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METODO E ENSAIO PRE-CLINICO PARA OBTENGCAO DE VACINA USANDO
BACILO CALMETTE-GUERIN (BCG) E MYCOBACTERIUM SMEGMATIS QUE
EXPRESSAM OS FATORES DE VIRULENCIA BFPA E INTIMINA DE
ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGENICA (EPEC)

CAMPO DE APLICACAO

[0001] A presente invencdo se refere ao método para
obtencdo de wvacina wusando bacilo Calmette-Guérin (BCG)
(vacina contra a tuberculose) e Mycobacterium smegmatis
(espécie bactéria alcool-acido resistente do género
Mycobacterium) expressando os fatores de viruléncia do gene
bfpA e intimina de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC).
A cepa vacinal da presente invencdo é empregada para ativar
0 sistema imunoldgico a produzir protecdo local a desafios
com cepas virulentas de EPEC. A cepa MC155 Mycobacterium
smegmatis e a cepa Moreau de Mycobacteriun bovis (BCG) foram
cedidas pelo Instituto Butantan.

FUNDAMENTOS DA TECNICA

Escherichia coli Enteropatogénicas

[0002] Diarreias sdo infecgcdes gque respondem por
aproximadamente 3,3 a 6 milhdes de mortes anuais de criancas.
Africa, Asia e América Latina s&o os continentes mais
afetados. Cerca de 3 a 20% dos episddios de diarreia aguda
em criancas menores de cinco anos tornam-se persistentes.
Diarreias persistentes sdo os episddios diarreicos com
duracdo igual ou superior a 14 dias. Os agentes mais
frequentes nos isoclados de fezes de criancas com diarréia
persistente sdo Escherichia coli enteropatogénica cléssica
(EPEC), Salmonella, Escherichia coli enteroagregativa

(EAEC), Klebsiella e Cryptosporidium.
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[0003] Entre os varios patdgenos que causam
diarreias, Escherichia coli, coletivamente designadas
enterovirulentas, constituem uma das causas mais comuns,
particularmente nos paises em desenvolvimento.

Descricdo da bactéria

[0004] E. coli ¢é a Dbactéria mais abundante na
microbiota normal intestinal (cerca de 1078 unidades
formadoras de coldénias/g de fezes). A maioria dos isolados

dessa bactéria ndo produz doenca. Pelo contrario, protege
contra infeccgdes competindo com bactérias patogénicas por
espago e nutrientes no habitat intestinal. E. coli produz
substdncias antimicrobianas, como as colicinas, que impedem
a colonizacdo do intestino por outras bactérias. A populacéo
de E. coli da microbiota intestinal, gquando reduzida por
antibidéticos, ¢é frequentemente substituida por patdgenos
intestinais. Cepas de E. coli da microbiota intestinal normal
foram e tém sido usadas como modelo em tecnologia de DNA/RNA
e obtencdo de proteinas recombinantes. Grande parte dos
conhecimentos que se tem hoje de biologia molecular foi
obtida usando E. coli como modelo experimental.

[0005] E. coli é um Dbacilo curto qgque ndo forma
esporos, Gram negativo, as vezes com fimbrias e que cresce
em meios de cultura simples ou sintéticos nos quais glicerol
ou glicose sdo as Unicas fontes de nutrientes. Sua membrana
celular é revestida por uma parede de estrutura complexa que
contém moléculas de lipopolissacarideos (LPS) ou endotoxinas
O e de componentes dos flagelos H (ver Figura 1).

[0006] Durante o <crescimento E. coli fermenta

lactose, produz 1indol, d& reacdo positiva no teste de
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vermelho de metila e negativa nas reacdes para “urease de
Voges-Proskauer, e n&do fermenta citrato. E. coli é ainda
caracterizada por um esquema complexo de sorotipagem
envolvendo 173 antigenos O (lipopolissacarideos), 80 EK
(capsular), e 56 H (flagelar), todos podendo ainda ser
divididos em antigenos parciais (Ver Tabelas 1 e 2 a seguir).
Apesar do numero final de sorotipos obtidos pela mescla
desses antigenos serem da ordem de 50.000 - 100.000 ou mais,
0 numero de sorotipos patogénicos causadores de infeccgdes
gastrintestinais é bastante limitado.

[0007] Da populagdo normal de E. coli emergiram as
seguintes cepas patogénicas:

- E. coli enterotoxigénica (ETEC).

- E. coli enteropatogénica (EPEC).

- E. coli enterohemorrédgica (EHEC).

- E. coli enteroinvasora (EIEC).

- E. coli enterocagregativa (EAEC).

[0008] Entre essas cepas destacam-se EHEC e EPEC. A
cepa EHEC causa diarreia ndo sanguinolenta, colite
hemorradgica e a sindrome hemolitica urémica (HUS); a cepa
EPEC causa diarreia aquosa prevalente em criancas até 1,5-
2,0 anos de idade.

[0009] A cepa EHEC produz multiplos fatores de
viruléncia. Os mais importantes sdo toxinas inibidoras de
sintese de proteinas: Shiga toxinas 1 (Stxll) e 2 (Stx2).

Tabela 1- Sorogrupos Associados com enteroviruléncia de

Escherichia coli

Categoria Sorogrupos O predominantes

Enterotoxigénica (ETEC) LT: 1,6, 7, 8, 9, 128
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LT: +8T: 11, 15,20,25, 27, 60,
63, 75, 78, 80, 85, 88, 89, 99,
101, 109, 114, 139, 153.
sT: 12, 78, 115,148, 149, 152,
159, 166, 167.
Enterohemorragica sorotipos. | 157, 26, 103, 111, 113; (além de
(EHEC) outros 50)
Enteroinvasiva (EIEC) 11, 28, 29, 112, 115, 124, 130,
143, 144, 147, 152, 164, 167,
173.
Enteropatogénica (EPEC) 18, 26, 44, 55, 86, 111, 114,
119, 125, 126, 127, 128, 142,
145, 157, 158
Enteroaggregativa (EaggEC) 3, 15, 44, 51, 77, 78, 86, 91,
92, 111, 113, 126, 141, 146.
Difusamente aderente (DAEC) 75, 15, 126.
Tabela 2 - Aspectos Clinicos das Infecgbdes por
Escherichia coli Patogéncias
Tipo de | Epidemiologia Periodo |Diarreia | Sintomas Sequelas
E. de adicionais
coli* incubacgéao
ETEC Criancas > 10-72 hr Diarreia | Nausea, Interrup
adultos aquosa cbdlica céo do
viajantes abdominal regime
internacionai + febre alimenta
S baixa r -
reducao
do
crescime
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nto
linear
EPEC Criancgas nos | Muito Aguda; Teste Indice
paises em curto: 9- | persiste | positivo de
desenvolvimen | 12 hr aquosa para mortalid
to lactoferri | ade: 25%
n nas - 70%
fezes,
vémitos,
febre,
desidratac
ao
EaggEC | Criangcas nos | 20-48 hr Persiste | Febre em Pode
paises em aquosa 12% dos interfer
desenvolvimen casos; ir no
to fezes crescime
sanguinole | nto
ntas em
cerca de %
dos
pacientes
EHEC Todas as | 12-60 hr Diarreia | Leucbdcitos | Progress
idades/Predom aguda e do para
indncia nos sanguino | lactoferri | HUS/TTP
Estados lenta na nas em 2%-8%
Unidos, (progrid | fezes em dos
Canadéa, e para cerca de casos;
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paises
industrializa

dos.

, sangue,
muco,
podem ser
vistos nas
fezes;
c6dlicas
abdominais
muito

fortes

Europa e no colite 30%-40% rarament

Cone Sul da hemorrég | dos casos; | e

América do ica em febre em ocorrem

Sul. cerca de | 0%-32%; bbitos;
38% - moderada complica
61%); as | leucocitos | ¢des
vezes e ocorrem
nao nas
ocorre idades
diarreia extremas
sanguino
lenta

EIEC Todas Muito Diarreia | Leucbdcitos | Hipoglic
idades/concen | curto aquosa e emia,
tra-se nos seguida lactoferri | especial
10-18 hr

paises em de na nas mente

desenvolvimen disenter | fezes; nos mal

to; surtos em ia. puruléncia | nutridos
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Possivel Desconhec | Aguda em | Desconheci | Desconhe
patdgeno ido trés do cido
principalment estudos;
e em criancgas persiste
mais velhas nte em
1; néo
associad
a em
muitos
outros
estudos
[0010] A caracterizacdo das cepas patogénicas

baseia-se em determinag¢des soroldgicas de um grande numero
de diferentes combinacdes, como j& referido, de sorogrupos
O e de H. A heterogeneidade antigénica das cepas patogénicas
se expressa na diversidade, distribuicdo, e associacdo dos
fenétipos observados nos estudos epidemioldgicos realizados
em diferentes regides do globo. Estudos recentes de tipagem
molecular pelos métodos de andlises RAPD “randomly amplified
polymorphic DNA” usando sondas bem definidas, e PFGE “pulsed-
field gel elctrophoresis” mostraram que a diversidade entre
as cepas é maior do que a revelada nas anadlises fenotipicas.

[0011] Sorogrupos O dependem da heterogeneidade do
LPS cuja estrutura geral estd representada esquematicamente
na Figura 2. IPS é um lipideo complexo, lipideo A,
constituido de unidades do dissacarideo [-1,6-glucosamina
unidas por ligacdes fosfodiésteres. Os grupos aminos sé&o

substituidos por unidades de 4acido B-hidroximiristico,
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enquanto os demais grupos OH livres s&o substituidos por
dcidos graxos de cadeia longa.

[0012] LPS ativa macrdédfagos e induz a liberacdo das
seguintes citocinas destas células:

[0013] IL-1. Ativa o} endotélio vascular e
linfécitos; induz destruicdo de tecidos e aumento do acesso
de células no local em que é liberada; induz producdo de IL-
6. Efeito sistémico: febre;

[0014] IL-8. Induz gquimiotaxia para leucbdcitos;
aumenta o acesso de células efetoras no local em que é
produzida; ativa os leucédcitos polimorfonucleares e a
ligacdo por [B2-integrinas;

[0015] TNF-a - Ativa o endotélio vascular e aumenta
permeabilidade vascular responsaveis por aumento na entrada
de IgG, componentes do sistema complemento e de células no
local em que é liberado; potencializa o fluido de drenagem
para os ganglios linfaticos. Dessas ag¢gdes resultam os efeitos
sistémicos: febre, mobilizacdo de metabdélitos e choque;

[0016] IL-6. Ativa os linfécitos e aumenta a producédo
de anticorpos. Efeitos sistémicos: induz febre e producédo de
proteinas de fase aguda;

[0017] IL-12. Ativa as células NK; induz a
diferenciacdo de

[0018] células T CD4 para células THI1.

[0019] Nas bactérias EHEC a viruléncia se expressa
de duas maneiras: produgdo de toxinas e habilidade para
colonizar o intestino. EPEC ndo produz toxinas.

[0020] A colonizacgdo da mucosa intestinal por EPEC e

EHEC relaciona-se com a producdo de uma lesdo na mucosa
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intestinal observada por microscopia eletrdnica denominada
“attaching and effacement lesion” (“AE”, lesdo por adesédo e
destruigcdo) (Ver Figura 3 - Reproduzido de: Rothbaum R,
McAdans Ay, Giannella R, et al: “A clinicopathologic study
of enterocyte-adherent ©Escherichia «coli: A cause of
protercteddiarrhea in infants. Gastroenterology”, v. 83, p.
441, 1982).

[0021] “AE” acontece em seguida ao contato com essas
bactérias e se caracteriza por destruicdo localizada da
bordadura em escova das microvilosidades dos enterdécitos,
seguida de adesdo intima das bactérias a membrana dessas
células. No sitio de adesdo da bactéria, a membrana do
enterdécito forma uma estrutura semelhante a pedestal.
Andlises pela microscopia de fluorescéncia usando anticorpos
monoespecificos anti-componentes do citoesqueleto marcados
com compostos fluorescentes revelaram gque na Aarea da
superficie da célula hospedeira correspondente a adesdo das
bactérias héd acumulo de actina polimerizada, o-actitinina,
talina e ezrina. Tanto em EHEC como em EPEC, as proteinas
que medeiam essa adesdo sdo codificadas por genes dispostos
no cromossomo em uma “ilha de patogenicidade”, denominada
locus of enterocyte effacement (LEE). Em seguida ao contato
intimo entre bactéria e célula hospedeira os genes desse
locus sdo ativados e a bactéria passa a secretar as
correspondentes proteinas: EspA (em EHEC) ou BfpA (em EPEC),
EspB e EspD. A seguir, a bactéria constrdéi um aparelho de
exportacdo que inclui um tubo feito de multimeros, de EspA;
esta organela serve de conduto entre a bactéria e a célula

hospedeira. Através desse conduto a bactéria transfere EspB
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para a superficie da célula hospedeira. EspB esta
provavelmente envolvida na formacdo de poros na membrana da
célula hospedeira. Depois da transferéncia, EspB passa a ser
encontrada tanto na membrana como no citosol da célula
hospedeira. As proteinas EspB e EspD, como parte constituinte
do aparelho de condugdo, associam-se na formacdo de poros na
membrana da célula hospedeira. A organela construida de EspA
é usada para transferir moléculas do receptor para intimina
(Tir) e inseri-las na membrana da célula hospedeira. Da
ligacdo entre moléculas de intimina da superficie da bactéria
e receptores Tir inseridos pela prépria Dbactéria na
superficie da célula hospedeira, resultam eventos no
citoesqueleto que promovem “AE”. A Figura 4 mostra,
esquematicamente, a estrutura do aparelho de secrecéo
resultante da associagdo das proteinas EspA, EspB e EspD. A
Figura 4 é reproduzida de: Rothbaum R, McAdans AJ, Giannella
R, et al: “A clinicopathologic study of enterocyte-adherent
Escherichia coli: A cause of protercteddiarrhea in infants.
Gastroenterology”, v. 83, p. 44, 1982.

[0022] Mecanismos de Defesa

[0023] As mucosas que revestem os tratos
respiratérios, digestivo e génito-urindrio, a conjuntiva, o
ouvido interno e os ductos das glédndulas exdédcrinas possuem
dispositivos eficientes que removem e degradam material
estranho. Possuem, também, um vasto e especializado sistema

imune local especializado na protecgdo local contra insultos

externos, tanto inertes (poeiras) como vivos (agentes
infecciosos), denominado genericamente MALT “mucosa-
associeted limphoid tissue". No ser humano normal cerca de
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80% do sistema imune estaria localizado no MALT. Este
compartimento do sistema imune exerce trés grandes funcgdes
gerais:

[0024] (a) protege as mucosas contra a colonizacédo e
invasdo por patdgenos potencialmente infecciosos;

[0025] (b) previne a 1ingestdo de antigenos néo
degradados oriundos de alimentos ou de microrganismos
comensais; e

[0026] (c) previne a inducdo de resposta imune
positiva contra microrganismos comensais e de alimentos que
penetrem a mucosa.

[0027] MALT, ao contrario do sistema imune geral,
convive com grande gquantidade de substdncias estranhas:
seleciona contra o dgque deve desenvolver resposta imune
positiva (efetora) ou a favor de que deve desenvolver uma
resposta imune negativa (toleréncia). Quando MALT produz
resposta imune ativa contra antigenos potencialmente néo
patogénicos, ocorrem reacgdes inflamatdérias, como a doenca
celiaca (resposta inflamatédria crdnica do trato superior do
intestino delgado a uma reacdo de hipersensibilidade
imunoldégica decorrente da resposta imune local a proteina de
gliten de cereais o-gliadina. Estabelece apds a introducéo
de alimentos sé6lidos na dieta e é caracterizada por atrofia
das vilosidades intestinais, deficiéncia na absorcdo de
alimentos seguida de desnutrigdo. Persiste enquanto ndo se
remove as fontes de gluten da dieta) e a doenca de Crohn
(Doenca inflamatdéria crdénica do intestino. Embora comumente
restrita a porcdo terminal do ileo e ao colo, nas formas

graves pode afetar todo O trato gastrintestinal. A doenca de
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Crohn se caracteriza por reacdo inflamatdédria intramural,
estenose do lume intestinal e formacdo de granulomas.
Acredita-se que seja resultante de uma reacéo de
hipersensibilidade <celular dependente de 1linfécitos T
estimulados pelo contato com antigenos de bactérias
comensais) .

[0028] Como esse sistema ndo discrimina substéncias
provenientes de microrganismos patogénicos das provenientes
de comensais apatogénicos ou de alimentos, admite-se que
reconheca peptideos de uns e de outros. A conduta futura no
direcionamento da resposta dependeria de mecanismos
dispostos ao longo das cadeias de reacdes moleculares e
celulares ainda mal conhecidas.

Células imunes do MALT

[0029] De acordo com a localizacdo da mucosa e do
estado funcional encontram-se na MALT em diferentes
proporgdes, os seguintes tipos celulares: a) células
apresentadoras de antigenos, CAA, convencionais como
macrdéfagos, células dendriticas e 1linfécitos e, néo
convencionais como certas células epiteliais; b) linfdécitos
T exibindo TCR tanto «o/f como Y/d; e, c) linfdcitos B.

[0030] Linfécitos T sdo requeridos na inducgdo da
resposta imune das mucosas para desenvolver inflamacgéo,
tolerédncia, auxilio especifico para producdo de linfécitos
T citotdxicos (CTL) ou IgA secretora (S-IgA) . 0
comprometimento de linfdécitos B, mudanca de classe (p -o) e
interacgdes linfécitos T e B que resultam na producdo de S-
IgA constituem fendmenos centrais na resposta imune das

mucosas.
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[0031] Linfécitos T reguladores classificam-se em
trés grupos: (a) linfécitos T wvirgens CD4+ ou CDB+; (b)
linfécitos T ativados (efetores); e, (c) linfécitos T de
memdria.

[0032] A ativacdo de linfécitos auxiliares virgens
CD4+ (TH) resulta no desenvolvimento de pelo menos duas
populacdes de linfécitos efetores fenotipica e
funcionalmente diferentes: TH1 e TH2.

[0033] Linfécitos TH1 produzem as citocinas IEN-Y,
IL-2 e linfotoxina, que s&o comumente associadas a respostas
imunes mediadas por <células dirigidas para patdgenos
intracelulares, nas hipersensibilidades do tipo retardado e
em certas doencas autoimunes como encefalite experimental e
diabetes tipo-1.

[0034] Linfécitos TH2, produzem as citocinas IL-4,
JIL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 que sdo cruciais no controle de
infecgdes por patdgenos extracelulares como nas infecgdes
por helmintos. Producdo das citocinas cléssicas de TH2 como
IL-4 e IL-13 ¢é também observada nas doencas atdpicas e
alérgicas e usualmente sdo acompanhadas com producdo de IgGl
e IgE e ativacdo de eosindéfilos e mastédcitos.

[0035] Os receptores para quimiocinas CCR5 e CXCR3
tém sido encontrados em lifdécitos TH1, enquanto receptores
para as gquimiocinas CCR4, CXCR4 e CCR8, além dos receptores
co-estimuladores Tl e o receptor indizivel ICOS tém sido
detectados em linfécitos TH2.

[0036] Linfécitos T CD4+ precursores de células
auxiliares normalmente reconhecem peptideos associados a

produtos classe II de CPH e expressam TCR o/f, CD3+, CD4+,

PeticB0 870210010906, de 01/02/2021, pag. 40/144



14/45

CD8-. Precursores de linfécitos TCL expressam TCR o/p, e
usualmente reconhecem peptideos associados a produtos classe
I de MHC na célula alvo e exibem fendtipo CD3+, CD4-, e CD8+.
Na mucosa intestinal o tecido linfdéide assume estrutura e
disposicéo caracteristicas. Esse tecido coletivamente
designado GALT "gut-associated lymphoid tissue" distribui-
se, anatomicamente, de maneira estratégica a interagir com
o0s antigenos originados do contetdo intestinal.

Anatomia de GALT

[0037] A mucosa intestinal ¢é revestida, na face
luminal, por epitélio colunar simples contendo cilios que
formam a "bordadura em escova", ou seja, a superficie luminal
das células epiteliais do intestino (enterdcitos) é
finamente pregueada em microvilosidades a maneira de uma
escova. As microvilosidades s&o recobertas de muco e de
glicoproteinas. Tal conformacao estrutural aumenta
apreciavelmente a superficie de absorcdo de agua, nutrientes
e de outros produtos. Essas microvilosidades contém muitas
das enzimas digestivas e sistemas de transporte que

participam no metabolismo e na 1ingestdo de material

digestivo.
[0038] Esses epitélios apoiam-se em um tecido
conjuntivo frouxo contendo fibras colagenas,

fibroblastos/fibrécitos, mastdcitos além das células imunes
em transito. Fibras e células encontram-se imersas na
substéncia fundamental amorfa, abundante, contendo
glicoproteinas e substdncias absorvidas no lume intestinal,
em trdnsito para os vasos sanguineos ou linfaticos. Ha,

ainda, substéncias extravasadas desses vasos para serem
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expelidas no lume intestinal. A mucosa forma expansdes
digitiformes, as vilosidades intestinais, com criptas entre
duas vilosidades adjacentes.

[0039] GALT pode ser dividido em dois sitios
efetores: linfécitos difusamente espalhados no epitélio e na
ldmina prépria e linfécitos organizados em estruturas bem
definidas como as placas de Peyer e os gédnglios linfaticos
mesentéricos (GLMs), além de foliculos linféides pequenos
distribuidos ao acaso pela lédmina prépria.

Placas de Pevyer

[0040] Sdo agregados macroscdpicos de tecido
linféide encontrados na submucosa ao longo do intestino
delgado. No camundongo, o desenvolvimento das placas de Peyer
e do tecido linfdide periférico sdo processos distintos. O
tecido 1linféide das placas de Peyver ¢é induzido por
linfotoxina-alPf2, (LT-alp2) produzida por progenitores de
linfécitos CD3- CD4+ recirculantes em resposta a produgdo
local de IL-7. A entrada de progenitores de linfdécitos CD3-
CD4+ nos esbocos de placas de Peyer em desenvolvimento requer
a expressdo de receptores para quimiocina CXCR5. LT-olp2
ativa seletivamente a subunidade heterodimérica do fator
nuclear (NF) -KB, através da ativacéao mediada pala
sinalizacdo de receptores de linfotoxina-f (LTRR) gque se
expressa pela proteina VCAM-1 "vascular-cell adhesion
molecule 1" em células mesenquimais. Placas de Peyer maduras
consistem de colegdes de foliculos 1linfdéides grandes
contendo linfécitos B intercaldas com A&reas ricas em
linfécitos T. As &reas de tecido linfdéide sdo separadas do

lume intestinal por uma camada de epitélio colunar simples
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conhecida como FAE "folicle-associated epithelium". Logo
abaixo do epitélio encontra-se uma adrea mais difusa conhecida
como SED. FAE possui niveis baixos de enzimas; a "bordadura
em escova" é menos pronunciada e é infiltrada com células
dendriticas, linfécitos T e B, e macrdéfagos. Chama atencédo
a presenga nessas Aareas de enterdcitos morfologicamente
diferentes, sem microvilosidades e cobertura de muco
inserida irregularmente no epitélio. Essas células,
conhecidas como "células M”, diferenciam-se a partir de
enterbécitos sob a influéncia da citocina LT-alB2 produzida
principalmente por linfécitos B. As células M podem se ligar
a patdégenos como Salmonella, Shigella, Yersinia, retrovirus,
e em outros antigenos particulados.

GLMs - Ganglios Linfidticos Mais Volumosos do Corpo.

O processo de desenvolvimento dessas estruturas ¢é
diferente dos ganglios linfaticos periféricos e das placas
de Peyer. A auséncia de TNF, TNFR, LT-alf2 e LT-BR ndo afeta
substancialmente o desenvolvimento ontogenético dos GLMs. A
acumulacdo de linfécitos nos GLMs requer LIGHT, outro ligante
de LT-BR, L-selectina, e w47 integrina. Como esta molécula
de adesdo direciona a entrada de linfdécitos tanto nos tecido
linfbéides periféricos como nos de mucosas, os GLMs se
comportam como encruzilhada no trdnsito de linfdécitos em seu
processo de recirculacéo.

Indugdo de resposta imune na mucosa intestinal

[0041] As células M ingerem antigenos complexos do
lume intestinal e, como ndo possuem produtos classe II de
MHC, transfere-os intactos para células apresentadoras de

antigenos profissionais (CAA). Entre as CAA destacam-se
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células dendriticas de diferentes subpopulagdes. As CAA
recebem e processam as moléculas de antigeno gque receberam
das células M. Dirigem-se para as &areas de tecido linfdide
e apresenta aos linfdécitos T ou B peptideos do antigeno que
receberam associados a produtos classe I1 de MHC. Nas placas
de Peyer linfécitos B comprometidos com esses antigenos
depois de expressarem moléculas monoméricas de IgM promovem
“classe switching" IgM-S-IgA. Varios fatores locais,
incluindo TGF-f, IL-10 além de sinais emitidos pelas células
dendriticas e pelos linfécitos T influenciam esta mudanca de
classe.

[0042] Linfécitos primados nas placas de Peyer
migram através dos vasos linfdticos locais para os GLMs onde
sofrem diferenciacgdo adicional e onde passam a residir por
um certo tempo. Depois de certo tempo, desalojam-se, dirigem-
se para a ducto toradcico, dail para corrente sanguinea para,
finalmente, estacionarem-se na mucosa.

[0043] Os linfécitos, depois de ©primados ©pelo
antigeno no GALT, deixam de expressar L-selectina e passam
a expressar moléculas de ad4p7 integrina. Isto direciona a
emigracdo dos linfécitos da corrente circulatdédria sanguinea
para interagir com o ligante para o4pf7 integrina, adesina
MAD-CAM1 "mucosal addressin cell-adhesion molecule”,
expressa nas células endoteliais dos vasos das mucosas.
Paralelamente, linfécitos T oriundos no intestino, passam a
expressar receptores para a quimiocina CCR9. Esses
linfécitos adguirem entdo a propriedade de responder a
estimulacdo pela quimiocina CCL25, designada TECK "thymus-

expressed chemokine". Esse padrdo de adesdo, molécula de
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adesdo versus receptor para quimiocina, é distinto do exibido
por linfécitos T primados nos orgdos linféides periféricos.
Como na populacdo de linfécitos primados nos orgdos linfdides
periféricos a integrina é «wd4f7, denominada VLA4, “very late
antigen 4”7 e o receptor para gquimiocina CCR4, ndo podem
migrar para as mucosas.

[0044] Os linfécitos que entram na mucosa
redistribuem-se em compartimentos distintos. Linfbécitos B ja
comprometidos com diferenciacdo para plasmdécitos produtores
de S-IgA permanecem na lamina prépria. Linfdcitos T CD4+
conquanto também permanecam na lamina prépria, distribuem-
se uniformemente nas unidades vilosidades-criptas. Cerca de
60% dos linfécitos T CD8+ assentam-se epitélio enquanto o
restante se difunde na lamina prépria.

[0045] As fungdes dos linfdécitos T da lédmina proépria
sdo mal conhecidas. Como muitas dessas células expressam
fendtipo de linfécitos de memdria, admite-se que ja tenham
entrado em contato com antigeno.

[00406] Linfécitos T CD4+ da lédmina prdépria séo
particularmente importantes na regulacdo da imunidade local.
Em geral ndo respondem aos sinais de estimulacdo provenientes
de receptores de linfécitos T (TCR). Entretanto, em seres
humanos, respondem a estimulacdo quando CD2 é usado como
molécula acessodria. Produzem grandes quantidades de
citocinas, entre elas IFN-Y, IL-4 e IL-10. Funcionam ainda
como células reguladoras na manutencgdo da tolerédncia para
antigenos da dieta e de patdgenos comensais.

[0047] Linfécitos T CD8+ da lémina exercem funcdes

efetoras; alguns exibem potente acdo citotdéxica, isto &, séo
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CTLs; outros funcionam como células "helper" para linfécitos
B e plasmbécitos na producdo de S-IgA.

S-IgA - Principal classe de imunoglobulinas nas secrecgdes.

[0048] A sintese de sua peca J e subsequente ligacédo
com a cadeia polimérica de IgA ocorre no plasmbdécito. As
células epiteliais sintetizam um componente gque age como
receptor de superficie para facilitar o transporte da
molécula de IgA sintetizada através do epitélio. A
resisténcia da molécula de S-IgA as enzimas proteoliticas
torna essa imunoglobulina adequada na defesa das mucosas. S-—
IgA promove a "exclusdo imune" de Dbactérias e virus
patogénicos, além de toxinas e outras moléculas, funcéo
facilitada ela afinidade da molécula de S-IgA para O muco.
S-IgA neutraliza diretamente virus e serve de mediador em
reacdes de citotoxicidade mediadas por células e anticorpo.

ANALISE DO ESTADO DA TECNICA

[0049] Breve pesquisa em bancos de dados referente
ao assunto permitiu observar a preocupacdo em se obter
vacinas relacionadas as doencas diarreicas. O documento n.
WO 2007/089205 (2007 - SBL VACCIN AB) se refere a vacina
oral contra a cdblera e diarreia causada por ETEC —
Escherichia coli enterotoxigénica que consiste de dquatro
cepas do Vibrio cholerae, inativadas por calor ou formalina,
e uma subunidade B recombinante da toxina da cdlera (rCTB).
A formulacdo da vacina estd Dbaseada na quantidade de
bactérias presentes de cada cepa, bem como no contetdo de
rCTB. Para evitar a degradacdo da rCTB no ambiente &cido do
estdbmago, a vacina é misturada com uma solucdo tampdo de

bicarbonato de sédio antes de ser ingerida.
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[0050] O documento WO 2010/005868 (2010 - South
Dakota State University) se refere a uma vacina contra a
Escherichia coli enterotoxigénica. A vacina pode incluir uma
estirpe de Escherichia coli. A estirpe de Escherichia coli
K88 pode produzir fimbrias e uma proteina de fusdo incluindo
uma enterotoxina LT mutante associado com uma enterotoxina
STb. Um método de exemplo para a producdo de uma vacina para
suinos diarreia pods-desmame pode incluir o fornecimento de
uma primeira estirpe de Escherichia coli. A estirpe pode
incluir o gene eltAB eo gene estb. O método pode também
incluir a amplificacdo do gene eltAB, a mutacdo do gene
eltAB, gerando uma fusdo genética do gene mutante com o eltAB
gene estb, e transformando uma segunda estirpe de Escherichia
coli, com a fusdo genética.

BREVE DESCRICAO DO INVENTO

[0051] Diferentemente do proposto até o momento, a
presente invencdo se propde ao desenvolvimento de wvacina
usando bacilo Calmette-Guérin (BCG) (vacina contra a
tuberculose) e Mycobacterium smegmatis (espécie bactéria
dlcool-4cido resistente do género Mycobacterium) expressando
os fatores de wviruléncia do gene BfpA e Intimina de
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC). A cepa vacinal da
presente 1invencdo ¢é empregada para ativar o sistema
imunoldégico a produzir protecdo local a desafios com cepas
virulentas de EPEC.

[0052] A motivacgdo do desenvolvimento da presente

vacina tem, como principais justificativas:
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a) Criancas que se recuperam de diarreias causadas por EPEC
ndo se re-infectam, mas quando se re-infectam apresentam
manifestacdes brandas; |

b) Nao héa vacina anti-EPEC;

c) Antibidéticos ndo sdo recomendados para tratamento de
diarreias: subvertem a microbiota intestinal facilitando a
proliferacdo de bactérias patogénicas e ©pode induzir
resisténcia, condicéao que dificultaria o) tratamento
posterior de eventuais infecc¢des sistémicas mais graves como
endotoxemias causadas pela mesma bactéria responséavel pela
diarreia. Antibidticos s&o caros, as vezes inacessiveis para
populacdes de baixa renda; e

d) BCG foi selecionado como vetor dos fatores de viruléncia
de EPEC pelas seguintes razdes: BCG exibe patogenicidade
relativamente baixa, ndo possui LPS, componente
desencadeador de chogque endotoxémico, possui atividade
constitutiva de adjuvante imunoldgico, pode ser administrado
tanto por via parenteral como oral e pode ser cultivado e
quantificado por métodos simples Jj& estabelecidos.

DESCRICAO DOS DESENHOS

[0053] A complementar a presente descricdo de modo a
obter uma melhor compreensdo das caracteristicas do presente
invento e de acordo com uma preferencial realizacédo pratica
do mesmo, acompanha a descricdo, em anexo, um conjunto de
desenhos, onde, de maneira exemplificada, embora néao
limitativa, se representou seu funcionamento:

[0054] A figura 1 representa o esquema geral da

superficie externa de E. coli;
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[0055] A figura 2 representa a estrutura esquematica
da molécula de lipideo A;

[0056] A figura 3A mostra, de forma esquematica, a
patogénese do attaching and effacement lesion em
enterbécitos. (1) Interacdo entre EPEC epitélio mediada por
pilus formadores de feixes; (2) Evento de transducdo de sinal
que leva ao aumento intracelular de ions de Ca++ e destruicédo
das microvilosidades; (3) O produto bacteriano, Intimina,

[0057] medeia adeséao intima entre epitélio e
bactéria com reorganizacdo do citoesqueleto; (4) Bactérias
aderentes no pedestal penetram a célula dentro de vacuolos
e se situam na regido perinuclear;

[0058] A Figura 3B representa a microscopia
eletrdnica da attaching and effacement lesion “B” bacteria
e “P” formacdo do pedestal;

[0059] A Figura 4 é a representacdo esquematica do
aparelho de secrecdo que EPEC constrdi para aderir as células
epiteliais;

[0060] A Figura 5 representa os Mecanismos de
Secrecdo nos Enterdcitos; e

[0061] A Figura o é uma imagem ilustrativa
reproduzida de Rothbaum R, McAdans AJ, Giannella R, et al:
A clinicopathologic study of enterocyte-adherent Escherichia
coli: A cause of protercteddiarrhea in infants.
Gastroenterology, v. 83, p. 441, 1982.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0062] A  presente invencdo tem  por objetivo
principal a produgdo de BCGs recombinantes gque expressam

fatores de viruléncia de Escherichia coli Enteropatogénica
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(EPEC), mais especificamente, BCGs recombinantes que induzam
resposta 1imune especifica para epitopos ©presentes na
proteina recombinante BfpA e a proteina Intimina de
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC).

[0063] Para tanto, o método emprega, basicamente, as
seguintes etapas:

Etapa 1- Purificar a proteina BfpA de SEQ ID NO:1 e a
proteina Intimina de SEQ ID NO:2 de Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC) para a producdo de anticorpos anti-
BfpA e anti-Intimina em coelhos;

Etapa 2 - Isolar e clonar os genes bfpA de SEQ ID NO:7
e intimina de SEQ ID NO:8 no plasmideo de expressdo (pMIP12)
em M. smegmetis e M. bovis, e obter e selecionar cepas de
BCG gque contenham um dos vetores recombinantes pMH12-bfpA e
PMH12-intimina.

Etapa 3 - Amplificar a sequéncia do gene que codifica
bfpA e intimina e sequencia-los;

Ftapa 4 - Verificar se as cepas de rBCGs contendo o
gene bfpA de SEQ ID NO:9 e o gene intimina de SEQ ID NO:10
sintetizam a proteina recombinante BfpA de SEQ ID NO:11 e a
proteina recombinante Intimina de SEQ ID NO:12;

Etapa 5 - Desenvolver protocolos para investigar o
potencial imunogénico das cepas e usando producdo de
anticorpos como referencial; e

Etapa 6 - Desenvolver protocolos teste, in vivo, de
imunoprotecdo usando cepas EPEC tipica e atipica como agente
infeccioso nos modelos de diarreia e choque endotoxémico.

[0064] As etapas do método ora desenvolvido, serdo

melhores descritas, empregando, para tanto, descrigcdbes
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pormenorizadas das etapas que permitiram obter e confirmar
0os resultados alcancados, quais sejam:

Etapa 1- Purificar a proteina BfpA e a proteina Intimina
de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) para a producéo
de anticorpos anti-BfpA e anti-Intimina em coelhos e Etapa
2 - Isolar e clonar os genes bfpA e intimina no plasmideo de
expressdo (pMIP12) em M. smegmetis e M. bovis, e obter e
selecionar cepas de BCG que contenham um dos vetores
recombinantes pMH12-bfpA ou pMH12-intimina;

(a) Vetores multifuncionais (shuttle vectors) E. colil
/micobactéria como o pMIP12 s&o plasmideos pontes.

(b) O plasmideo pMIP12 possui uma sequéncia de Shine-
Dalgarno micobacteriana forte que permite ao gene inserido
ser de elevado poder de expressdo. Este plasmideo possui,
ainda, sitios de origem de replicacdo para E. coli e para
Micobactérias, o gene de resisténcia para kanamicina e o
promotor do gene da beta-lactamase (pBlaF) de Mycobacterium
fortuitum com seu cbddon ATG de iniciacéo.

(c) Método PCR - (Polymerase Chain Reaction) - é a
técnica que permite a ampliacdo do DNA ou RNA in wvitro,
utilizando uma reacdo enzimdtica catalisada pela enzima
polymerase:

(d) O gene bfpA e o gene intimina sdo amplificados a
partir de Escherichia coli enteropatogénica utilizando-se os
oligonucleotideos 1iniciadores. Os genes bfpA e intimina
(eae) foram amplificados por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) . O DNA gendmico do protdétipo EPEC E2348/69 foi usado
como um molde, e oS oligonucleotideos iniciadores

construidos foram os seguintes:
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- bfpA iniciador senso (FP) 5'-TAG GGA TCC CTG TCT TTG
ATT GAA TCT GCA ATG GTG CTT-3' de SEQ ID NO:3; e

- iniciador antisenso (RP) 5'-TAG GGT ACC TTA CTT CAT
AAA ATA TGT AAC TTT ATT GGT-3' de SEQ ID NO:4;

- intimina FP 5'-TAG GGA TCC GGG ATC GAT TAC C-3' de
SEQ ID NO:5; e

- RP 5'-TAG GGT ACC TTT ATC AGC CTT AAT CTC A-3' de SEQ

ID NO:6.

[0065] As regides sublinhadas indicam os locais KpnlI
e BamHI.

[0066] Os fragmentos sdo separados em gel de agarose

1,0 % e purificados por um kit para a purificacdo e
concentracdo de produtos de PCR ou fragmentos de DNA qgue
variam em tamanho de 50 bp a 10 kb. Este kit pode ser usado
para purificar DNA de volumes de reacdo de até 100 ul ou
fatias de gel de agarose de até 900 mg.

(f) Bactérias e condigdes de cultura - todas as etapas
de clonagem sdo executadas em E. coli DHba, transformadas
pelo método padrdo de CaCl,, e cultivadas em Luria-Bertani
(LB) contendo, gquando necessario, ampicilina 100 upg/mL ou
kanamicina 20 ug/mL.

(g) Clonagem dos genes bfpA e intimina no vetor pGEM-T
easy - 0s produtos de PCR purificados serdo inserido no vetor
PGEM-T easy (Promega) seguindo as orientacdes do fabricante,
transformados em E. coli DH5a e plaqueados em meio LB
contendo ampicilina, IPTIG e X-gal para selecdo dos clones
recombinantes (brancos). A confirmacd&o das clonagens é feita

apdés extracdo do DNA plasmidial de coldnias Dbrancas e
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digestdo com a enzima de restrigdo para visualizar a
liberacédo do inserto.

(h) Construcdao dos vetores de expressdo — Os genes bfpA
e intimina sdo excisados do plasmideo pGemT Easy -bfpA e do
plasmideo pGemT Easy -intimina previamente digeridos com as
endonucleases de restricdo, sendo os fragmentos liberados
das digestdes purificados por um kit para a purificacédo e
concentracdo de produtos de PCR ou fragmentos de DNA que
variam em tamanho de 50 bp a 10 kb. Este kit pode ser usado
para purificar DNA de volumes de reacdo de até 100 upl ou
fatias de gel de agarose de até 900 mg..

(1) Apds purificacédo, esses fragmentos serdo clonados,
a partir desses mesmos sitios de restrigcdo, no vetor de
expressdo de expressdo pMIP12 previamente digerido com
enzimas de restricdo. Os oligonucleotideos foram desenhados
para que a insercdo dos fragmentos em pMIPl2 permitisse que
a fase de leitura fosse mantida para a producdo das proteinas
de fusdo. As construcdes obtidas sdo, entdo, denominadas
PMH12-bfpA e pMHl2-intimina.

[0067] Resumidamente, os produtos de PCR
amplificados de BfpA e intimina (eae) foram purificados e
subclonados no vetor pGEM-T Easy (Promega, EUA). Ambos os
genes foram digeridos com BamHI e Kpnl e subclonados no vetor
micobacteriano pMIPl2 (gentilmente cedido por Brigitte
Gicquel, Pasteur Institute, France) . Os plasmideos
resultantes foram identificados como pMH12-bfpA e pMH12-
intimina. Os ©plasmideos foram validados por andlises

sucessivas com endonucleases de restricdo e sequenciacdo de
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DNA utilizando o iniciador 5'-TTC AAA CTA TCG CCG GCT GA-3'
de SEQ ID NO:13.

(j) Os plasmideos resultantes dessas clonagens sé&o
usados para a transformacdo da cepa E. coli DH5a. As coldnias
possivelmente ©positivas serdo selecionadas em meio LB
contendo kanamicina. Mini preparacdes plasmidiais a partir
das colbnias selecionadas s&o analisadas por restricdo com
as enzimas de restricdo em busca de plasmideos que carregam
separadamente os insertos bfpA e intimina.

(k) Validacdo dos Clones pela PCR — Os DNAs plasmidiais
sdo analisados em gel de agarose 0,8% corado com brometo de
etidio. As amostras contendo DNAs plasmidiais sdo, entéo,
submetidas ao experimento de validacédo dos clones. O objetivo
deste experimento é confirmar a presenca dos insertos nos
DNAs plasmidiais bacteriano.

(1) Andlise dos Produtos da PCR - Amostras das misturas
de reacdo (25ul) pré-coradas com brometo de etidio sé&o
depositadas nas canaletas de gel de agarose a 1,5%. Apds
adicdo de 10pl do tampdo de amostra 6X concentrado contendo
de bromoferol (25%) e glicerol 30% em &agua, a eletroforese
é realizada a 120V em tampdo de corrida TAE (0,04M tris-
Acetato; 0,001M EDTA). E utilizado o marcador 1lkb Ladder
(Promega, EUA). Os produtos da PCR sdo, entdo, analisados em
transiluminador UV e o gel fotodocumentado no aparelho de
foto-documentacgcdo, tal como aparelho Image Master® VDS
(Amersham Pharmacia, EUA).

(m) Desenho dos Oligonucleotideos Especificos - Apds
pesquisa (NCBI- Sequence Viewer) da sequéncia dos plasmideos

pLA71, pLA73 e pMIP12, oligonucleotideos especificos que
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parearem com sitios no gene da beta-lactamase (blaF gene)
sdo desenhados através do Programa “Oligo Tech”, wversion
1,00, Copyright® 1995.

[0068] Para a realizacdo da Etapa 3, qual seja,
“Yamplificar a sequéncia do gene que codifica BfpA e Intimina
e sequencid-los”, empregam-se 0S seguintes passos:

a) Sequenciamento - cada plasmideo contendo o gene bfpA
ou intimina é sequenciado na direcdo 5’- 3’, utilizando um
primer em tubo individual. Ao término do programa, cada
produto de reacdo é lavado com isopropanol e etanol para
remocdo dos dideoxinucleotideos ndo incorporados aos
fragmentos obtidos. Em cada tubo de sequenciamento sé&o
adicionados 40 uL e isopropanol 65%. Apds incubacdo de trinta
minutos, os tubos sdo centrifugados por 25 minutos a 12.000
rpm (26 °C) e o0s sobrenadantes sdo descartados. Sé&o
adicionados 200 upL de etanol 60% aos tubos e procedece a
centrifugacdo de 5 minutos a, preferencialmente, 12.000 rpm
(26 °C). Os sobrenadantes sdo, também, descartados e os tubos
sdo secos no termociclador a 95 °C. Ao término deste
procedimento, os tubos s&o armazenados ao abrigo da luz.

b) E adicionada Formamida, 10 pL por tubo; os tubos sé&o
colocados numa placa para sequenciamento que é levada ao
termociclador para desnaturar durante 1 minuto a 96 °C, logo
apdés colocada em banho de gelo para ocorrer um choque
térmico. A placa é levada ao sequenciador automatico, cujos
dados sdo armazenados e analisados por programa especifico,
atualmente o programa DNA Sequencing Analysis 5,2 Patch2-

BUTANTAN (3130 Genetic Analyzer).
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[0069] Na Etapa 4 do presente método é verificado se
as cepas de rBCGs contendo o gene bfpA e o gene intimina
sintetizam a ©proteina recombinante BfpA e a proteina
recombinante Intimina e, para tanto, adota-se a seguinte
sequéncia:

(a) Para a obtencdo da “Competéncia”, ou seja, a
interacdo bioldégica entre o0s organismos ou espécies em que
a capacidade de adequacdo de um é reduzida devido a presenca
de outros, Bacilos de M. bovis (BCG) s&o cultivados em
garrafas de 500 mL contendo 100 mL de meio ligquido
Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories, Oxford, UK) contendo
albumina-dextrose-catalase (ADC) 10% mais Tween80 0,05%
(MB7H9) ou meio sélido Middlebrook 7H10 (Difco) suplementado
com acido oléico-albumina-dextrose-catalase (OADC) 10%
(MB7H10), contendo ou ndo kanamicina (20 pg/mL) a 37°C em
atmosfera uUmida contendo 5 % de CO com agitacdo periddica

até a D.0O. 0,5 a 600 nm. A cultura é, entdo, centrifugada,

lavada duas vezes com Aagua ultrapura do tipo I a 4° C e

ressuspendidas em 10% de glicerol. O estoque de BCG
competente é mantido a - 80°C;
(b) Transformacdo e Selecdo - microbactérias BCG

competentes sdo transformadas com os plasmideos de expressao
por eletroporacdo. Para eletroporacdo, uma aliquota estoque
de 50-200 uL de BCG competente é misturada com 1-10 Lg de
DNA plasmidial em cubeta de eletroporacdo de 2 mm e esta
submetida a pulsagées de 2,5 kv, 25 pF e 1000 Q, num
eletroporador de pulsacao (atualmente BioRad, Hemel
Hempstead, UK). Apds eletroporacdo, o conteldo das cubetas

é recuperado em 5 mL de meio MB7H9, sem antibidético, e
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incubado a 37 °C por 20 h antes de ser semeado sobre MB7H10
contendo kanamicina (20 pg/mL) . Apds incubacdo e de 20 a 30
dias a 37°C em estufa com atmosfera umida contendo 5 % de
CO, as <coldénias transformadas s&o selecionadas. Para
extracdo de proteinas ou preparacdo do recombinante vacinal,
as coldénias isoladas de BCG serdo crescidas em garrafas de
200 mL contendo 50 mL de meio Middle brook 7H9 suplementado
com albumina de soro bovino 10 % ou Middle brook 7HI10
suplementado com ODC, mais kanamicina 40 upg/mL e incubadas
a 37° C em atmosfera umida contendo 5 % de CO, até a saturacéo
(20-30 dias);

(c) Extracdo de Proteinas - é procedida a partir dos 50
mL de meio de cultura descrito acima. 5 mL sdo destinados a
extracdo de proteinas e os outros 45 ml para a preparacdo da
vacina. Para a extracdo de proteinas os 5 mL sé&o
centrifugados a 4 000 rpm por 10’, lavado (1x) com 5 mL de
PBS, centrifugados novamente e as bactérias re-suspensas em
500 pL de PBS estéril contendo inibidores de proteases como
DTT, PMSF, Aproptin, Leupeptin e Pepstatin (0.5 pL de cada).
Em seguida as amostras sdo congeladas a -20 °C para posterior
sonicacédo. A sonicacdo, 18 ciclos com 10 segundos cada, com
intervalos de 10 segundos, as amostras sdo centrifugadas
para precipitacdo de sbélidos, e os sobrenadantes recuperados
para quantificacdo de proteina. Os extratos protéicos séo,
entdo, aplicados em SDS-PAGE (gel de poliacrilamida mais
duodecil sulfato de sédio);

(d) Preparagdo da Vacina - compreende que os 45 mL

A\Y ”

restantes do meio de cultura descrito no item “c¢” anterior

sejam centrifugados a 4 000 rpm por 10 minutos; o precipitado
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¢ lavado (2x) com 5 mL de agua ultrapura do tipo I estéril,
centrifugado novamente e as bactérias re-suspensas em 1 mL
de uma solucdo de glicerol a 10% em &gua, estéril. As
amostras sdo aliquotadas em 50 pL e conservadas a -70°C para,
entdo, serem usadas como vacinas nos camundongos.

[0070] A Etapa 5 do presente método resume-se em
desenvolver protocolos para investigar o potencial

imunogénico das cepas e usando producdo de anticorpos como

referencial. Estes protocolos utilizam os seguintes
testes/métodos:
(a) Quantificacdo de Proteinas - a quantificacdo de

todas as amostras de vacina é feita através do método do
Acido Bicinconinico, utilizando BSA (Bovine Serum Albumin)
para gerar a curva padrdo de analise.

(b) Determinacdo do Numero de Unidades Formadoras de
Coldébnias (UFC) - Feita a quantificacdo e antes de se injetar
as vacinas nos camundongos, determina-se O Numero de Unidades
Formadoras de Coldénias (UFC) gque serd aplicada nos animais.
Amostras das vacinas sdo diluidas 10° e 10° vezes e plaqueadas
em 7H10 mais kanamicina 20 upg/mL. Ao final de 21 dias o
numero de coldnias presentes nas placas deve ser contado,
determinando-se entdo o volume de vacina necessario para se
introduzir 10° UFC de rBCG em cada animal.

(c) Anadlise por Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
contendo Dodecil Sulfato de S&édio (SDS-PAGE) — Amostras das
vacinas sdo submetidas a andlise por Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida contendo Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE) .
Os géis de SDS-PAGE sdo feitos em sistema descontinuo (Bio

Rad Mini Protean II, USA), constituido de gel separador com
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12% de acrilamida (1,5 mL de Tris-HC1l 3M pH 8.8; 2,4 mL de
Acrilamida/bisacrilamida 30%; 20 uL de SDS a 10%; 45 upL de
APS a 10%; 5 pL de TEMED; 2 mL de agua destilada) e o gel de
empilhamento com 4% de acrilamida (1,5 mL de Tris-HC1l pH
6.8; 400 pL de Acrilamida/Bisacrilamida; 30 pL SDS a 10%; 30
pL de APS a 10%; 6 pL de TEMED; 1,049 mL de agua destilada)
em tampdo de corrida Tris-Glicina (Tris-base 1,5%; Glicina
7,2%; SDS 0.5%: pH 8,3) segundo a metodologia descrita por
LAEMMLI (Cleavage of structural proteins during the assembly
of the head of bacteriophage T4. Nature. v. 227, p 5259-
5680, 1970.). A corrente elétrica utilizada serd de 80 V até
as amostras cruzarem o gel de empilhamento, em seguida,
ajustada para 120 V até o fim da corrida. Amostras de
extratos de rBCG (30 pg/poco) serdo aplicadas paralelamente.

(d) Aplicacdo do método Western Blot - Amostras das
vacinas submetidas a anédlise ©por SDS-PAGE, conforme
anteriormente descrito, sdo submetidas ao método Western
Blot. Para tanto, o gel é carregado com 30 pg de cada lisado
de rBCG. Em seguida, as proteinas contidas no gel sé&o
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio Rad,
USA) utilizando o sistema Bio Rad Mini Transblot II sob
voltagem constante de 10 V por um periodo de 2h em tampéo
fosfato (Na,HPO, 1,5%; NaH,PO; 1,2%). Apds a transferéncia, a
membrana é corada com Ponceau S (Sigma Chemical Co, EUA)
(Ponseau S 1lg; ac. acético 1 mL; H,0 destilada 100 mL),
lavada com &agua destilada e bloqueada com 50 mL de leite
desnatado (leite Molico a 5% em PBS-T) overnight a 4 °C. Em
seguida, a membrana ¢ incubada com anticorpo anti-BfpA ou

anti-Intimina de coelho (IgG), e incubados durante 1,5 hora
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a temperatura ambiente. A membrana é lavada 5 vezes com PBS-T
(NaCl 0,8%; Nay,HPO, 1,15%; KC1 0,2%; KH,PO4 0,2%; 0,5% Tween)
por 5 min cada lavagem. E incubada com Anticorpo anti-IgG
arcado com peroxidase (Southern Biotecnologies, EUA),
diluido 1:3000 e 1:1000, respectivamente, durante 1,5h a
temperatura ambiente. A membrana é, novamente, lavada 5 vezes
com PBS-T (NaCl 0,8%; Na,HPO,, 1,15%; KC1 0,2%; KH,PO, 0,2%;
0,5% tween) por 5 min. Apds as lavagens, a membrana &
revelada com solucdo 3,3-Diaminobenzidina (DAB) (4,9 mL H,0;
0,1 mL Tris 2M pH 7,5; 0,3 mL Imidazol 0,1 mL, 5 mg DAB,
0,05 mL H,0,), a reacdo ¢ interrompida com adicdo de agua
destilada, logo apds a visualizacdo das bandas.

[0071] Para o desenvolvimento da Etapa 6, em
especifico, s&o realizados protocolos teste, in vivo, de
imunoprotecdo usando cepas EPEC tipica e atipica como agente
infeccioso nos modelos de diarreia e choque endotoxémico, de
acordo com oOs seguintes passos:

(i) Animais - Foram utilizados camundongos Swiss
albinos, DBA2, 1isogénicos do sexo feminino com cerca de
quatro semanas de vida, pesando entre 18 e 22 g fornecidos
pelo Biotério de Central do Instituto Butantan. Todos os
animais foram mantidos em ambiente com renovacdo de ar,
alimentacdo e &Agua, obedecendo as normas éticas para uso de
animais de experimentacdo. Os camundongos usados no
subprojeto foram mantidos e manuseados conforme as normas
éticas, internacionais que regulam o uso de animais tanto em
experimentacao como na producgao e controle de

imunobioldgicos (“International Animal Welfare
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Recommendations” e pelo “Committee Members, International
Society on Toxinology” (1992);

(ii) Esquema de Imunizacdo - Os camundongos Swiss e
DBA, foram divididos em grupos de acordo com a rBCG que foram
imunizados. Todos os grupos foram imunizados quatro vezes
(Sendo os boosters 7, 35 e 49 dias apdés a primeira
imunizacdo) injetando-se, por via intraperitoneal (i.p.) ou
via oral (v.o.), 200 uL de uma solugdo salina estéril
contendo 1x10° UFC/camundongo de BCG ou rBCG ; foi usado um
grupo como controle, que foi imunizado com a vacina BCG;

(iii) Coleta de Sangue - Amostras de sangue foram
colhidas por capilaridade do plexo retro-orbital do olho
direito antes do inicio da imunizacdo e 24 dias, 43 dias e
57 dias apds a primeira imunizacdo. Apds coagulacdo em
temperatura ambiente, as amostras ficardo a 4 °C overnight.
As amostras serdo centrifugadas a 1000 g por 10 minutos a
temperatura ambiente, e o0s soros separados, aliquotados e
armazenados a -20°C;

(iv) Aplicacdo do Método de ELISA — As analises de
inducdo de anticorpos especificos contra BfpA e Intimina nos
soros dos animais imunizados foram feitas pelo método de
ELISA. Numa placa de 96 pocos (Nalgene Nunc International,
Rochester, N. Y.) foi adsorvida a proteina, BfpA ou Intimina
ou extrato de BCG, (30 pg /mL) diluida em 50 pl de tampéao
Carbonato-bicarbonato, pH 9,6 e incubada a 4 °C por toda
noite. Apds a adsorcdo do antigeno, as placas foram lavadas
duas vezes com PBS-T e Dbloqueadas com gelatina 1% (150
nL/poco) diluida em PBS por uma hora, a temperatura ambiente.

Apbs o Dbloqueio e trés novas lavagens com PBS-T, foram
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acrescentados os anticorpos (50 pL/poco) diluidos em PBS-T,
comecando com uma diluicdo inicial de 1:2 seguindo de
diluigdes (fator 5) até o limite de 1:250. Como controle,
foi utilizado IgG de camundongos imunizados com BCG, IgG
anti-BfpA E IgG anti-Intimina. A incubacédo das placas foram
feitas a 37 °C por 45 min. Apds trés lavagens com PBS-T, foi
adicionado o anticorpo conjugado anti-IgG de camundongo
(Southern Biotechnologies, EUA) marcado com peroxidase
diluido 1:2000 (50 pL/poco) em PBS-T e nova incubacdo foi
realizada a 37 °C por 45 min. Esta reacdo foil revelada pela
adicdo do substrato H,0, e ortofenildiamina - OPD (Sigma
Chemical Co, EUA) diluidos em tampédo (5,75 mL H,0 dest.; 3,25
mL &c. citrico 0,1 M; 3,5 mL fosfato de sdédio 0,2 M; 5 mg
OPD; 0,005 H,;0,). A reacdo foi interrompida adicionando-se
H,S0; 3N (50 uL/poco) e lida em comprimento de onda de 492
nm em espectrofotdmetro de placas (Tittertek Multiskan).

(v) Deteccdo de Anticorpos Anti-BfpA e Anti-Intimina
por Western Blotting — Rmostras das proteinas BfpA e Intimina
purificadas foram submetidas a SDS-PAGE com gel contendo 12%
de acrilamida. A cada canaleta foram aplicados 15 ug da
proteina purificada. Ao término da corrida, O gel foi
submetido a etapa de eletrotransferéncia para uma membrana
de nitrocelulose de 0,45 pm (Bio Rad). O gel, a membrana de
nitrocelulose e outros componentes do sistema de
eletrotransferéncia foram imersos em tampdo de transferéncia
previamente resfriados a 4 °C. Em seguida, o gel foi montado
segundo orientacgdes do fabricante Bio-Rad- Mini TRansfer
Cell (Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA). Este sistema foi

submetido a corrente de 80 V/400 mA por 120 minutos.
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Terminada a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi
corada por vermelho de Ponceau a 0,1% (Ponceau S Solution-
Sigma Chemical Co., St Louis, USA) para verificar se houve
sucesso na transferéncia, e descorada com agua destilada. A
seguir, a membrana foi imersa em uma solucdo bloqueadora
(PBS com 0,1% de Tween20 e 5% de leite em pd desnatado)
overnight a 4 °C. Apds este periodo, as membranas foram
incubadas por 1,5h a temperatura ambiente, sob agitacéo
constante, com | um pool dos soros das quatro imunizacgdes de
cada camundongo diluidos (1:100) em solucdo de PBS-T 0,1%
com 5 % de leite em pd desnatado. Na etapa seguinte as
membranas foram lavadas 5 vezes com PBS-T 0,1% por 5 minutos
cada lavagem, e incubadas com o segundo anticorpo Anti- IgM
e IgG de camundongo conjugado a peroxidase diluido 1:2000 em
PBRS-T 0,1% durante 1,5h a temperatura ambiente sob agitacédo.
Em seguida, foram realizadas mais 5 lavagens com PBS-T 0,1%
e a reacdo foi revelada com uma solucdo contendo substrato
enzimdtico mais a substédncia crombdgena 3,3'diabencbenzidina
(DAB- Sigma Co. St. Louis, EUA). Assim qgque as bandas
tornaram-se claramente visiveis, a reacdo foil interrompida
pela adigdo de &gua.

[0072] O resultado de todo o método e desenvolvimento
consistentes descrito nas etapas supra descritas apontou uma

vacina BCG recombinante estadvel contendo os genes bfpA e

intimina de EPEC. Esta se mostrou imunogénica quando
administrada intraperitonealmente ou oralmente a
camundongos.

[0073] Obtiveram-se cepas de BCG recombinantes

estidveis e capazes de expressar os produtos dos genes bfpA
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e intimina significativos. Essas cepas sdo produtoras de
proteina recombinante BfpA e Intimina estédveis em condigdes
fisioldgicas, biologicamente ativas e imunogénicas e due,
quando administradas por via oral ou intraperitoneal em
camundongos, induzam imunidade protetora local a desafios
com cepas virulentas de EPEC.

[0074] Como complemento do método de desenvolvimento
e ensaio pré-clinico, ora pleiteado, e pelo fato dos
requerentes identificarem isdétipos de imunoglobulinas anti-
BfpA e anti-Intimina nas fezes de camundongos imunizados com
BCG que expressa a proteina recombinante BfpA ou Intimina,
produto do gene bfpA transferido de E. coli EAF (+) observou-
se que, como o0s BCGs recombinantes desenvolvidos tinham o
objetivo de protdétipar wvacina anti-EPEC, sua capacidade
imunogénica para induzir IgA precisou ser avaliada, ou seja,
foi necessario demonstrar que BCG que expressa a proteina
recombinante BfpA e Intimina, produto dos genes DbfpA ou
intimina transferido de E. coli EAF (+), gquando injetado por
via intraperitoneal induz producdo de anticorpos anti-BfpA
e anti-Intimina. Os titulos anticorpos, quantificados por
ELISA, apareceram no soro trés semanas depois da “primo-

imunizacdo” e aumentaram com os “boosters”. Esses anticorpos

reconheceram, por “Western blot”, BfpA e Intimina
recombinantes.
[0075] Para cumprir esta etapa de demonstracéo,

utilizou-se um método conhecido na patente PI 0503817-0
(Cristalia), adotando-se as seguintes etapas:
(1) Esquema de Imunizacéao e Identificacéo de

imunoglobulinas excretadas nas fezes: Grupos de camundongos
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“Swiss outbred” foram imunizados via oral com uma solucédo
contendo 1x10°® UFC/camundongo de rBCG-pMH12-bfpA ou rBCG-
pPMH12-intimina ou BCG wvazio;

(IT) Coleta das fezes: Para coleta das fezes apds a
imunizacdo, os animais dos diferentes grupos experimentais
foram colocados em gaiolas sem maravalha por 30 minutos. Os
pellets fecais foram ressuspendidos em PBS contendo 1 mM de
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF — Boehringer Mannheim
Co., Indianapolis, JIN, EUA) e 1% de soro albumina bovina
(BSA - Fisher Scientific Co., Fair Lawn, NJ, EUA) na
proporcdo de um grama de fezes para 5 mL da solucdo. Apds
repouso de 15 minutos em gelo, foram agitados vigorosamente
em agitador vdrtex e depois de mais 15 minutos em repouso,
as amostras foram novamente agitadas e centrifugadas a 22000
x g durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram removidos,
distribuidos em aliquotas e estocados a -80 °C para posterior
analise de producdo de anticorpos por ELISA;

(ITI) Determinacdo dos titulos de anticorpos IgA e IgG
anti-BfpA e anti-Intimina por ELISA.

[0076] Os titulos de anticorpos séricos (IgG total,
IgGl, IgG2a e IgA) e IgA secretada nas fezes anti-BfpA ou
anti-Intimina foram determinados pelo teste de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (ENGVALL e PERLMAN,
1971). As dosagens foram realizadas em microplacas de 96
pocos com propriedade de alta ligacdo Maxisorp (Nalgene Nunc
International, Rochester, NY, EUA) sensibilizadas com 1
ng/ml dos antigenos diluidos em tampdo Carbonato-Bicarbonato
pH 9,6 (0,05 M NazcOs e 0,05 M NaHCO3) por 16 horas a 4 °C.

Apbs este periodo inicial de incubacdo, as placas foram
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lavadas 3 vezes com tampdo PBS contendo Tween a 0,053 (PBS-
T). Apdés a lavagem, as placas foram bloqueadas com 0,5% de
gelatina em PBS-T por 2 horas a 37 °C. As amostras foram
distribuidas e diluidas em série no diluente PBS-T/Gelatina
0,958, incubadas durante 1 hora a 37 °C para dosagem de IgG
e seus isdbétipos e por 18 horas para IgA sérica e secretada.
As placas foram lavadas e 100 pL dos anticorpos anti-IgG
(diluidos 1: 2000), anti-IgGL, anti-IgG2a (diluidos 1: 1000)
ou anti-IgA (diluido 1: 500) marcados com peroxidase (Promega
Co., Madison, Wi, EUA) foram adicionados e as placas
incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente. Seguiram-
se lavagem 3 vezes em PBS-T e 100 pL do tampdo substrato (20
mg OPD diluido em 40 mL tampdo Citrato-Fosfato pH 5,0 — 0,1
M &cido citrico; fosfato de sdbédio bifédsico 0,2 M/H,0, 0,3%)
foi adicionado; as placas foram mantidas no escuro até a
reacdo ser revelada. A reacdo foil interrompida com 50 pL/pogo
de &cido citrico a 0,2 M. A leitura foi feita em A 450 nm
utilizando-se leitor de ELISA (Multiskan — Labsystems,
Helsinki, Finléandia) . Os titulos foram calculados
desprezando-se 20% do valor da absorbidncia da diluicdo de
saturacdo e expressos em log,.
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REIVINDICAGOES

1. Método e ensaio pré-clinico para obtencdo de
vacina usando bacilo Calmette-Guérin (BCG) e Mycobacterium
smegmatis que expressam os fatores de viruléncia BFPA e
intimina de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)
caracterizado pelo fato de o método produzir cepas de BCGs
recombinantes que expressem fatores de viruléncia de
Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC) , mais
especificamente, BCGs recombinantes que induzem resposta
imune especifica ©para epitopos presentes na proteina
recombinante BfpA e a proteina Intimina de Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC); em que o método emprega as seguintes
etapas:

Etapa 1- Purificar a proteina BfpA de SEQ ID NO:1 e a
proteina Intimina de SEQ ID NO:2 de FEscherichia coli
enteropatogénica (EPEC) in vitro através do método de reacédo
em cadeia da polimerase (PCR), em que o gene bfpA e O gene
intimina sdo amplificados a partir de EPEC utilizando-se os
iniciadores de SEQ ID NO: 3 e SEQ ID NO:4, e SEQ ID NO: 5 e
SEQ ID NO:6, respectivamente, em que os fragmentos obtidos
sdo separados em gel de agarose 1,0% e purificados através
de um kit para a purificacdo e concentracdo de produtos de
PCR ou fragmentos de DNA que variam em tamanho de 50 bp a 10
kb;

Etapa 2 - Isolar e clonar os genes bfpA de SEQ ID NO:7
e intimina de SEQ ID NO:8 no plasmideo de expressdo (pMIP12)
em M. smegmetis e M. bovis utilizando os iniciadores de SEQ
ID NO: 3 e SEQ ID NO:4, e SEQ ID NO: 5 e SEQ ID NO:6,

respectivamente, e obter e selecionar cepas de BCG qgue
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contenham um dos vetores recombinantes pMH12-bfpA ou pMH12-
intimina;

Etapa 3 - Amplificar e sequenciar os genes que codifica
as proteinas bfpA e intimina, em que cada plasmideo contendo
o gene bfpA ou intimina é sequenciado na direcdo 5’'-37,
utilizando o referido iniciador em tubo individual e ao
término do programa, cada produto de reacdo é lavado com 40
pL de isopropanol 65% para incubacdo de 30 minutos seguido
de centrifugacdo por 25 minutos a 12.000 rpm a 26 °C, em que
posteriormente sdo adicionados 200 uL de etanol 60% aos
tubos e procede a centrifugacdo de 5 minutos a,
preferencialmente, 12.000 rpm a 26 °C, em gque posteriormente
10 pL de formamida é adicionada por tubo, sendo os tubos
colocados numa placa para sequenciamento que é levada ao
termociclador durante 1 minuto a 96°C, seguido de banho de
gelo, para posterior insercdo da placa no sequenciador
automatico;

Etapa 4 - Verificar se as cepas de rBCGs contendo o
gene bfpA de SEQ ID NO:9 e o gene intimina de SEQ ID NO:10
sintetizam a proteina recombinante BfpA de SEQ ID NO:11 e a
proteina recombinante Intimina de SEQ ID NO:12, em que a
verificacdo é realizada respectivamente através da seguinte
sequéncia:

(a) obtencdo da “competéncia”, em que BCG séo
cultivados em garrafas de 500 mL contendo 100 mL de meio
liquido contendo albumina-dextrose-catalase (ADC), 10% mais
polissorbato 80 0,05% (MB7H9) ou meio sdélido suplementado
com acido oleico-albumina-dextrose-catalase (OADC) 10%

(MB7H10), contendo ou ndo kanamicina (20 pg/mL) a 37°C em
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atmosfera até D.O. 0,5 a 600 nm, em que a cultura &
centrifugada, lavada com A&gua ultrapura tipo I a 4°C e
ressuspendidas em 10% de glicerol, sendo que o estoque de
BCG competente é mantido a -80°C;

(b) transformacdo e selecdo, em que uma aliquota
estoque de 50-200 pL de BCG competente obtida no item “a” é
misturada com 1-10 pg de DNA plasmidial em cubeta de
eletroporacdo de 2 mm e esta submetida a pulsacgdes de 2,5
kv, 25 pF e 1000 Q em um eletroporador de pulsac¢cdo, em que
apbs a eletroporacdo, o contetdo das cubetas é recuperado e,
5 mL de meio MB7HS, sem antibidético, é incubado a 37°C por
20h antes de ser semeado sobre MB7H10 contendo kanamicina
(20 pg/mL), em que as coldénias transformadas sdo selecionadas
apds incubacdo de 20 a 30 dias a 37°C em estufa com atmosfera
umida contendo 5% de COy;

(c) extracdo de proteinas, em gque as coldnias
isoladas de BCG obtidas no item “b” s&o crescidas em garrafas
de 200 mL contendo 50 mL de meio MB7H9 suplementado com
albumina de soro bovino 10% ou meio MB7H10 suplementado com
ODC, mais kanamicina 40 ug, seguindo de incubacdo a 37°C em
atmosfera umida contendo 5% de CO, durante 20-30 dias até a
saturacdo, em que 5 mL do referido meio sdo centrifugados a
4.000 rpm por 10 s, lavado com 5 mL de PBS, centrifugados
novamente e as bactérias ressuspensas em 500 pL de PBS
estéril contendo 0,5 pL de inibidores de proteases, tais
como ditiotreitol (DTT), fenilmetilsulfonilfltor (PMFS),
aproptin, leupeptin e pepstatin, seguido do congelamento das
amostras a -20°C, com posterior sonificacdo de 18 ciclos com

10 segundos cada, com intervalos de 10 s, em gue as amostras
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sdo centrifugadas para quantificacdo de ©proteina nos
sobrenadantes recuperados, e o0s extratos proteicos séo
posteriormente aplicados em gel de poliacrilamida mais
duodecil sulfato de sdédio (SDS-PAGE); e

(d) preparacdo da vacina, em que compreende os 45
mL restantes do referido meio de cultura descrito no item

”

“¢”, em que o precipitado é lavado com 5 mL de &gua ultrapura
tipo I estéril, centrifugado novamente e as Dbactérias
ressuspensas em 1 mL de uma solucdo de glicerol a 10% agua,
estéril, sendo que as amostras sdo aliquotadas em 50 uL e
conservadas a -70°C para preparacdo da vacina; e

Etapa 5 - Desenvolver protocolos para investigar o
potencial imunogénico das cepas e usando producdo de
anticorpos como referencial, em que os referidos protocolos
utilizam respectivamente os seguintes testes/métodos:

(a) quantificacéao de proteinas, em qgue a
quantificacdo das amostras de vacina é feita através do
método do Acido Bicinconinico utilizando albumina de soro
bovino (BSA)

(b) determinacdo do nUmero de unidades formadoras
de coldénias (UFC), em que amostras das vacinas sédo diluidas
10° e 10° vezes e plaqueadas em 7H10 mais kanamicina 20 npg/mlL,
em que ao final de 21 dias o numero de coldnias presentes
nas placas sdo contados, determinando o volume de vacina
necessario para uso;

(c) anadlise por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE),
em que os géis de SDS-PAGE sdo feitos em sistema descontinuo

constituido de gel separador com 12% de acrilamida e gel de
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empilhamento com 4% de acrilamida em tampédo de corrida Tris-
Glicina, em que é utilizada uma corrente elétrica de 80V até
as amostras de vacina cruzarem o gel de empilhamento, seguido
do ajuste da corrente elétrica para 120V até o fim da
corrida, em que 30 ng/poco de amostras de extratos de rBCG
sdo aplicadas paralelamente; e

(d) aplicacdo do método Western Blot, em que o gel
é carregado com 30 pg de cada lisado de rBCG, com posterior
transferéncia das proteinas contidas no gel para uma membrana
de nitrocelulose sob voltagem constante de 10 V por um
periodo de 2h em tampdo fosfato, em qgque posteriormente a
membrana é corada com Ponceau S, lavada com agua destilada
e bloqueada com 50 mL de leite desnatado durante a noite a
4 °C, em gque em seguida a membrana é incubada com anticorpo
anti-BfpA ou anti-Intimina de coelho (IgG), e incubados
durante 1,5 hora a temperatura ambiente, seguido da lavagem
da membrana com PBS-T por 5 vezes de 5 minutos cada lavagem,
em que ¢ 1incubada com anticorpo anti-IgG marcado com
peroxidase diluido 1:3000 e 1:1000, respectivamente, durante
1,5h a temperatura ambiente, em que posteriormente a membrana
é novamente lavada, e apds as lavagens a membrana é revelada
com solucdo 3,3-diaminobenzidina (DAB), sendo a reacdo
interrompida através da adicdo de destilada, apbds a
visualizacdo das bandas.

2. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizado pelo fato de a vacina usar bacilo Calmette-
Guérin (BCG) e Mycobacterium smegmatis expressando o0s
fatores de viruléncia do gene BfpA e intimina de Escherichia

coli enteropatogénica (EPEC).
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