos de Isidean e
colaboradores (2011) foi revelado que aproximadamente 60% dos isolados de ETEC
associados a diarreia humana expressavam LT-lI sozinho (27%) ou LT-I com ST
(33%); corroborando os estudos realizados anteriormente por Wolf (1997) que tam-
bém apontou a presenca da toxina LT-l em mais da metade de todos os isolados
pesquisados de ETEC.

Assim, tais informacdes evidenciam a importancia da toxina LT-I como fator de
viruléncia para ETEC, tanto na sua coloniza¢do quanto infeccdo, causando o quadro
de diarreia aquosa. Dessa forma, os estudos de modelo in vitro e in vivo para LT-1 e
a geracao de rAbs anti-LT possibilitardo solucionar dois importante aspectos, o diag-
nostico precoce e uma terapéutica efetiva para a diarreia causada por cepas de E. coli
enterotoxigénica, além de colaborar para os estudos sobre mecanismo de acao e pa-
togenicidade dessa tdo importante toxina, levando assim aos objetivos do presente
trabalho.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Kuehn+MJ&cauthor_id=22069646
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3. OBJETIVO

Estabelecer estratégias para geracao de dois fragmentos de anticorpos: uma
molécula recombinante de cadeia variavel Unica do anticorpo anti-LT (ScFv); e um
fragmento de ligagdo ao antigeno (Fab) a partir de uma biblioteca sintética humana,
por técnica de phage display; bem como avaliar e padronizar as condi¢des necessa-
rias para o uso de células Caco-2 e o zebrafish como modelos para estudos da toxina
LT-I.

3.1 Delineamento Experimental

Para que os objetivos fossem alcancados definiu-se o seguinte delineamento

experimental:

Conjugacao da toxina LT-I ao fluoréforo;

Padronizacdo do uso de células Caco-2 como modelo in vitro para estudo da toxina
LT-I: definicdo da densidade celular e concentragéo da toxina,;

Andlise em zebrafish para definicdo do modelo in vivo para estudo da toxina LT-I:
analisando os possiveis efeitos citotoxicos e fenotipicos da toxina LT-I neste modelo;

Estratégias de clonagem e expressao do anticorpo do tipo scFv-LT: desenho dos ini-
ciadores; liberacéo do vetor de expressao; padronizacao das condi¢cdes de PCR para
obtencdo dos dominios leve (VL) e pesado (VH) do scFv-LT; padronizacdo da PCR
para amplificacdo conjunta dos dois dominios; inducao e expressao; purificacao e ana-
lise da reatividade por técnica de ELISA do scFv-LT gerado.

Estabelecimento de uma biblioteca sintética humana para utilizacdo da técnica de
phage display: amplificacdo do fago auxiliar; selecao e ciclos de enriquecimento de
fago por técnica de ELISA.



As principais etapas do desenvolvimento deste trabalho sdo resumidas na

Figura 5.

Figura 5 - Principais etapas de desenvolvimento deste trabalho.
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4. MATERIAL E METODOS

No presente trabalho, uma das etapas realizadas definiu-se os modelos in vitro
(Caco-2) e in vivo (zebrafish). Esses ensaios foram padronizados com o objetivo de
utiliza-los em estudos com a toxina LT-I, e em um futuro préximo nos ensaios de neu-
tralizagcdo por anticorpos. Dessa forma os resultados obtidos, bem como a descrigéo
dos materiais e métodos foram publicados na revista Toxins e sdo apresentados no
ANEXO I.

A seguir, serdo apresentados os materiais e métodos relativos a obtencdo dos

fragmentos de anticorpos recombinantes.

4.1. Toxina LT-I

A toxina LT- | purificada (BOWMAN; CLEMENTS, 2001) foi gentilmente cedida
pela Dra. Elizabeth B. Norton do Departamento de Microbiologia e Imunologia, da Uni-

versidade de Tulane, New Orleans, Louisiana, Estados Unidos da América.

4.2. Construcédo do fragmento scFv contra a toxina LT-I (ScFv-LT)

4.2.1. Desenho dos iniciadores

A construcao do scFv-LT foi realizada por técnica de PCR e a sequéncia gené-
tica utilizada foi obtida anteriormente por Ozaki e colaboradores (2015). Para realizar
a inversao dos dominios do scFv, conforme a Figura 6, iniciadores especificos (Ta-
bela 1), foram projetados utilizando o alinhamento de multiplas sequéncias disponi-
veis de eltA (LT-1) do GenBank (NC_014232, FN649417.1, AP010910, NC_017722) .
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Figura 6 - Estrutura idealizada para o fragmento scFv-LT.

Peptidec sinal )
Ligante peptidico

f }
| l | gg

FLAG tag GTTAASGSSGGS35GA GxHis-Tag

Fonte: HENRIQUE, 2022.

Tabela 1 - Desenho dos iniciadores do fragmento scFv-LT.

Nome Dominio Sequéncia Tm (°C)
V.fwd  5'CCTATGCATCCGATTAGAAAGATG 52,1
ACGATGACAAAGGCGGTCGATATT
GTGCTGACCCA 3’

Virv 5CTGCCACCACTACTACCACTAGC 53,6
GGCAGTAGTAGTACCTTTCAGTTCC

scFV LT AGTTTGGTGC3'

Vufwd  5GTGGTAGTAGTGGTGGCAGTAGC 51,4
AGTGGTGCCCGTGAAACTGCAGGA

AAG3
Vyv STTCTEEEEEEBEAGGTAACCGTCG 52
TACCC3'

Fonte: HENRIQUE, 2022.
Observagéo: Em amarelo o sitio para NSil e em vermelho o sitio para Eagl
para clonagem no vetor de expressao pscFv.

Os iniciadores para fragmento scFv-LT foram projetados (LUZ et al., 2015) e
sintetizados (Exxtend Biotecnologia Ltda). O programa Geneious (https://www.genei-
ous.com/) foi utilizado para determinar a sequéncia reversa dos dominios VL e Vx do
scFv, ao qual foi adicionado sitio de restricdo Nsil na extremidade 5’ e Eagl na extre-
midade 3. A temperatura de melting (Tm) de VL (Fw e Rv) e Vu (Fw e Rv) foram

analisadas pelo Integrated DNA Technologies (http://www.idtdna.com/calc/analyzer).

4.2.2. Padronizacgao das condi¢des da PCR: Amplificagdo dos dominios leve e

pesado do scFv-LT por PCR

Para amplificar os dominios leve e pesado do fragmento scFv-LT, padronizou-
se as condi¢des da PCR e resolveu-se utilizar os parédmetros iniciais propostos pela
fabricante Platinum® TAQ DNA Polymerase High Fidelity (Thermo Fisher Scientific).
Para cada um dos dominios, utilizou-se 25 ng/mL do gene; 0,5 uM de cada oligonu-

cleotideos iniciador; tampao da enzima 1 X (Thermo Fisher Scientific); 0,2 mM de
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dNTPs (Invitrogen); 1 mM de cloreto de magnésio (Invitrogen); 2,5 U da enzima poli-
merase Platinum® TAQ DNA Polymerase High Fidelity e agua destilada autoclavada,
para um volume final de 25 L de reacéo.

As reacdes de PCR foram realizadas empregando-se um ciclo de desnaturacéo
a 94 °C por 1 min; analisou-se as temperaturas 50, 55 e 60 °C para anelamento dos
oligonucleotideos por 30 s; extensdo a 68 °C por 1 min e por fim, 68 °C por 7 min,
seguido por 35 ciclos. Posteriormente, analisou-se os amplificados em gel de agarose
1% corados com GelRed™ (Uniscience) 1:50.000. Ao término da corrida, os géis foram
fotografados com o auxilio do sistema de imagem Alphalmager™2200 (Alpha Inno-
tech).

4.2.3. Juncao dos dominios leve e pesado do scFv-LT por PCR

Para realizar a amplificacdo conjunta dos dois dominios, leve e pesado, por
PCR, as condi¢des padronizadas e os ciclos foram os mesmo do tépico anterior, po-
rém, utilizando-se como molde de DNA da reacédo de PCR de Vx e da reacdo de PCR
de Vi; 0,5 uM do oligonucleotideo de V. (forward); 0,5 uM oligonucleotideo de VH (re-
verse); 0,2 mM de dNTPs (Invitrogen); 1 mM de cloreto de magnésio (Invitrogen); tam-
pao da enzima 1 X (Thermo Fisher Scientific); 2,5 U da enzima Q5® TAQ High-Fidelity
DNA Polymerase (BioLabs) e dgua destilada estéril por autoclavagem, para um vo-
lume final de 25 pL de reacao. Apds amplificacdo, as amostras foram analisadas em
gel de agarose 1% corados com GelRed™ (Uniscience) 1:50.000. Ao término da cor-
rida, os géis foram fotografados com o auxilio do sistema de imagem Alphalma-
ger™2200 (Alpha Innotech).

4.2.4. Ligagao do fragmento scFv-LT com o vetor de expresséo periplasméatico

O vetor de expressao periplasmatico foi desenvolvido especialmente para a ex-
pressao de fragmentos scFvs, o pscFvHis-MBP (MURASE et al., 2003) cedido pelo
Dr. Sachdev Sidhu (Universidade de Toronto). Para sua utilizag&o, o vetor foi transfor-
mado (CHUNG, et al., 1989) em cepa E. coli K12: DH5a (Stratagene, EUA), onde uma
mistura contendo 1 yL de DNA, 2 pL de KCM e 7 pL de agua destilada foi incubada
no gelo, por 5 min, seguida da adicdo de 10 uL de células quimiocompetentes. A
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amostra foi incubada no gelo por 20 min e em temperatura ambiente por 10 min. Por
seguinte, adicionou-se 200 yL de meio LB/Amp'® (Uniscience) e a amostra foi incu-
bada a 37 °C por 1 h, sob agitacdo de 200 rpm. Cerca de 10 a 15 yL das bactérias
transformantes foram semeadas em placas de LB/Amp® e incubadas 37 °C por 18
h.

Para a confirmacdo da transformacdo dos vetores nas células competentes,
colbnias isoladas foram cultivadas e submetidas a extracdo de DNA plasmidial utili-
zando o kit “QlAprep Spin miniprep” (Qiagen) e sua concentracdo determinada em
espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific). O vetor foi preparado para a ligacao
ao fragmento, a partir de reacdo com enzimas de restricdo Nsil (Uniscience, Brasil) e
Eagl (Uniscience, Brasil) e o inserto foi digerido com as mesmas condic¢des. Para tal,
uma mistura contendo 1 yL de cada enzima de restricdo, 1 uL de tampéao 3.1 NBE, 2
ML de agua MilliQ e 5 yL de DNA plasmidial foi incubada por 2 h a temperatura ambi-
ente. Apos confirmacao da digestdo, as bandas correspondentes ao vetor foram cor-
tadas do gel de agarose, eluidas e purificadas pelo kit “QIAquick Gel Extraction” (Qia-
gen). O vetor foi posteriormente quantificado utilizando o aparelho Nanodrop (Thermo
Scientific). Tanto o vetor, quanto o inserto precisaram ser digeridos com as mesmas
enzimas de restricdo (Eagl e Nsil) para que as extremidades se tornassem coesivas.

Para a reacédo de ligacédo, foi utilizada uma mistura contendo 1 yL da enzima
T4 ligase (Invitrogen), 1 pL tampéo da enzima (Invitrogen) e a proporc¢ao 1:3 (vetor/in-
serto), a reacao foi mantida a temperatura ambiente por 1 h e na sequéncia a 4 °C por
um periodo de 18 h.

ApOs esse periodo, a etapa de transformacao (CHUNG et al, 1989) foi realizada
em linhagens hospedeiras de E. coli por quimiotransformag&o. Assim, uma mistura
contendo 10 yL da reacédo de ligagao e 2 uyL de KCM (0,5 M KCl, 0,15 M CaCl2 e 0,25
M MgCL->) foi incubada no gelo, por 5 min, seguida da adigéo de 10 yL de célula de E.
coli DH5a (DURFEE et al., 2008) e BL21 (DE3) pLyS (Promega) competentes.

A transformacéo foi realizada ao mesmo tempo nestas duas linhagens quimio-
compentes, para posterior realizacdo de extracdo de DNA plasmidial e confirmacao
da clonagem. Em seguida, a seguida a incubac¢do em gelo por 20 min e a temperatura
ambiente por 10 min foi realizada . Adicionou-se a amostra, 200 yL de meio LB e
incubou-se a amostra a 37 °C por 1 h. Por fim, as bactérias transformadas foram se-
meadas em placas de LB/Amp°/Km?° (BL21pLysE) e LB/Ampi® (DH5a) incubadas
37 °C por 18 h.
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Para a confirmacéo da transformacao dos vetores nas células competentes, foi
realizada extracdo de DNA plasmidial das coldnias bacterianas e o DNA foi submetido
ao sequenciamento do tipo Sanger, no Laboratério de Bacteriologia e no Centro de
Estudos Humano e Células-Tronco da Universidade de Sdo Paulo (USP).

4.2.5. Inducéo da expressédo dos genes dos scFv-LT

Uma coldnia bacteriana foi cultivada em 30 mL de meio 2YT/amp'®, a 37 °C
por 16-18 h, a 200 rpm. Cerca de 20 mL deste cultivo foram adicionados em 1 L de
meio 2YT/amp'® e incubados a 37 °C, 200 rpm até uma turbidez de 0.6 na absorban-
cia de 600 nm. A cultura foi resfriada a 18 °C por 30 min e o gene foi induzido pela
adicao de 0,01 M de IPTG (GOLCHIN et al., 2011) seguido de incubacao da cultura
bacteriana a 18 °C por 18 h, a 200 rpm. A cultura foi centrifugada a 4.000 x g por 20

min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento armazenado a -20 °C por 18 h.

4.2.6. Purificacado por cromatografia de afinidade do fragmento scFv-LT

O sedimento bacteriano foi ressuspenso em 40 mL de tampéo de lise (182 mL
de tampéo PBS modificado (0,05 M NaH2PO4, 0,3 M NaCl pH 8.0; 4% Imidazol 0,04
M); 40 mg lizosima; 1% triton X-100; 1% MgClz2 2 M; 1% PIC (PMSF 0,1 M, Benzami-
dina 0,1 M) e 1 uL benzonase) e incubado a 4 °C, por 30 min, sob leve agitacédo. A
amostra foi submetida a lise por ultrassom, no aparelho sonicador (Bandelin Sonopuls,
Berlim, Alemanha) com 20% de amplitude, pulsos de 5 s ligado e de 5 s desligado por
2 min e imediatamente resfriadas em gelo. O lisado foi centrifugado a 13.226 x ga 4
°C por 50 min.

Ao sobrenadante foi adicionado 2 mL de microparticulas carregadas com niquel
(Ni-NTA 50%) (Qiagen) e incubado a 4 °C, por 1 h, sob leve agitacdo. A amostra foi
centrifugada a 20 xg por 1 min e em seguida, adicionada na coluna, para purificacéo
de forma manual. A coluna foi entédo lavada 3 vezes com 10 mL de tampéao de lavagem
(98% PBS modificado e imidazol 0,4 M) e eluida com a adicdo de 4 mL do tampéao de
eluicdo (80% PBS modificado e imidazol 0,25 M). A fragao eluida foi quantificada no
NanoDrop (Thermo Scientific) e submetida a analise de imunodeteccéo pela técnica
de immunoblotting. As fracdes coletadas na etapa de purificagcdo também foram
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analisadas por immunoblotting, a fim de verificar se haveria anticorpo presente nestas

etapas.

4.2.7. Immunoblotting

Um ensaio de imunodeteccao (TOWBIN; GORDON, 1979) foi realizado com as
fracOes obtidas nas etapas de purificagdo (sobrenadante, lavagem e fragmento de
anticorpo scFv anti-LT eluido/purificado). Para tal, um gel de poliacrilamida 12% foi
realizado com estas fracoes e a transferéncia das proteinas realizada para uma mem-
brana de nitrocelulose (GE) utilizando o sistema semi-seco (Trans-Blot SD semi-dry
transfer cell — BioRad) com tamp&o de transferéncia (10% glicina 0,25 M; 10% Tris-
Base 2 M; 20% Metanol P.A), a 10 Volts, por 30 min. Em seguida, a membrana foi
bloqueada com PBS 0,01 M (NaCl 0,136 M; KCL 0,002 M; Na2P0O4 0,008 M; KH2PO4
0,001 M) + albumina de soro bovino (BSA) 1%, lavada trés vezes com PBST (PBS
0,01 M + Tween 0,05%), seguido de incubacdo de 45 min com anticorpo HRP/anti-
FLAG (Sigma) conjugado a peroxidase diluido 1:5.000, na mesma solucéo de blo-
gueio. ApdGs mais trés lavagens da membrana como PBST, a reacdo de deteccao na
membrana foi revelada com diaminobenzina (DAB) (Sigma) (15 mL de Tris pH 7,6; 10
mg de DAB e 12 uL de perdxido de hidrogénio). A reagéao foi interrompida com adicao

de agua destilada.

4.2.8. Imunoensaio enzimatico (ELISA) indireto

A reatividade do scFv frente a toxina LT purificada foi analisada por técnica de
ELISA indireto (CROWTHER, 2000). Pocos da microplaca Maxisorp™ (Nunc, Roches-
ter, NY, EUA) foram sensibilizados com uma concentracdo de 2ug/mL da toxina LT e
com 1% de BSA (controle negativo) em tampao carbonato/bicarbonato (0,05 M, pH
9,6) e mantidos a 37 °C por 2 h. Posteriormente, a microplaca foi lavada por 4 vezes
consecutivas com PBST e bloqueadas com 0,5 ou 1% de BSA a 37 °C por 30 min. Em
seguida, os poc¢os da microplaca foram lavados e incubados a 37 °C por 60 min com
30 pg/mL do scFv anti-LT. Apds nova lavagem com PBST, foi aplicado o anticorpo
HRP/anti-FLAG (Sigma) conjugado a peroxidase diluido 1:5.000, na mesma solucao

de bloqueio e a placa mantida a 37 °C por 45 min. Por fim, a reacéo foi revelada com
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100 pL/pogco de TMB (BD) por 15 min, sob agitacdo, sendo interrompida com 50
ML/poco de H3PO4 1 M. A leitura das absorbéancias foram realizadas em leitor de mi-
croplacas no comprimento de onda de 450 nm. A andlise de sensibilidade e especifi-
cidade foi realizada no programa GraphPrism 5.01 empregando-se a curva ROC.

4.2.9. ELISA indireto com cepas bacterianas

Uma andlise preliminar foi realizada por técnica de ELISA a fim de analisar a
reatividade do scFv frente ao sobrenadante de dez cepas produtoras e cinco nao pro-

dutoras de toxina LT-I (Tabela 2).

Tabela 2 - Cepas produtoras e ndo produtoras da toxina LT-I pertencentes a colecéo
bacteriana do Laboratorio de Bacteriologia do Instituto Butantan (IBu), utilizadas no
ensaio de ELISA indireto com o scFv-LT.

Cepa Estirpe Sorotipo Toxina expressa Origem
ETEC H10407 0O78:H11 (LT+ ST+) Humana
ETEC 36 - (LT+) Humana
ETEC 37 015:H40 (LT+) Humana
ETEC 39 OR:H- (LT+) Humana
ETEC 40 0166:H15 (LT+) Humana
ETEC 41 OR:H21 (LT+) Humana
ETEC 44 OR:H19 (LT+) Humana
ETEC 45 OR:H21 (LT+) Humana
ETEC 46 ONT:H32 (LT+) Humana
ETEC 47 OR:H51 (LT+) Humana
STEC EPM 27 O111:NM Stxl Humana
STEC EPM 82 012:H21 Stx2 Animal
aEPEC 86 0O76:H19 - Humana
Salmonella sp - - - Humana
E. coli ndo DEC 09 - - Humana

Fonte: HENRIQUE, 2022.

O cultivo e o tratamento bacteriano para liberacdo da toxina LT-I, foram reali-
zados de acordo com Rocha (2012) e Rocha et al. (2013). As cepas foram cultivadas
em 3 mL de caldo LB a 37 °C por 16-18 h. Posteriormente, uma diluicdo de 1:100 dos
cultivos bacterianos foi adicionada ao caldo E. coli contendo 5 ng/mL de ciprofoxacina
e 0,1 mg/mL de lincomicina, e os cultivos foram incubados a 37 °C, 250 rpm, por 6 h.

Posteriormente, para a liberagdo da toxina, o cultivo bacteriano (ndo centrifugado) foi
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submetido ao tratamento com 0,2 mg/mL de polimixina B (Gilbco by life technologies).
Apos incubacao a 37 °C por 1 h em agitacdo, 200 rpm, cada material foi centrifugado
a 10.000 x g por 10 min a 4 °C e os sobrenadantes armazenados a -20 °C até o uso.

Por seguinte, pocos da microplaca Polisorp™ (Nunc, Rochester, NY, EUA) fo-
ram sensibilizados com o sobrenadante das cepas de ETEC produtoras e ndo produ-

toras da toxina LT-I e as etapas seguintes foram realizadas conforme o item 3.2.8.

4.3. Selecao por phage display do fragmento Fab anti-LT-I (Fab-LT)

4.3.1. Amplificacédo do fago auxiliar (M13KO7) para Phage Display

4.3.1.1. Expanséo e precipitacao do fago auxiliar

Alinhagem celular de E. coli OmniMAX™ 2 T1R quimiocompetente (com marca
de resisténcia a tetraciclina (tet®) por ser resistente a fagos T1 (Invitrogen) foi utilizada
nesses experimentos (TONIKIAN et al., 2007). Estas células foram cultivadas em 2
mL meio 2YT contendo 5 pg/mL tet®) e incubadas sob agitacdo a 200 rpm a 37 °C por
6-8 h, até uma densidade otica de fase logaritmica (600 nm) entre 0,6-1,0. Em se-
guida, as células foram infectadas com 1:10 de fagos auxiliares M13KO7 (resistente
a canamicina (Km)) (Invitrogen) incubado por 30 min a 37 °C. Ap6s o periodo de in-
feccdo, a cultura foi transferida para 500 mL de meio 2YT km®° e incubadas a 37 °C
por 18 h.

No dia seguinte, o cultivo foi centifugado a 4.000 x g por 10 min e o sobrena-
dante para a precipitacdo dos fagos foi incubado com 125 mL de PEG/NaCl por 20
min em gelo. Em seguida, foram centrifugados a 2.000 x g por 1 min. O sobrenadante
foi retirado e os fagos sedimentados foram ressuspensos em 2 mL de PBS gelado e

estéril em uma concentracdo final de 1 x 102 fagos/mL.
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4.3.1.2. Titulacéo do fago auxiliar

Para certificar que, os fagos expandidos estavam na concentracédo de 1 x 10*3
fagos/mL foi realizada a sua titulacdo para verificar a quantidade de fagos viaveis a
serem utilizados na selecéo por phage display.

Para isso, 1 colonia de OmniMAX™ 2 T1R foi cultivada em 2 mL meio 2YT/tet5
e incubada sob agitagdo a 200 rpm a 37 °C por 6-8 h, até uma densidade Otica de
fase logaritmica (D.O.s0onm < 1.0). Em seguida, como controle da célula OMNIMAX
(que é resistente ao antibiotico tet), um inéculo de 1/100 das células bacterianas foi
realizado em trés tubos diferentes contento o meio 2YT e os antibiéticos tet®>, Km* e
ampicilina (amp!®) incubadas a 37 °C por 18 h.

Doze dilui¢cdes seriadas (log'®) do fago auxiliar foram realizadas, este foi diluido
em PBS estéril e 10 pyL de cada diluicéo foi adicionado a 100 uL da célula OmniMAX™
2 T1R, mantidos posteriormente sob agitacéo por 30 min a 37 °C. Em seguida, foram
semeados 5 pL de cada diluicdo em trés placas de LB agar, cada uma contendo um
dos seguintes antibiéticos: tet®, Km> e amp!®. Estas placas foram incubadas a 37 °C
por 18 h. Posteriormente, para estimar quantas unidades de colénias foram formadas
(UFC) foi realizado o seguinte célculo: UFC x FD (fator de diluicdo) + Volume aplicado.
Para armazenamento de longo prazo, foi adicionado glicerol estéril a uma concentra-
cdo final de 10% e armazenado a -80 °C. Para uso imediato, uma aliquota foi mantida
a4°C.

4.3.2. Selecao de fagos contra antigeno imobilizado

Uma placa de 96 pocos (Maxisorp) foi sensibilizada com 100 ulL/pogo de 5
pg/mL de toxina LT-1 diluida em PBS e incubada a 4 °C, por 18 h. A pré-adsorc¢ao de
todos os ciclos de enriquecimento da selecao foi realizada com a toxina Stx2, que
também apresenta uma estrutura do tipo ABs, a fim de evitar reatividade cruzada, au-
mentando a especificidade do Fab selecionado contra a toxina LT-l. Assim, uma outra
placa de 96 pogos (Maxisorp) foi sensibilizada com 100 uL/pogo de 5 ug/mL de toxina
Stx2 diluida em PBS e incubada a 4 °C, por 18 h.

Um dia antes de todos os ciclos de sele¢bes, as células bacterianas Omni-
MAX™ 2 T1R foram cultivadas em 3 mL de LB contento os antibiéticos: tet>, Km®° e

ampl% a 37 °C a 200 rpm, a fim de realizar o controle das mesmas durante todos os
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ciclos de selecdo. Além disso, para a etapa de infeccédo, uma colénia de OmniMAX™
2 T1R foi cultivada em 10 mL meio 2YT/tet® e incubada sob agitacdo a 200 rpm a 37
°C por 6-8 h, até uma densidade 6tica de fase logaritmica (D.O.s00nm) entre 0,6-1,0.

As placas apés sensibilizagdo foram bloqueadas com 200 uL/pogo de tampao
PBS 0,2% (PBS 0,01 M com 0,2% BSA) em temperatura ambiente, por 1 h, sob leve
agitacdo. Durante o bloqueio a biblioteca foi preparada; para isso, 1 mL da biblioteca
sintética F (concentracdo 10%?) foi adicionada a 9 mL de PBS 0,01 M, seguida da adi-
céo de 2,5 mL PEG/NaCl e incubado no gelo, por 20 min. A biblioteca F foi centrifu-
gada a 4 °C, 20 xg por 20 min, e o sobrenadante descartado e por fim, ressuspenso
em PBT (PBS 0,01 M com 0,2% BSA e 0,05% Tween 80) (input).

Apébs 1 h em tampao de bloqueio, a placa de pré-adsorcao (Stx2) foi lavada 8
vezes com tampao PBT e 100 pL da biblioteca F foi adicionada, incubada 1 h sob
agitacdo. Em seguida, a placa de 96 pocos contento a toxina LT-i foi lavada 4 vezes
com PBT e a biblioteca F adsorvida na placa com Stx2 foi transferida para os pocos
contendo LT-I.

A placa foi mantida por 1 h sob agitacdo e em seguida, os pocos foram lavados
8 vezes com PBT. Os fagos foram eluidos (output) com 100 yL de 0,1 M HCL por
poco, incubados por 10 min em agitacdo, seguida da neutralizacdo com 80 L de Tris
1M pH 11 por pogo.

Para determinar o nimero de fagos eluidos foi realizada uma diluicao seriada
em log® do output em meio de cultura 2YT. Em uma nova placa de 96 pogos, 90 uL
de E. coli OmniMAX™ 2 T1R em fase estacionaria (D.O.s0onm < 1.0) foram adicionados
(cultivadas previamente em meio 2YT/tet®), juntamente com 10 pL das diluicbes seri-
adas do output. A placa com a bactéria infectada foi incubada a 37 °C, por 30 min,
sob leve agitagdo. O volume de 5 pL das infecgdes foram semeados em placas de
LB/Km®® e LB/amp*®. Concomitantemente, 5 mL da cultura bacteriana foram infecta-
das com 500 pL do output e incubados a 37 °C por 30 min, o fago auxiliar M13K07
(GE) foi adicionado numa propor¢édo 1:1.000, seguido de incubacéo a 37 °C, por 1 h.
Cabe ressaltar que o fago auxiliar € utilizado nesta etapa para fornecer os genes de
replicagdo, montagem do capsideo e liberacé@o para os fagos que foram selecionados,
gue possuem o fragmento scFv de interesse, para que haja entdo, a sua expressao
fusionados a proteina plil.

A cultura foi transferida pra 30 mL de meio fresco 2YT/amp%/Km®>°, préximo

ciclo de selecdo. Os ciclos de selecdo para enriquecimento foram realizados quatro
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vezes. A Figura 7 exemplifica os passos realizados na sele¢do do fragmento Fab-LT

por técnica de phage display.

Figura 7 - Ciclo de sele¢céao do fragmento de anticorpo Fab contra a toxina LT-I, por
técnica de phage display.
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Fonte: HENRIQUE, 2022.

Num processo denominado Biopaning, 4 ciclos de enriqguecimento foram realizados, seguindo-se as
etapas de: 1. Selecdo negativa contra outra toxina de estrutura ABs (Stx2), ao qual a biblioteca sintética
humana de fagos foi previamente exposta a este antigeno; 2. Exposicéo da biblioteca (pré incubada na
selecdo negativa) a toxina LT-I purificada; 3. Selecdo dos fagos positivos apenas para a toxina LT-I; 4.
Eluicdo dos fagos selecionados; 5. Amplificacéo dos fagos selecionados em células competentes de E.
coli OmniMAX™ (resistentes ao fago T1) e adi¢éo do fago helper, para fornecer os genes de replicacéo,
montagem do capsideo e libera¢@o dos fagos que possuem o fragmento de interesse, para que ocorra
a expressao do fragmento contra a toxina LT-I na superficie da proteina estrutura plll do fago. Quatro
ciclos para enriguecimento foram realizados, iniciando-se cada ciclo a partir do input do ciclo anterior.

4.3.2.1 Ensaio de ELISA para fagos

Os inputs e outputs dos ciclos de enriquecimento da sele¢éo foram analisados
por técnica de ELISA. Pogos da microplaca Maxisorp™ (Nunc, Rochester, NY, EUA)
foram sensibilizados com 2,5 ug/mL das toxinas LT-I ou Stx2, bem como pogos sen-
sibilizados apenas com PBS 0,2% (PBS 0,01 M com 0,2% BSA) e mantidos a 37 °C
por 2 h. Posteriormente, a microplaca foi lavada por 4 vezes consecutivas com PBST
e bloqueadas com PBS 0,2% por 30 min. Em seguida, os pog¢os da microplaca foram
lavados e adicionada a diluicdo de 1:100 dos inputs e outputs de cada ciclo de enri-
guecimento da selecao dos fagos, incubados a temperatura ambiente por 1 h.

Apos lavagem com PBT, o HRP-anti-M13 conjugado a peroxidase (Sigma) na
propor¢cdo 1:5.000 em tampdo PBS 0,2% foram adicionados e incubados em
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temperatura ambiente, por 30 min, sob leve agitacdo. Por fim, a reacéo foi revelada
com 100 yL/pogo de tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma) por 15 min, sob agitacao,
sendo interrompida com 50 yL/pogo de HsPO4 1 M. A leitura das absorbancias foi

realizada em leitor de microplacas no comprimento de onda de 450 nm.
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5. RESULTADOS

No que concerne a definicdo dos modelos in vitro (Caco-2) e in vivo (zebrafish),
esses resultados foram analisados e apresentados no manuscrito “Heat-Labile Toxin
from Enterotoxigenic Escherichia coli Causes Systemic Impairment in Zebrafish Mo-
del” publicado na revista Toxins e estdo contidos no ANEXO I. Assim, seguem 0s

resultados referentes a obtencdo dos fragmentos de anticorpos recombinantes.

5.1. Fragmento scFv-LT

5.1.1. Vetor de expresséo pscFv

O vetor de expressao foi preparado com as enzimas de restricdo NSil e Eagl.
A clivagem com as enzimas pode ser observado pela amplificacdo do produto da re-
acado de PCR de 10.000 pb referente ao vetor de expressao pscFvHis-MBP (Figura
8). Esse produto foi posteriormente purificado (Figura 9), apresentando uma concen-

tracdo de 150 ng/mL.

Figura 8 - Perfil eletroforético em agarose 1% corado com GelRed® (1:50.000) da
extracdo DNA plasmidial e reacao de restricao para liberacdo do vetor pscFvHis-MBP.

1 2 3

10.000 pb —»

850 pbp —»

Fonte: HENRIQUE, 2022.
1. Marcador de peso molecular 1kb Plus. 2. DNA plasmidial extraido 3. Vetor pscFv com 10,000 pb e o
inserto Stx2 com 850 pb.
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Figura 9 - Perfil eletroforético em agarose 1% corado com GelRed® (1:50.000) da
extracdo de DNA plasmidial e purificagdo do vetor pScFvHis-MBP.

1 2

10.000 pb

Fonte: HENRIQUE, 2022.
1. Marcador de peso molecular 1kb Plus; 2. Vetor de expressao digerido e purificado.

5.1.2. Juncao dos dominios variaveis do scFv-LT

Para padronizar as condi¢cfes da PCR para amplificacdo dos dominios VL e VH,
avaliou-se as temperaturas de anelamento de 50, 55 e 60 °C para ambos os dominios.
Das temperaturas avaliadas, as amplificacdes foram observadas em todas as tempe-
raturas testadas para o dominio Vu (400 pb), mas, para o dominio VL (350 pb) a melhor
temperatura em que ocorreu anelamento foi de 55 °C (Figura 10). Dessa forma, essa
temperatura foi utilizada em todos os ensaios subsequentes.

Ap0Os obtencado dos produtos amplificados referentes aos dominios Vx e VL, re-

alizou-se a purificagdo dos mesmos (Figura 11).
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Figura 10 - Perfil eletroforético das amplificacées dos dominios VL e V4 submetidos a
diferentes temperaturas de anelamento, visualizados em gel de agarose 1% corado
com GelRed® (1:50000) padronizacdo de Vx e VL.

400 pb

Fonte: HENRIQUE, 2022.

1. Marcador de peso molecular 1kb Plus; 2. Amplificacdo por PCR de VH, submetido a temperatura de
anelamento de 50°C; 3. Amplificac&o por PCR de Vh, submetido a temperatura de anelamento de 55°C;
4. Amplificac@o por PCR de Vu, submetido a temperatura de anelamento de 60°C; 5. Amplificagdo por
PCR de Vi, submetido a temperatura de anelamento de 50°C; 6. Amplificagc&do por PCR de Vi, subme-
tido a temperatura de anelamento de 55°C; 7) Amplificacéo por PCR de V., submetido a temperatura
de anelamento de 60°C.

Figura 11 - Perfil eletroforético em agarose 1% corado com GelRed® (1:50000) da
purificacdo dos dominios Vu e VL do scFv-LT.

1 2 3 4 5

400 pb >
350 pb —»

Fonte: HENRIQUE, 2022.
1. Marcador de peso molecular 1kb Plus;2. PCR dominio Vu 3. Purificagdo dominio V1 4. PCR dominio
VL 5. Purificagcdo dominio VL.
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Por seguinte, o sequenciamento do tipo Sanger foi realizado para ambas as
amplificacbes em aproximadamente 400 pb para o dominio Vx e 350 pb para o domi-
nio VL. Essa analise nos permitiu aferir que, para o dominio V. forward houve uma
cobertura de 91% e identidade de 90.4% e para o dominio VL reverse, uma cobertura
de 84% e identidade de 99.3 %. Para o dominio Vx forward a cobertura foi de 95% e
identidade de 100%; e para o dominio VH reverse a cobertura foi de 88% e identidade
de 99.3%. Desta forma, conclui-se que as amplificacées correspondem aos dominios
VL e Vu do scFv-LT.

Para amplificac@o conjunta dos dois dominios, utilizou-se o iniciador oligonu-
cleotideo de VL (forward) e oligonucleotideo de VH (reverse). Ao analisar-se o perfil
eletroforético com o do produto de amplificacéo para a juncdo dos dominios, espe-
rava-se amplificacdo entre 600 e 750 pb, no entanto, observou-se um tamanho muito
abaixo com o de fragmento amplificado, bem como amplifica¢des inespecificas (Fi-

gura 12).

Figura 12 - Perfil eletroforético em agarose 1% corado com GelRed® (1:50000) para
a padronizacédo da jun¢édo dos dominios Vu e VL.

400 pb
350 pb

Fonte: HENRIQUE, 2022.

1. Marcador de peso molecular 1kb Plus; 2. produto de PCR do dominio V1 submetido a uma tempera-
tura de anelamento de 55 °C; 3. Produto de PCR do dominio Vi, submetido a uma temperatura de
anelamento de 55 °C; 4. Produto de PCR da juncao do dominio Vu e Vi, submetido a uma temperatura
de anelamento de 55 °C.

A fim de minimizar a formagé&o de estruturas secundarias, avaliou-se a utiliza-

cao de dimetilsulféxido (DMSO) nas concentracdes de 0,75 e 1,5% nas reacdes de
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PCR, no entanto, os resultados se mantiveram (Figura 13).

Figura 13 - Perfil eletroforético da amplificacdo dos dominios VH, Vi, juncdo dos do-
minios sem e com adicao de 0,75 e 1,5% de DMSO, visualizados em gel de agarose
1% corado com GelRed® (1:50000).

Fonte: HENRIQUE, 2022.

1. Marcador de peso molecular 1kb Plus; 2. Amplificac&do por PCR de Vu; 3. Amplificagcdo por PCR de
Vi; 4. Amplificagédo por PCR da juncédo dos dominios VL e Vi; 5. Amplificagdo por PCR da jungéo de VL
e Vu com adigéo de 0,75% DMSO; 6. Amplificacdo por PCR da jungéo de V. e Vi com adicdo de 1,5%
DMSO.

Visando diminuir as inespecificidades, trocou-se a enzima polimerase, dessa
forma, utilizou-se a Q5® TAQ High-Fidelity DNA Polymerase (BioLabs) tanto na rea-
cdo de PCR individual dos dominios quanto na juncdo dos mesmos, utilizando-se as
condic¢des padronizadas anteriormente. Os resultados obtidos demonstram amplifica-
cOes entre 350 e 400 pb dos dominios separados, assim como amplificacbes de 650

pb, o que sugere a juncédo dos dominios V. e Vu (Figura 14).
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Figura 14 - Perfil eletroforético da amplificacdo dos dominios VH e VL, bem como a
juncd@o dos dominios utilizando a Q5® TAQ High-Fidelity DNA Polymerase (BioLabs),
visualizados em gel de agarose 1% corado com GelRed® (1:50000).

1 2 3 456 78 91011121314

650 pb —p

400 pb—»

Fonte: HENRIQUE, 2022.

1. Marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen); 2, 3, 4, 5 e 6. Amplificagdo por PCR do dominio
Vh; 7. Marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen); 8, 9, 10, 11. Amplificagéo por PCR do dominio
VL; 12. Marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen); 13 e 14. Amplificacéo por PCR da junc¢édo de
VL e Vh.

A amplificacédo de 650 pb foi purificada (Figura 15) e submetida ao sequenci-
amento do tipo Sanger, as sequencias analisadas e as sequéncias de aminoacidos
dos fragmentos foram comparados com as sequéncias nucleotidicas idealizadas para

0 SCFV-LT.

Figura 15 - Perfil eletroforético da amplificacdo dos dominios Vu e Vi, bem como a
juncéo dos dominios utilizando a Q5® TAQ High-Fidelity DNA Polymerase, submeti-
dos a purificacdo. Visualizacdo em gel de agarose 1% corado com GelRed®
(1:50000).

1 234

350 pb

Fonte: HENRIQUE, 2022.

1. Marcador de peso molecular 1kb Plus; 2. Amplificacdo por PCR do dominio Vn, ap0s purificacéo; 3.
Amplificagéo por PCR do dominio Vi, apés purificacdo; 4. Amplificacdo por PCR da juncdo dos domi-
nios em scFv, apés purificagdo.
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Essa analise nos permitiu aferir que, para o dominio V. forward houve 91% de
cobertura e 90.4% de identidade e, 84 % de cobertura e 99.3 % de identidade para o
dominio VL reverse. Para o dominio Vn forward a cobertura foi de 95% e 100% de
identidade; e para o dominio Vu reverse a cobertura foi de 88% e a identidade de
99.3%. Tais resultados confirmam que os amplificados correspondem a formacéo do
SCFV-LT.

5.1.3 Clonagem, inducéo e purificagdo do scFv-LT

O fragmento da juncdo dos dominios foram inseridos cepas competentes de E.
coli BL21plyS e DH5a, e das seis colbnias obtidas, somente uma (C4) foi confirmada
parcialmente por sequenciamento Sanger. Os genes dessa colonia positiva foram ex-
pressos pela inducdo de 0,01 M de IPTG seguido de purificacdo de afinidade ao ni-
quel, ao qual a purificacdo do scFv anti-LT de tamanho de 27 kDa foi confirmada por

imunodeteccéo (Figura 16).

Figura 16 - Fragbes proteicas da purificagdo do fragmento scFv-LT. A) Imunodetec-
céao utilizando anticorpo HRP/anti-FLAG. Membrana de nitrocelulose contendo as fra-
cOes proteicas da purificacdo do fragmento scFv-LT em coluna de afinidade ao niquel
e incubadas com o anticorpo HRP/anti-FLAG conjugado a peroxidase (1:5000).

27 kDa —»

Fonte: HENRIQUE, 2022.

Amostras: 1. Marcador de peso molecular Kaleidoscope™; 2. Fracdo da amostra que néo ligou na
coluna (volume morto/flow); 3. Fracdo coletada apos lavagem da coluna do scFv-LT; 4. scFv-LT purifi-
cado; B) Nova purificacdo destas fracdes. 1. Marcador de peso molecular Kaleidoscope™; 2. Fracéo
da amostra que ndo ligou na coluna (volume morto/flow); 3. Fracédo coletada ap6s lavagem da coluna
do scFv-LT; 4. scFv-LT purificado.
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Componentes de mobilidade eletroforética relativa de 27 kDa foram observados
no volume morto (flow), o que nos levou a uma nova purificacdo desta fracao (Figura

15 B), dessa forma ao final das duas elui¢cdes 2 mg/L de proteina foram obtidas.

5.1.4 Reatividade do scFv-LT

O fragmento de anticorpo scFv-LT purificado reconheceu por técnica de ELISA
indireto seu antigeno alvo, a toxina LT e uma baixissima reatividade foi observada
com o controle negativo (Figura 17). O resultado das densidades oticas (D.O.) da
reatividade com a toxina foram significativamente diferentes da D.O. do controle utili-
zado (p < 0.0001) pelo teste t de Student.

Figura 17 - Ensaio de ELISA indireto da reatividade do scFv-LT frente a toxina LT-I
purificada (2 pg/mL) e BSA (controle negativo).
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Fonte: HENRIQUE, 2022.

O tampé&o PBS com 0,5% de BSA foi utilizado como solucéo de bloqueio e o anticorpo HRP/anti-FLAG
conjugado a peroxidase (diluido 1:5.000) utilizado como anticorpo secundario. Como solucgédo revela-
dora foi utilizado TMB e a leitura foi realizada a 450 nm em leitor de ELISA.

Este fragmento foi testado também por técnica de ELISA indireto frente a cepas
bacterianas produtoras e ndo produtoras da toxina LT-l. Embora um pequeno nimero
de cepas tenham sido testadas, os resultados sdo consistentes e observa-se uma
diferenca estatisticamente significativa entre as densidades oticas dos diferentes gru-
pos analisados (p = 0.0368). Além disso, as variancias entre os dois grupos também
sdo significantemente diferentes (p = 0.0011) (Figura 18). Convém salientar que,

guando esses dados foram submetidos a analise de sensibilidade e especificidade
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utilizando-se a curva ROC com a D.O. de corte de 0.085 temos uma sensibilidade de
100% (variacao de 66,37 a 100%) e uma especificidade também de 100% (variacao
de 47,82 a 100%).

Figura 18 - Ensaio pela técnica de ELISA indireto da andlise preliminar da reatividade
do scFv-LT frente ao sobrenadante de cepas produtoras e nao produtoras de toxina
LT-I.
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Fonte: HENRIQUE, 2022.

O tamp&o PBS com 1% de BSA foi utilizado como solugéo de bloqueio; 30 pg/mL do scFv-LT foi utili-
zado seguido do anticorpo HRP/anti-FLAG conjugado a peroxidase (diluido 1:5.000). Como solucao
reveladora foi utilizado TMB e a leitura foi realizada a 450 nm em leitor de ELISA.

5.2 Selecdo do fragmento Fab-LT

5.2.1 Fago auxiliar (M13KO7)

As células E. coli OmniMAX™ 2 T1R foram cultivadas, infectadas por 12 dilui-
cOes do fago auxiliar e plagueadas agar semi-solido. Como mostrado na Figura 19, o
controle da OmniMAX™ 2 T1R estava dentro do esperado, apenas com crescimento
no antibidtico tetraciclina. Por outro lado, a titulacdo dos fagos n&o foi conforme o
esperado (1 x 1019 fagos/mL), houve apenas uma col6nia na diluicédo de 1019, o que
resultou numa concentracdo de 2 x 102 fagos/mL, menor do o esperado (1 x 103
fagos/mL). No entanto, essa concentracao foi suficiente para utilizar na etapa de se-

lecao.
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Figura 19 - Titulacdo do fago auxiliar. (A) Controle da OMNIMAX nos antibidticos
amp®, Km®° e tet®. (B) Titulacédo do fago auxiliar amplificado.

A

Fonte: HENRIQUE, 2022.

A esquerda, placa de amp'% mostrando auséncia de crescimento (como esperado); Placa a direita,
tet®> mostrando crescimento em todas as diluigdes (como esperado); abaixo, a placa de km>9%; o circulo
em vermelho aponta a ultima concentragao que foi observada colénia.

5.2.2 Selegao e ciclos de enriquecimento

A selecéo do fago contra o antigeno imobilizado utilizando a biblioteca sintética
F foi realizada através de ciclos por técnica de ELISA. Uma diluicdo seriada em log'®
dos inputs e outputs de cada um dos quatro ciclos de sele¢cédo foram cultivados em
placas de LB &gar contendo os antibiéticos tet®, Km®° e amp'%, conforme a Figura 20,
para controle, bem como observar o possivel enriquecimento de cada ciclo de sele-

cao.
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Figura 20 - Figura representativa da diluicdo seriada do input (1) e output (2) do
primeiro ciclo de selecéo, plagueados em LBagar com os antibiéticos (A) tet®; (B)

ampi® e (C) km®°,

Fonte: HENRIQUE, 2022.
Esta etapa foi realizada nos quatro ciclos, para controle e analise de
enriguecimento das sele¢des. Fonte: HENRIQUE, 2022.

Durante as analises dos inputs e outputs por técnica de ELISA, foi observado

gue a partir do segundo ciclo de selecdo néo havia mais enriquecimento (Figura 21),

bem como nédo se observou crescimento de coldnias na placa de Km®°,

Figura 21 - Ensaio pela técnica de ELISA para avaliar o enriquecimento dos quatro
ciclos de selecéo realizados, analisando-se os inputs e outputs de cada round (Rd)/ci-
clo de selecéo.
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0.0 -
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Fonte: HENRIQUE, 2022.
As placas foram sensibilizadas com 2,5 pg/mL de cada antigeno (LT e/ Stx2); uma dilui¢do de 1:100
dos inputs e outputs de cada round foi utilizado; e o anticorpo anti-M13 HRP conjugado a peroxidase
(diluido 1:5000) foi utilizado como anticorpo secundéario. Como solu¢édo cromdégena foi utilizado TMB
(BD) e a leitura foi realizada a 450 nm em leitor de ELISA.
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Diante de tais resultados, a técnica de ELISA foi realizada a fim de avaliar a
funcionalidade das aliquotas da biblioteca utilizadas para selecdo, bem como verificar
a presenca de particulas virais e fragmentos Fab na sele¢éo contra a toxina LT-1. Para
tal, os conjugados a peroxidase anticorpo anti-M13 HRP (deteccao da particula viral)
e anticorpo HRP/anti-FLAG (deteccao do fragmento Fab) foram utilizados. Nestas
analises, os ciclos de selecdo apresentaram reatividade apenas com o conjugado
M13, o que demonstra a presenca de particula viral, principalmente nos inputs dos
ciclos de selecao contra LT-I, porém, ndo apresentaram expressado de Fab na super-
ficie (ndo reativos ao anticorpo HRP/anti-FLAG) (dados ndo mostrados); e a biblioteca
F amplificada no Brasil ndo apresentou reatividade nesta técnica de ELISA (dados néao

mostrados).
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6. DISCUSSAO

Dentre os patotipos de DEC, a ETEC € um dos principais agentes etioldgicos
bacterianos causadores de diarreia, acometendo principalmente criancas menores de
cinco anos de idade e viajantes (FLECKENSTEIN; KUHLMANN, 2020; DUAN et al.,
2019). Os aspectos que merecem atencao com relacéo a esta doenca, sédo o diagnos-
tico precoce, para o correto tratamento do paciente e controle do surto; e a abordagem
terapéutica para a neutralizagdo da toxicidade dos fatores de viruléncia produzidos
por este patégeno. Neste sentido, ha a necessidade da geracdo de anticorpos cada
vez mais especificos e de alta afinidade para aplicacdes, tanto no diagnéstico quanto
na terapia de diversas patologias, incluindo-se de ETEC (GENST et al., 2014; SIDHU,
FELLOUSE, 2012; HOLLINGER; HUDSON, 2005).

Um exemplo que evidencia a importancia dos anticorpos, € a atual corrida mun-
dial por ferramentas terapéuticas e profilaticas contra o virus SARS-CoV-2, o qual di-
versos tipos de anticorpos monoclonais, policlonais e recombinantes foram e estédo
em desenvolvimento pelas indlstrias farmacéuticas e centros de pesquisas (CASE et
al., 2020; PINTO et al., 2020; ROGERS et al., 2020; SHI et al., 2020; TIAN, et al.,
2020; WANG et al., 2020; WU, et al., 2020.)

Deste modo, é notoria a importancia de gerar-se anticorpos cada vez mais es-
pecificos e de alta afinidade para o desenvolvimento de ferramentas terapéuticas e
diagnésticas de patologias de grande impacto na saude mundial, como € o caso do
patotipo ETEC.

Neste contexto, e inserido na expertise e resultados anteriores do nosso grupo
de pesquisa frente a obtencéo de anticorpos recombinantes (MENEZES et al., 2011,
LUZ et al., 2018, 2015; OZAKI et al., 2015) foi planejado um fragmento de anticorpo
scFv contra toxina LT-I de ETEC para futura utilizacdo em imunodiagndstico. Esse tipo
de fragmento possui vantagens interessantes para a sua utilizacdo na deteccgao de
antigenos alvo, principalmente por terem a possibilidade de serem expressos em sis-
temas bacterianos, diminuindo o custo final do produto (AHMAD et al., 2012). Neste
ambito, a sequéncia genética utilizada para a construcdo deste scFv-LT foi obtida em
trabalhos anteriores (OZAKI et al., 2015), a partir anticorpos monoclonais (MENEZES
et al., 2006, 2003) caracterizados por Rocha et al. (2013).
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A orientagdo idealizada para o gene foi Vi-ligante peptidico-VH, utilizando inici-
adores especificos, essa estratégia foi utilizada nos estudos de Luz et al. (2015; 2018)
pois essa modificacdo possibilita que o CDR3 do dominio pesado fique livre para a
ligacdo ao antigeno, j& que este CDR parece ser a regido mais importante para o
reconhecimento do antigeno (ALMAGRO, 2004). Um ligante peptidico flexivel
(GTTAASGSSGGSSSGA) foi inserido para conectar os dominios Vi e Vu, permitindo
a distancia correta entre os dominios C-terminal e N-terminal, preservando a flexibili-
dade da molécula para uma melhor ligagdo ao antigeno e evitando sua dissociacao
(OZAKI et al., 2015; KIM et al., 2007). Os ligantes ricos em glicina e serina sdo mais
flexiveis e usualmente mais utilizados para o desenho de scFv por possibilitar giros a
ligacdo ao antigeno (KIM et al., 2007).

O inserto foi clonado em um vetor de expresséo especifico para a obtencéo de
fragmentos do tipo scFv, denominado pscFvHIS-MBP (MURASE et al., 2003), que foi
cedido pelos nossos colaboradores da Universidade de Toronto que o utilizam na ob-
tencdo de anticorpos recombinantes. Este vetor possui uma cauda de histidina
(6XHis), para a purificacdo por cromatografia de afinidade ao niquel e uma pequena
cauda FLAG® (Sigma), composta por 8 aminoacidos hidrofilicos, que néo interfere
com a conformacéo e atividade da proteina fusionada; e propicia de 20 a 200 vezes
mais sensibilidade a molécula para ensaios de diagndéstico (MURASE et al., 2003).

A juncao dos dominios Ve Vi foi inserida neste vetor apds inUmeras tentativas,
onde foram obtidas seis colonias e somente uma (C4) foi confirmada parcialmente por
sequenciamento Sanger, resultado da baixa qualidade do sequenciamento (dados
nao mostrados). Mesmo assim, decidiu-se induzir a expressdo num volume de 1 L,
pois a expressao do scFv poderia ser confirmado posteriormente por ensaios de imu-
nodeteccado, conforme foi evidenciado posteriormente. A linhagem de E. coli BL21 foi
utilizada como hospedeira, por suas caracteristicas extremamente bem conhecidas e
por ser mais comumente utilizada na producéo de proteinas heterélogas pela industria
farmacéutica (PETSCH; ANPACH, 2000).

Assim, o scFv-LT obtido foi expresso e purificado apresentando um rendimento
de 2 mg/L de proteina. Em uma primeira analise o scFv-LT mostrou-se reativo ao
antigeno alvo. O scFv-LT reconheceu a toxina purificada, e o sobrenadante de cepas
bacterianas produtoras da toxina LT-I. Além disso, ndo demonstrou reatividade cru-
zada frente ao sobrenadante de duas cepas produtoras de Stx1 e Stx2 (utilizadas

como controle negativo), toxinas que também possuem uma estrutura do tipo ABs.
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Cabe aqui ressaltar que as condi¢des da técnica de ELISA deverdo ser aprimoradas,
com a avaliagdo de outras concentracdes e/ou outros tipos de bloqueio, a fim de me-
lhor padronizar o ensaio. Além disso, este fragmento devera ser caracterizado futu-
ramente, a fim de possibilitar a sua utilizagdo em testes rapidos, como por exemplo
de aglutinacdo em latex e teste imunocromatografico/lateral flow para o diagnostico
de ETEC, pois buscamos futuramente eliminar a utilizacdo de pAbs em nossos en-
saios imunolégicos. Embora os pAbs confiram grande sensibilidade a testes diagnés-
ticos, por exemplo, sua produc¢éo € limitada, dependente da utilizacdo de animais imu-
nizados.

Além do fragmento scFv, também foi iniciada a selecao do fragmento Fab de
anticorpos humanos contra a toxina LT-1 por técnica de phage display a partir de uma
biblioteca de Fab humana sintética. Atualmente, diversos anticorpos ja foram gerados
contra diferentes patdégenos bacterianos utilizando a tecnologia de phage display,
como por exemplo para Streptococcus pneumoniae (KIM et al., 2018); Streptococcus
mutans e sobrinus (ALAM et al., 2018); Leptospira (MOHD ALI et al., 2021); Escheri-
chia coli produtora da toxina de Shiga (LUZ et al., 2015); Mycobacterium tuberculosis
(YAN et al., 2020; KAWASAKI et al., 2019; HAMIDON et al., 2018) dentre outros.

Para a obtencéo deles via selecao phage display, se faz necessaria a utilizacao
de bibliotecas de anticorpos. Deste modo, a biblioteca sintética estabelecida nesse
trabalho, denominada de F foi construida utilizando como molde um Fab anti-MBP (do
inglés “maltose-binding-proteins”), com a sequéncia de um arcabou¢o humano otimi-
zado e diversificando os trés CDR-H e o CDR-L3; e contém 3x10'° clones Unicos de
fagos (PERSSON et al., 2013). Esta biblioteca foi cedida por meio de um acordo de
transferéncia de material (MTA) entre o Instituto Butantan e o Laborat6rio do Dr.
Sachdev Sidhu da Universidade de Toronto (Canada). Ela chegou ao Brasil via impor-
tacdo em gelo seco e no segundo semestre de 2021, foram iniciados 0S processos
para a sua implementacao pela primeira vez no Laboratorio de Bacteriologia pela Dra.
Daniela Luz.

Como primeira etapa para selecéao foi realizada a titulacdo do fago auxiliar
(M13KO7). Este fago possui o restante do genoma viral responsavel pela montagem
das particulas virais pos replicagdo do material genético intracelularmente (ROTH et
al., 2021; FRENZEL et al., 2014). Ele possibilita a propagacéo da biblioteca F, visto
que ela foi gerada em fagemideos (vetores que possuem a proteina plll do fago M13

logo apds o sitio multiplo de clonagem), o que possibilita a execucéo da expressao de
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anticorpos fusionadas a proteina plll (ROTH et al., 2021; FRENZEL et al., 2014 AH-
MAD et al, 2012; KNAPPIK et al., 2000).

Os fagos M13 foram obtidos numa concentracdo menor do que a hecessaria
para cobrir todos os clones da biblioteca; por isso foi necessario amplificar e gerar
fagos auxiliares em maior nimero. Embora a concentracao obtida foi menor do que o
esperado (1 x 10'? fagos/mL) foi possivel seguir com as etapas da selecdo. Cabe
ressaltar que além do fago auxiliar, outra etapa importante é a utilizacdo de uma li-
nhagem celular bacteriana resistente a fago T1, como a E. coli OMNIMAX quimiocom-
petentes, utilizadas durante todo o processo de selecdo, que carregam o0 genotipo
tonA, que confere resisténcia a infeccdo por fagos T1 e T5 (TONIKIAN et al., 2007).

A selecdo contra a toxina LT-I foi realizada com quatro ciclos para enriqueci-
mento, no entanto, por técnica de ELISA ndo foi observado esse enriquecimento.
Frente a tais resultados questionamos se nos ciclos haveria a presenca de particulas
virais e fragmentos Fab e os resultados observados pela técnica ELISA mostraram
gue os ciclos de selecéo apresentaram reatividade apenas com o conjugado M13, o
que demonstra a presenca de particula viral principalmente nos inputs dos ciclos de
selecéo contra LT-1, porém, ndo evidenciando a expressao de Fab na superficie (da-
dos ndo mostrados). A auséncia de clones na selecao contra LT-I também levantou
um guestionamento sobre a viabilidade da biblioteca F amplificada. Sua funcionali-
dade foi analisada por técnica de ELISA a fim de detectar a presenca de particula viral
(utilizando-se o conjugado anti-M13 HRP) bem como saber se estavam realizando o
display correto do anticorpo (com a utilizacao do anti-FLAG HRP); como controle po-
sitivo, foram utilizadas as aliquotas das bibliotecas vindas do Canada.

Os resultados nos mostraram que a biblioteca F amplificada continha particulas
virais, no entanto, nao evidenciou a presenca de Fab funcional na superficie, diferen-
temente do observado com as aliquotas vindas do Canada, utilizadas como o contro-
les positivos, que demonstram-se reativas para os dois conjugados (dados n&o mos-
trados).

Tais resultados justifica 0 ndo enriquecimento observado na selecdo contra LT-
I, evidenciando que a biblioteca sintética amplificada no Brasil utilizada ndo estava
funcional, impossibilitando a obtencéo de clones. De toda forma, mesmo com o tempo
exiguo conseguimos estabelecer o funcionamento da biblioteca F no laboratorio de

Bacteriologia do Instituto Butantan.
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Além da geracao de anticorpos, nosso trabalho teve também como objetivo va-
lidar a via LT-I em células Caco-2 e analisar a viabilidade do uso do modelo zebrafish
para estudos com a toxina LT-I, avaliando-se inicialmente sua sensibilidade frente a
toxina LT-I por via transdérmica e, posteriormente a migracdo sistémica. Para que
futuramente conseguissemos utilizar tais modelos em nossos estudos com a toxina
LT-1, principalmente analisar o potencial neutralizante dos anticorpos anti-LT gerados
no presente trabalho.

As células Caco-2 sdo uma linhagem celular bem estabelecida e utilizada em
diversos estudos, incluindo-se com a toxina LT-I. Isto porque essas células expressam
a maioria dos transportadores, enzimas metabolizadoras de drogas e receptores epi-
teliais normais, incluindo o gangliosideo GM1 (LEA, 2015; JAHN; BIAZIK, BRAET,
2011), principal receptor da toxina LT-l. Os estudos realizados por Jahn e colabora-
dores (2011) evidenciaram que a maior expressdo desses receptores em células
Caco-2 é dependente do aumento do niumero de passagens de cultura celular.

Assim, no presente trabalho visualizou-se a internalizacéo da toxina LT-FITC
por microscopia confocal na 622 passagem das células. As andlises referentes a estes
ensaios sao descritas no ANEXO |. Em suma, a analise ortogonal corroborou a pre-
senca da toxina LT-FITC associada a membrana e nucleo celular. Portanto, fica claro
a partir desses estudos que a translocacado da toxina da superficie apical para a ba-
solateral da célula epitelial requer endocitose e processamento em um ou mais com-
partimentos intracelulares, como ja descrito em outros trabalhos (GUIDRY et al., 1997,
CIEPLAK et al. 1995; LENCER et al., 1995). Nossos resultados corroboraram a via-
bilidade no uso das células Caco-2 para estudos posteriores, como por exemplo, na
andlise de neutralizacdo da toxina LT-I por anticorpos.

Ressalta-se que um outro estudo recente, de Hoffmannid e colaboradores
(2021) reafirma a viabilidade na utilizacdo de células Caco-2 para estudos com a LT.
O estudo propds um modelo de co-cultura entre as células Caco-2 e células HT29-
MTX do tipo caliciforme como modelo funcional do epitélio intestinal humano para es-
tudar os mecanismos da doenca induzida pelas toxinas CT e LT, no entanto LT mos-
trou apenas um aumento na corrente de curto-circuito nas células Caco-2, indicando
um aumento da secrec¢ao apical de cloreto.

Com relagéo aos modelos animais, conforme ja mencionado, diferentes mode-
los foram usados para examinar a colonizacao e patogénese (EVANS et al., 1975;
DEAN et al.,, 1972; DE; BHATTACHARYA; SARKAR, 1956) da doenca ou
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imunogenicidade e eficacia de vacinas candidatas ETEC (BOLICK et al., 2018; LUIZ
et al., 2015; ALLEN et al., 2006; BYRD, CASSELS, 2003; BYRD, MOG, CASSELS,
2003). No entanto, esses modelos ndo mimetizam adequadamente todo o espectro
da doenca observada na infecgcdo humana por ETEC e sao ainda mais limitados, pois
sao dificeis de reproduzir ou requerem cirurgia como desfecho.

Para contornar esse viés, apresentamos o modelo zebrafish que, possui inu-
meras caracteristicas vantajosas e que pode ser uma importante ferramenta de tria-
gem para biomoléculas terapéuticas, medicamentos, candidatos a vacinas, entre ou-
tros. Com isso, aliado aos varios estudos de patologias em larvas e peixes adultos
(NAG et al., 2018; RUNFT et al., 2013; VARAS et al, 2017; DEBNATH et al., 2013;
SZABADY et al., 2009), bem como estudos especifico de fatores de viruléncia produ-
zidos por bactérias diarreiogénicas, tendo como exemplo os estudos realizados por
Saslowsky e colaboradores (2010) com toxina colérica (CT) produzida por Vibrio cho-
lera, que ocorria a intoxicacdo de embrides de zebrafish por absorcao transdérmica
de CT via teste de toxicidade aguda de embrido de peixe (FET), dessa forma no pre-
sente trabalho utilizou-se modelo zebrafish.

De forma geral, os resultados e analises descritos no ANEXO |, mostram que,
os embrides de zebrafish apresentaram sensibilidade a diferentes concentracdes da
toxina LT-I, qguando submetidos a absor¢ao transdérmica e, embora a letalidade tenha
sido baixa foi observado fenétipos evidentes, principalmente edema na cavidade car-
diaca, vitelo, bem como curvatura da espinha e caudal, além de perda na pigmentacao
das larvas na maior concentracdo. Dada essa sensibilidade, antes de iniciarmos ana-
lises mais precisas com a toxina aplicada diretamente no intestino dos animais, para
analises imuno-histoquimicas, decidimos analisar como seria a migracéo sistémica da
toxina LT-I/FITC. Visto que, LT-l também é descrita como potente adjuvante de mu-
cosa e sistémico (HU et al., 2014; ALl et al., 2011; CONNELL, 2007; HAJISHENGAL-
LIS et al., 2005).

Em nossos estudos em zebrafish foi observada a presenca expressiva da to-
xina LT-I na cavidade cardiaca, vitelo e intestino, visualizada por microscopia de fluo-
rescéncia. Esses resultados nos levam a sugerir que a toxina LT-1 pode ter agédo sobre
o pericardio dos animais, causando edema e disfuncéo cardiaca, e posteriormente
com seu deslocamento, poderia atuar sobre o0s receptores no intestino dos animais,
desencadeando distenséo da regido do vitelo, aumentando-a de volume e compri-

mindo a regido intestinal. A presenca de LT-I nestas regifes corrobora os fenotipos
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observados devido a sua acéo téxica (tanto no FET quanto no teste de microinjecéo)
de edema cardiaco, vitelo e regido intestinal. Ressalta-se que a absorcao transdér-
mica de LT-I pelo teste FET e a inoculagdo pela via sistémica apresentaram fenotipos
semelhantes durante o desenvolvimento dos embrides e larvas do zebrafish, suge-
rindo o mesmo trafego da toxina, independente da sua via de inoculacao.

Os efeitos cardiotdnicos observados em zebrafish trazem novos questionamen-
tos em relacdo a interacdo de LT-I com as células que integram o tecido muscular
cardiaco, como as células do miocérdio, o que seria de extrema importancia avaliar,
principalmente em relacdo a seguranca de novas formulacfes de LT como adjuvante,
a fim de investigar se estas poderiam sofrer tropismo para a regido cardiaca e gerar
possiveis riscos cardiovasculares. Cabe salientar que no modelo zebrafish, exceto
pela cardiotoxicidade apos inoculacao sistémica do LT-I, os demais efeitos descritos
em roedores foram observados em nossos estudos, apesar das vias empregadas, a

toxicidade da LT-l é semelhante.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho, prop0s estabelecer estratégias para geracao de dois dife-
rentes de anticorpos recombinantes, um fragmentos scFv e um Fab humano contra a
LT-I de ETEC, por duas diferentes metodologias, o primeiro por técnica de PCR a
partir da sequéncia genética de hibridomas previamente obtidos, e o segundo por se-
lecdo por Phage Display. Assim, foi obtido um promissor fragmento monovalente do
tipo scFv-LT, produzido em bactérias, capaz de reconhecer tanto a toxina purificada
guanto o sobrenadante de cepas bacterianas produtoras de LT-l. Bem como foi ob-
servada a viabilidade para futura selecdo de fragmentos de anticorpos do tipo Fab
humanos contra LT-I, a partir de uma biblioteca sintética por Phage Display implemen-
tada no Brasil. Assim, o scFv-LT obtido demonstra ser uma ferramenta promissora
para utilizacdo no diagnostico de surtos causados por cepas de ETEC, assim como
um futuro Fab-LT humano selecionado por phage display, podera auxiliar no trata-
mento da intoxicacdo causada pela toxina LT-I.

Além destes, podemos afirmar que, os modelos alternativos avaliados no pre-
sente trabalho, in vitro em células Caco-2 e in vivo em Zebrafish permitiram-nos validar
e corroborar a viabilidade no uso das células Caco-2 para estudos posteriores com a
LT-1; e demonstrar caracteristicas até entdo ndo conhecidas da LT-I na sua relacéo
com o hospedeiro em modelo Zebrafish. Deste modo, ambos podem servir como mo-

delos alternativos para futuros estudos com a LT-I de ETEC.
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Abstract: Heat-labile toxin | (LT-1), produced by strains of enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC),
causes profuse watery diarrhea in humans. Different in vitro and in vivo models have already
elucidated the mechanism of action of this toxin; however, their use does not always allow for more
specific studies on how the LT-1 toxin acts in systemic tracts and intestinal cell lines. In the present
work, zebrafish (Damo reriv) and human intestinal cells (Caco-2) werne used as models to study the
toxin LT-1. Caco-2 cells were used, in the 62nd passage, at different cell concentrations. LT-l was
conjugated to FITC to visualize its transport in cells, as well as microinjected into the caudal vein of
zebrafish larvae, in order to investigate its effects on survival, systemic traffic, and morphological
formation. The internalization of LT-1 was visualized in 3 x 10* Caco-2 cells, being associated with
the cell membrane and nucleus. The systemic traffic of LT-l in zebrafish larvae showed its presence
in the cardiac cavity, yolk, and regions of the intestine, as demonstrated by cardiac edema (100%), the
absence of a swimming bladder (100%), and yolk edema (80%), in addition to growth limitation in
the larvae, compared to the control group. Thene was a reduction in heart rate during the assessment
of larval survival kinetics, d ating the cardiotaxic effect of LT-1 Thus, in this study, we provide
essential new depictions of the features of LT-L

Keywords: heat-labile toxin; Caco-2 cells; zebrafish; systemic effects; cardiotoxic effect

Key Contribution: Two experimental models were evaluated for the first time; using fluorophore-
conjugated LT-1. Zebrafish is transparent, allowing for the systemic traffic observation of LT-1, as
well as enabling its use as an experimental model for adjuvant studies. The use of intestinal cells
permitted the validation of the LT-1 pathway, as has already been observed in adrenal cells.
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1. Introduction

Bacterial toxins have been increasingly recognized as important virulence factors ina
variety of pathogenic bacteria, being responsible for the symptoms associated with several
important diseases such as diarrhea [1,2].

Heat-labile toxin I (LT-I) is one of the two toxins produced by enterotoxigenic Es-
cherichia coli (ETEC) strains, a pathotype responsible for approximately 10 million cases of
diarrhea per year worldwide, mainly affecting children under five years old in low-income
areas of developing countries [3,4]. It is also considered the main pathotype that causes

“traveler’s diarrhea,” which is associated with visitors in transit through some settings in
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developing countries—mainly Latin America, the Caribbean (i.e., Haili and the Dominican
Republic), South Asia, the Middle-East, and Africa [3-5].

LT iz an oligomeric bacterial enterotoxin with an ABs-tvpe structure, composed of an
A sub-unit formed of two domains (A, and A;) connected by a disulfide bridge: A, is the
enzymatically active portion and A; serves as a support, which is non-covalently linked to
the pentameric B sub-unit [/-5]. Its internalization occurs mainly through the binding of
the B sub-unit ko the GM, ganglioside receptor present in the intestinal epithelium, which
is responsible for enabling the internalization of the enzymatically active A sub-unit of the
toein [6-3].

The active A sub-unit is allosterically activated by ADP ribosylation factors (ARFs) [9,10].
The active A; portion of the LT catalyzes the ADP ribosylation of the heterotrimeric GTPase
G, consequently activating adenylate cyclase [11]. This resulls in an increase in cAME,
leading to the activation of c AMP-dependent protein kinase A (FEA) which, in turn, phos-
phorylates multiple serine residues within the R-domain of CFTR [12], allowing for ATP
hydrolysis and gating of the chloride channel [13].

In addition to their performance in the intestinal lumen, LT-I and its sub-families
(LT-lla, LT-Ib, and LT-Nc) have also been described as potent mucosal and systemic
adjuvants [14,15]. Although the cellular and molecular events which promote such im-
munomodulatory properties have not vet been fully elucidated and described, it has been
suggested that the physical interactions generated by the binding of the B pentameric
sub-unit with ganglioside receptors located on the surface triggers one or more types of
immunocompetent cells [15-17].

To observe the action and effects of the LT-I toxin as an adjuvant, different models
have been (and/or are) used. The most widespread methodology for observing the effect
of the LT-] toxin in vive is carried out using a loop attached to the intestines of adult rabbits,
where a bacterial culture of ETEC or the toxin itself is inoculated into the animals theough
surgical techniques, generating fuid accumulation in the intestine [13]. Newbom mice
have also been used, with the percutaneous injection or oral administration of the bacterial
culture supemnatant, followed by the remaoval of the intestine for analysis | 19-21]. In studies
carried out with LT-1 and LT-II sub-families as adjuvants, the murine model is the most
widespread, in which both enteral and parenteral routes have been employed [14,15,22].
These methodologies are extremely laborious and, at present, are often incompatible with
the rules of the committees that regulate ethics in the use of animals.

In this context, the zebeafish (Danio rerio) is a vertebrale species with several ad-
vantageous characteristics filling the gap between cell cultures and rodents, allowing for
early in vivo validation, as well as several human pathogen studies |23-29], in addition to
studies evaluating the neutealization of toxins by antibodies |20], efficiency of molecules
as vaccine adjuvants |31-33], and vaccine efficacy and safety tests [34]. Zebrafish genes
show 70% similarity to those of humans [35], as well as other advantageous characteris-
tics, when compared to models already established in rodents, such as the optical clarity
of embryos and larvae, ease of creation and manipulation, high reproductive rate, and
rapid development, among others [26,25]. Additionally, zebrafish have a fully functional
digestive system that is visible for five days after fertilization, as well as high homology
with superior vertebrate organisms, in terms of cell composition [36,27]. Furthermore,
the presence of GM; ganglioside receptors has been observed |25]. Considering these
advantageous characteristics, combined with the limitations of current animal models used
for LT-1 boxin studies, the zebrafish presents itself as an interesting model for potential use
in studies concerned with LT-I produced by ETEC.

Concerning studies of LT-1in vitro models, adrenal cell lines Y-1 and CHO epithelial
cells (Chinese Hamster Ovary) are usually used, enabling several studies, such as those
aimed at their detection |39,40], neutralization by antibodies [41], or elucidation with
respect to the type I secretion system (T2 55) [42], among others. In adjuvant studies
assessing the mode of action and effect on the immune system by the LT-1 toxin, the human
cell line derived from colorectal adenocarcinoma (Cace-2) has been widely used [43,44].

89



Toxing 2001, 13, 419

Jof 15

(a) (b) (¢ (d)

This line presents several advantageous characteristics, such as spontaneous differentiation
into enterocytes (under normal culture conditions), maintaining the morphological and
functional characteristics of the mature cement, and the expression of GM, ganglioside
receptors [45,46). Thus, as a human cell line, Caco-2 cells have characteristics closer to the
real target of the toxin LT-I than adrenal and epithelial cells of murine arigin do, for use as
an in viteo model for the detection and neutralization of the LT-[ toxin. Herein, we assessed
the analysis of the LT-I toxin pathway employing zebrafish as a substitute for mammal
models, as well as human intestinal Caco-2 cells, for validating the in vitro fate of LT-1.

2. Resulls
2.1. Toxin and Caco-2 Cell Inferaction

Different concentrations of Caco-2 calls were evaluated, and 3 = 107 cells per well
was determined as a suitable concentration for all experiments, as higher cell numbers
impaired the assay (data not shown).

Ehodamine phalloidin and DAF] luorophores at 1200 dilutions allowed for micro-
scopic visualization (Figure 1), where the efficiency of labeling the toxin LT-I with FITC
(LT-I/FITC) was confirmed by a fluorescence assay of the interaction of the toxin and
Caco-2 cells (Figure 2), and visualizing its internalization in both the cell membeane and
the nucleus, thus showing its retroprade transport (Figure 2],

Figure 1. Flusrscence mit'nmnlpl.' at the concentration of 3 107 Caco-2 cally per well: (a) Caco-2 cells, ph.nw comtrast;
{b) Cell nucleus stainesd with DAFL, in blue; (] Actin of the cell wall stained with rhod umim'-ph.LI]nidin, in red; (d) Owerlay

of all Fuorescence images.

2.2 Systemic Distribution of LT-I Toxin in Zebrafish

The systemic traffic of the LT-1/FITC toxin was monitored in 24 hpi zebrafish larvae
for up to % hpi. Through fuorescence analysis, internalization of the toxin and ils evi-
dent presence in the cardiac, yolk, and intestine regions were observed (Figure 3e-h). In
contrast to that observed in the larvae, the results obtained with the lluorephaore FITC
(negative controls, Figure Ja-d) suggest the traffic of LT-1 through the inkestinal tract and
its subsequent elimination.

The traffic of LT-I across the intestinal tract was well-defined in in zebrafish intestine
(Figure 4], as, at 24 hpi, the toxin was located in the intestinal bulb; at 48 and 72 hpi, the
toxin was present in the mid intestine; and, at 9% hpi, LT-l was encountered in the posterior
intestine, which was completely different from the FITC control, in which it was located in
the intestinal bulb throughout the analyses.
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Figure 2. Fluorescence microscopy of LT-1-/FITC interaction with Caco-2 cells for 7 b, visualized with magnification of 63x:

(3) Caco-2 cells, phase contrast; (b) Cell nucleus stained with DAPL, in blue; (¢) Actin of the cell wall stained with rhodamine

phalloidin, in red: (d) LT-1/FITC toxin; () Overlay of all Huorescence images; (£) Orthogonal analysis of LT-1/FITC toxin in

Caco-2 cells, visualizing the toxin marked with FITC (—) associated with both the cell membrane and the nucleus; (g) 3D
analysis of LT-1/FITC toxin in Caco-2 cells, evidencing the presence of toxin marked with FITC () in the cell membrane

and nucleus.

Figure 3. Fluorescence microscopy of systemic trattic of LT-1 toxin in zebrafish larvae up to 96 hpi, visualized at 40x

magnification: (a-d) FITC {control) by fluorescence microscopy—{a) 24 hpi; (b) 48 hpi; (c) 72 hpi; (d) 96 hpi; (e-h) LT-1/FITC
by Huorescence microscopy—{e) 24 hpi; (f) 48 hps; () 72 hpi; and (h) 96 hpi. Visualized using a Lumar V12 stereomicroscope
with Axiocam MRC REV 3. Fluorescence deconvolved using the AxioVisson®™ software (Carl Zeiss, Germany), using the

tollowing cabibration parameters: (.8 lenses, 52 magnification, —0.10 brightness, 5.78 contrast, and gamma 2.20.
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Figure 4. Diagram of zebrafish intestine, showing intestinal bulb, mid intestine, and posterior intestine,
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2.3. Phenotypic Assessment in Zebrafish Larvae Exposed to LT-I Toxin

Compared to the control (FITC), 64% of the larvae exposed to LT-I/FITC survived in
the 96 hpi (Figure 5a); however, they presented malformation events after 24 hpi (Figure 6;
cardiac edema). At 96 hpi, 100% of the larvae showed no swimming bladder, while
pericardial and yolk edema also occurred in 100% and 80% of the larvae, respectively, when
compared to the control group (Figure 5b). The deaths observed in the control group (20%)
within the first 24 h were within the normal range, according to the literature, as were the
malformations observed in the spine and tail (which were within the limit of 30%) [47].

100

- FITC - FITC
- LTAITC £ 80‘ - LTFITC
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%

g 404
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(b)

Figure 5. Survival kinetics and malformation events of zebrafish lirvae microinjected with the toxin LT-1 (1 = 31) and FITC
{1 =12} (control): (a) Larvae survival kinetics; and (b) Malformation events observed at 96 hpi in zebrafish larvae with

LT bosin.

The macroscopic morphology visualized under a magnifying lens showed that the
LTI toxin induced significant pericardial and yolk edema in the larvae, compared to the
control group. Qualitative measurement of these malformations showed that the LT-I toxin
caused yolk edema in the larvae, thus showing significance at 96 hpi, compared to the
control group larvae (Figure 7a). Furthermore, it also influenced larval growth, showing a
significant decrease, in relation to control larvae, at all analyzed times (Figure 7b).
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Figure 6. Malformation events observed in larvae injected with the LT-1/FITC toxin and FITC (as
control) at different times. Visualized using a Leica M205C LASV 4.11 with software magnification
of 28x and 80x: (a-d) Larvae microinjected with FITC at (a) 24 hpi; (b) 48 hpi; () 72 hpi; and
(d) 96 hpi; and (e-h) larvae microinjected with LT-1/FITC at (e) 24 hpi; (f) 48 hpi; (g) 72 hpi; and
{h) 96 hpi. Yellow dotted: heart; light blue dotted: yolk; purple dotted: larva length; and dark blue
dotted: intestine.
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Figure 7. Measurement of heart circumference, yolk, and length of zebrafish larvae injected with toxin LT-1 (n = 31) and
FITC (1 = 12) (control) at different times of analysis: (a) yolk circumference, (b) larval length, and (¢) heart circumference.
All values express the mean + SEM. The differences were considered statistically significant when * p < 0.01, as determined
using the GraphPad Prism software (GraphPad Software, v6.02, 2013, La Jolla, CA, USA).

The cardiac region of all larvae treated with the toxin showed an expressive increase

and a statistically significant difference during all periods, compared to the larvae treated
only with the FITC control (Figure 7c). The edema in the pericardial area of all larvae
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treated with the toxin was reflected by cardiac dysfunction, as evidenced by the reduction
in heart rate over the analyzed periods, mainly at % hpi (Figure £).

5 i = 30 s FITC
LI : _ @ i % _+_ = LTHTE
E'rli. - ¥ %m- * oy -l
A “we 3 ' ;ui s %
0 - Fw £ 10 L]
§ 5 £ n
: S £,
4 hgi T2 hpl % hpi
] el id)

Figure 8. Heart rate at different times of microinjection of zebrafish larvae with toxin LT-L/FITC (1 = 31) and FITC (control-
it=12). (a} 4 h]:li; ibj -H'I-]'lpi; ()72 h]:li,,; Eﬂj%h]:li. All values exl:m:ﬂullw mean = SEM. The differences wers considersd
statistically significant when gt < (101 & calculated using the GraphPad Prism (Graph Pad Software, v6.02, 2013, La Jolla,

CA,USA).

3. Discussion

The purpose of the current study was to analyze the LT-] pathway in Caco-2 cells and
the feasibility of the use of a zebrafish model in determining the transdermal and systemic
fate of this toxin. Significant advances in elucidating the pathway and mechanism of LT
in vitro cell lines were emploved [40-42], with Caco-2 cells having been employed among
them. These cells express most transporters, drug-metabolizing enzymes, and normal
epithelial receptors, including the ganglioside GM; [45,46]. Its expression in Caco-2 cells is
dependent on an increase in the number of cell culture passages [46]. Thus, in this study,
we were able to visualize the internalization of the LT-FITC using the same concentralion
previously emploved [41,42]. The analysis was performed by confocal microscopy in the
2nd passage of cells, with a concentration of 3 » 1(P cells/well. Orthogonal analysis
corroborated the presence of the LT-FITC toxin to be associated with the cell membrane
and nucleus. Hence, from these studies, it is clear that toxin translocation from the apical
b the basolateral surface of the epithelial cell requires endocytosis and processing in one
or more intracellular compartments, as has already been described elsewhere [22 48-50].

Animal models have been used o examine the colonization and pathogenesis [ 18,1921 51]
of disease or immunogenicity and efficacy of ETEC vaccine candidates, induding intranasal
and orogastric adult mouse models [52-55], an infant mouse challenge model [56], a rat
model [57], a rabbit ileal loop (RIL) model [21], and a reversible intestinal tie adult rabbit
diarrhea (RITARD) model [58]. These models do not adequately mimic the full spectrum of
the disease observed with human ETEC infection and are further limited, as they are difficult
to reproduce, or require surgery and for death as an endpoint. An ideal model requires
the absence of antibiotics or surgical intervention, incorporates an orogastric challenge of
bacteria, and demonstrates intestinal colonization, diarrheal disease, and the development of
profective immunity.

The zebrafish model emerged o overcome such biases, as it has a fully functicnal
digestive system, which is visible five days after fertilization, as well as high homology
with superior vertebrate organisms, in terms of cell composition |36,37]. This has allowed
for several studies of gastrointestinal pathologies in larvae and adult fish, such as that
observed in studies carried out with Vilwio cholera [59-61], evidencing the potential of
this animal model for intestinal colonization analysis using this tvpe of bacteria. This
maodel, in addition to intestinal colonization, also allows for the specific study of virulence
factors produced by diarrheagenic bacteria, having, as an example, the cholera toxin (CT)
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produced by Vibrio cholera—a toxin with which LT-I shares structural elements, affinity
fior the GM; receptor in eukaryotic cells, and enzyme activity [3,6,7,62]. In a recent study,
intoxication of zebrafish embryos by transdermal CT absorption—using the Fish Embryo
Acute Toxicity test (FET) [63]—made it possible to assess the role of two proteins in CT
retro-translocation, after internalization in the intestinal epithelium [33].

Thus, these and other studies using the zebrafish model were successful, due to their
several advantages, in relation to other mammals; mainly consisting of their small size,
high fertility, rapid development, and transparency, thus allowing for the capture of images
in real-time [26, 28] Although zebrafish can connect the gap between assays based on cell
cultures and biological validation in higher vertebrate animals, they provide a far more
distant model from humans than other animals, such as rodents; for example, its physiology
is not identical to that of humans and several human disorders are difficult to reproduce in
this model. In addition, some genes appear as two copies; therefore, it is more difficult to
determine functional roles in this species [47 64-68]. As such, the zebrafish model does not
replace the use of rodent animals—as these provide data that are more easily extrapolated
b humans—but it may serve as an important screening ool for therapeutic biomolecules,
drugs, and vaccine candidates, among others, in order to complement tests based on
rodents or cells, helping to predict the safety of such biopharmaceuticals and, consequently,
reducing the overall costs of biological validation [26-28 47,64,67].

In this context, in a trial employing a FET test [63] 24 h after fertilization in ze-
brafish embryos submitted to transdermal absorption of different concentrations of the LT-1
toxim [35], the sensitivity of the embryos was dependent on the increase in concentration of
the LT-1 toxin. Although the lethality of embryos during survival kinetics analysis was low,
evident phenotypes of edema were observed in the cardiac cavity and in the yolk, curvature
of the spine, and cawdal vein, and loss of pigmentation in the larvae were demonstrated at
the highest concentration (see Supplementary Figure 51).

Given this sensitivity, combined with the transparency advantage of zebrafish larvae,
the systemic teaffic of the LT-1/FITC toxin was analyzed by microinjection into the caudal
vein of zebrafish larvae (see Supplementary Video 51). An expressive presence of the LT-1
toxin in the cardiac cavity, yolk, and intestine was observed through use of fluorescence
microscopy. These results lead us o suggest that the toxin LT-I may have an action on the
pericardium of the animals, causing ederna and cardiac dyvsfunction; meanwhile, with its
later displacement, it acts on the GM; receptors in the intestine, iriggering distension of
the yolk region, thus increasing it in volume and compressing the intestinal region. Its
presence in these regions corroborates the phenotypes observed due to its toxic action
{both in the preliminary FET test and in the microinjection test) of cardiac edema, yolk, and
intestinal region. It is noteworthy that the fransdermal absorption of LT-1by FET test and
the systemic inoculation (through the caudal vein) showed similar phenotypes during the
development of the zebrafish embryos and larvae, suggesting the same traffic of the toxin,
regardless of its inoculation route.

Moreover, in terms of enterotoxicity, LT-I and CT (commonly known as HTL) have
been shown o be involved in the strengthening of immune responses o co-administered
antigens, as extensively reviewed by |15,16,6%]. While it is evident that HTL are potent
adjuvants, their inherent toxdcities have precluded their use as adjuvants in human vac-
cines [16]. This omission is particularly relevant for mucosal vaccines. Mouse models have
demonstrated that HTL, when administered by the intranasal route, efficiently binds to
the nasal neurpepithelium and is subsequently trafficked, by retrograde transport, along
the underlying olfactory nerves to the olfactory bulbs in the brain [70,71]. Such retrograde
transport might exert an inflammatory effect on brain tissues. Furthermaore, they are highly
inflammatory when injected into mice dermis or in subcutaneous tissues. Upon injection,
they elicit self-limited local erythema and swelling at the site of injection, which may persist
for weeks and eventually resolve without sequelae [72].

In an attemipt to produce an HLT in which the potentially serious toxicities were
abrogated, recombinant engineering has been employed to produce non-toxic forms of
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HTL. For this purpose, mutant holotoxins were engineered, which targeted single-point
amino acid substitutions at amine acids in the A polypeptides considered to be critical
for ribosylation activity [15]. Furthermore, the use of LT-IIb and LT-llc as adjuvants
induced less edema, cellular infiltrates, and general inflammation at the site of intradermal
injection [14].

Except from cardictoxicity after the systemic inoculation of LT-1 in zebrafish (see
Supplementary Videos 52 and 53), the other effects described in rodents, in spite of the
emploved routes, the toxicity of LT-1 were similar, as established for the first time herein in
a zebrafish model. Mortality and clinical signs are usually analyzed, in order to evaluate
the innate (non-specific) or adaptive (specific) immune system response. Zebrafish also
have a well-maintained adaptive immune system, composed of T- and B-lymphocytes
that develop from the thymus and kidneys, respectively |43]. Hence, in the present work,
besides serving as a prototype for enteroboxicity, we present Danio rerie as an excellent
experimental model for studies on the safety of new formulations of HTL as adjuvants,
highlighting improvements in both time and cost reduction in research and analyses, as
well as the use of Caco-2 cell lines as tools for future efficient analyses concerning the
LT-1 tonim.

4. Materials and Methods
4.1. LT Toxin

The LT toxin type I (LTh Lot # 14004} used in this study was obtained from a hybrid
toxin, which was purified and lyophilized [43]. It was provided to us by Dr. Elizabeth B.
Morton and Dr. John D Clements of the Department of Microbiology and Immunclogy,
Tulane University, New Orleans, Louisiana, United States of America. For the conjugation
of the toxin with fluorescein isothiocyanate (FITC; Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany),
a concentration of (L001 g/mL was used; for in vitro and in vivo tests, concentrations of
25 and 15 pg/mL were used, respectively [33,41].

4.2, Caco-2 Cell

Caco-2 cells at the 62nd passage were thawed and cultured in 75 mrm” culture lasks
{Techno Plastic Products, Switzerland, CH) in DMEM containing 4.5 g/mL glucose (Cul-
tilab, Campinas, 5F, Brazil) and 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco, Thermo Fischer,
Waltham, MA, USA), at 37 “C and with 5% COs, until reaching 7% confluence. To prepare
the plates, the cells were removed from the bottle with the addition of 2 mL of trypsin
and neutralized with 2 mL of DMEM containing 10¢% FBS after the observation of cell
detachment. The cells were transferred to a 50 mL polypropylens tube for centrifugation
at 259 g for 5 min at 4 “C. Then, the supernatant was discarded and the precipitate was
resuspended in 5 mL of DMEM containing 10% FBS medium. Cell concentrations were
adjusted after counting in a Neubauer chamber.

4.3. Conjugation of LT with FITC Fluorophore

Conjugation was performed, as previously described [73], using a standardized
volume of (.05 mL of the LT-I toxin at a concentration of 0.001 g/mL, incubated with
0.25 mL of FITC (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) and 0.30 mL of HEPES buffer (N-(2-
hydroxyethyl) piperazine-N'-(2-ethane sulfonic acid; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, UUSA)
at pH 5.5 for 3 h at a temperature between 2 and —2 “C. The solution was homogenized
every 30 min, and 060 mL of ammonium chloride solution was added after 3 h. The con-
tents were transferred toa Vivaspin 2 10,000 MWCO column (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Germany), and 0.5 mL of HEPES pH 8.3 buffer was added as washing buffer. Then, they
were centrifuged at 5975 g for 5 min at 19 °C and five washes were performed with 1 mL
of HEPES pH 5.5 bulffer, followed by centrifugation at 5975x ¢ for 5 min at 19 °C. The
excess of free FITC was removed from the column and stored at —20 °C.
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4.4. Fluorescence

Caco-2 cells were cultured, detached from the bottle with trypsin, and distributed on
13 mm-diameter sterile glass coverslips contained in 24-well cell culture plates. In order to
standardize the cell concentration for better visualization, the concentrations of 1 x 103,
3% 10,1 x 10,3 x 10%, and 2 x 10° cells /well were analyzed. For fixation, paraformalde-
hyde solution (PFA) with Triton X-100 (4% PFA, 5% sucrose diluted in PHEM bulffer) was
added for 5 min at room temperature. Washing was carried out with pH 6.9 PHEM buffer
{2mM HEPES, 10 mM EGTA, 2 mM MgCl,, and 60 mM PIPES) plus glycine (100 mM) for
5 min. Then, PFA solution was added for 15 min, followed by another cycle of washing
with PHEM-glycine buffer for 10 min. For the visualization of actin filaments and the
nucleus, cells were incubated for 30 min with rhodamine phalloidin (Invitrogen, Thermo
Fischer Scientific, Carlsbad, CA, USA) and DAPI (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) in
dilutions of 12200 and 1:500, respectively, diluted in PHEM-glycine buffer. The coverslips
were coupled to slides added with Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA),
dried, and subsequently stored at —20 °C. After standardization of cell concentration, the
tests were carried out with the addition of LT-I/FITC. For this, the steps mentioned above
were performed and, after 18 h of incubation, a volume of 1 mL/well-containing 2.5 ug /mL
of the LT-I toxin in DMEM (Cultilab, Campinas, SP, Brazil) containing 2% FBS was added
to the cells and incubated at 37 °C, with 5% CO; for 7 h. The fixation and staining steps for
the actin filaments and the nucleus, with rhodamine phalloidin and DAPI, respectively,
were conducted using the standardized dilution. The coverslips were coupled to the slides
added with Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), dried, and subse-
quently stored at —20 “C. Visualization of the assay was performed using a Confocal Laser
Scanning Microscope (Confocal TCS, SP8, Leica, Germany). All experiments were executed
independently three times.

4.5. Zebrafish Husbandry

The experiments were carried out on the Zebrafish Platform of the Butantan Institute
(CeTICs/FAPESP), with adult zebrafish (<18 months of age) of the AB strain (Intemational
Zebrafish Resource Center, Eugene, OR) under the following conditions: Room temper-
ature, 28 “C; dark cycle, 14/10 h; and groups separated by sex and raised in individual
aquariums present in a specific rack (ALESCO, Monte Mor, SF, Brazil), in order to maintain
water throughout the system (60 g mL ! instantaneous sea salts from the ocean).

4.6. Zebrafish Embryo Toxicity Assay (Fet Test OECD 236)

Zebrafish embryo toxicity assays were realized according to the OECD guideline
No. 236: Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test. Assays were conducted in 24-well
plates (Costar” 24-Well Cell Culture Cluster, Corning Incorporated, NY, USA) with five
embryos (4- to 32-cell stage) per treatment /concentration at 28 °C. Embryos were exposed
to different concentrations of LT-I toxin diluted in E2 medium, and the experiment was
performed in quadruplicate. After treatment, embryos and larvae were monitored with a
Leica M205C fluorescence stereomicroscope and /or collected at several time points (24,
48, 72, and 96 hpi), where each individual embryo was scored for mortality (embryo
coagulation) and morphological malformations.

4.7. Microinjection into Zebrafish Laroae

Zebrafish embryos were collected in spawning traps, and larvae, 24 h post-fertilization
(hpf) (final n = 43), were transferred to a petri dish (100 x 25 mm) with 5 mL of E2
0.5 x medium (7.5 mM KH,POy, 25 mM Na,;HPQ,, 15 mM NaCl, 05 mM KCl, | mM
MgSOy + 7 H20, 1 mM CaClz + 2 H20, and 0.7 mM NaHCO:) and 0.4% tricaine (ethyl-
3-aminobenzoate, #MS-222, Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA). Under anesthesia,
the larvae were placed in another Petri dish with E2 medium and Pronase enzyme (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) at a concentration of 0.02 mg/mL, until the chorions
were removed, and observed using a Leica M205 C stereomicroscope (Leica Microsystems,
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MNewmarket Bd, Cambridge, UK). After decorionization, the embryos were washed and
kept in E2 medium until the beginning of the experiment.

Larvae with 24 hpf (n = 43) were individually injected into the tail vein with 1.5 ug /mL
of LT-I/FITC (n =31} or 0.5 pg/mL (n = 12} of FITC {as a control) using microcapillaries (#
5242952008 femtotips 930,000,043 with 0.5-0.7 um, Eppendorf, Hamburg-Nord, Germany)
coupled to an Injectman® 4 pneumatic microinjector (Eppendorf, Hamburg-Nord, Ger-
many) pressurized to 2-3 nL {Video 52). The embryos were kept in an oven at 28 °C and
analyzed for survival kinetics and malformations after 24 (larvae with 48 hpf), 48 (larvae
with 72 hpf), 72 (larvae with 96 hpf), and 96 h (larvae with 120 hpf). The microinjection
was performed under a Leica M205 C stereomicroscope and images of each larva (n = 43),
at each time, were obtained under anesthesia using a Lumar V12 stereomicroscope with
Axi-ocam MRC REV 3. Fluorescence was observed using the Axio software Vision™ (Carl
Zeizs, One North Broadway, NY, USA).

4.8. Phenotypic Analysis

During the survival kinetics analysis, 96 hpi larva malformation phenotypes, such as
larval growth, malformation of the spine and tail, volk, and pericardial edema, and the
absence of a natural bladder, were observed using a Leica M205 C stereomicroscope.

The analysis of the larval length, circumference of the cardiac region, and volk, was
performed at 24, 48, 72, and 96 hpi in the LT-1/FITC toxin group and the control group
({FITC). With the larvae on a glass plate in the lateral position, with the aid of a Leica
M5 C stereomicroscope and the Leica Application Suite software (LAS v4.11, Leica
Application Suite software, ELLA), measurements were performed, emphasizing that the
total body length was measured from the head to the tip of the tail. To assess the possible
cardiotoxicity of the LT-I toxin, the heartbeats of both groups were recorded at 24, 48,72,
and 96 hpi, under 12 5x magnifications, for 15 s using the Image] software (v.1.810_172,
Leica Application Suite software, ELJA).

4.9, Zebrafish Ewutfunnasia

The euthanasia of zebrafish larvae was carried out at the end of the experiments, with
their immersion in a 4% tricaine solution diluted in 0.5 = E2 medium. Then, the absence
of a heartbeat was confirmed using a Leica stereomicroscope (M205 C), after which a 10%
bleach solution was added.

4.10. Statisbical Analysis

All values are expressed as the mean + SEM. The data were oblained using the
analysis of variance { ANOVA) and multiple comparison tests. Differences were considered
statistically significant when p < 0.01, as determined using the GraphPad Prism software
{Graph Pad Software, ve.(2, La Jolla, CA, USA, 2013).

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ S www.mdpicom /article/
103350 bowines] 3060419 /=1, Figure 51: Malformations observed in zebrafish embryos in the Fish
Embryo Toxicity (FET) test performed with the toxin LT, Video 51: Microinjection technique through
the caudal vein of zebrafish, Video 32: Heartbeat of sebrafish birvae microinjected with FITC (control
group), Video 53: Heartbeat of zebrafish larvae microinjected with LT-1/FITC.
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Figure S1. Phenotypes observed in zebrafish larvae, after FET test with different concentrations of
LT-I toxin for 96 h. (A) Healthy zebrafish larva (control); (B-G) Larva evaluated after intoxication
with LT-1 (B) 0.31 nM. (C) 0.62 nM. (D) 1.5 nM. (E) 2.5 nM. (F and G) 5 nM. Red arrow: enlarged
cardiac cavity; Black arrow: yolk edema; Green arrow: urogenital edema; Blue arrow: caudal curva-
ture; Orange arrow: curvature of the spine.
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