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dos receptores de reconhecimento de padrao do sistema imune
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ABSTRACT.- Soares B.A,, Sagio S.A., Peconick A.P, Barrios P.R., Chalfun-Janior A., Costa G.M.,,
Bargante J.M. & Martins N.R.S. 2014. [Selection, characterization and cloning of the fljB
and groEL genes agonists of the innate immune system pattern recognition recep-
tors of birds.] Selecdo, caracterizacdo e clonagem dos genes fljB e groEL agonistas dos
receptores de reconhecimento de padrido do sistema imune inato das aves. Pesquisa Veteri-
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Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Lavras, Campus UFLA, Lavras, MG 37200-
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The recombinant production of innate immune system pattern recognition receptor ago-
nists has provided a new tool for the production of immunostimulants for animals. The mole-
cular pattern associated with the pathogen (PAMP), flagellin, coded by the fljB gene from Sal-
monella Typhimirium, and the molecular pattern associated to the damage (DAMP), HSP60,
coded by the groEL gene from S. Typhimurium and S. Enteritidis, are recognized by pattern
recognition receptors (PRRs) of the innate immune system of birds. In the present study;,
we performed the cloning of genetic fragments of the genes fljB, from S. Typhimurium, and
groEL from S. Typhimurium and S. Enteritidis inserted in expression vector pET100/D-TOPO
and transformed in E. coli TO10 cells. The clones were evaluated by colony PCR, plasmidial
DNA PCR and genome sequencing in order to confirm the presence of these genes. In the co-
lony PCR, we identified the presence of genes groEL (S. Enteritidis), groEL (S. Typhimurium)
and fljB (S. Typhimurium) in 80%, 60% and 80% of the transformed colonies, respectively.
The cloning system adopted allowed the production of HSP60 genetic fragment clones and
flagellin of Salmonella strains, allowing the posterior use of these clones in gene expression

trials, with the future potential of being used as non-specific immunostimulants for birds.

INDEX TERMS: Recombinant protein, PAMP, flagellin, DAMP, HSP60, birds.

RESUMO.- A producgdo recombinante de agonistas dos re-
ceptores do reconhecimento de padrdo do sistema imune
inato tem fornecido uma nova ferramenta para a producdo
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de imunoestimulantes para animais. O padrao molecular as-
sociado ao patégeno (PAMP), flagelina, codificado pelo gene
fljB de Salmonella Typhimurium e o padrdo molecular asso-
ciado ao dano (DAMP) HSP60, codificado pelo gene groEL
da S. Typhimurium e S. Enteritidis, sdo reconhecidos por re-
ceptores de reconhecimento de padrdes (RRPs) do sistema
imune inato das aves. No presente estudo, foi feita a clona-
gem de fragmentos genéticos dos genes fljB de S. Typhimu-
rium e groEL de S. Typhimurium e S. Enteritidis inseridos
no vetor de expressdao pET100/D-TOPO e transformados
em células de E. coli TOP10. Os clones foram avaliados pela
PCR de colonia, PCR de DNA plasmidial e sequenciamento
gendmico para a confirmacdo da presenca desses genes. Na
PCR de coldnia, foram identificadas em 80%, 60% e 80%
das coldnias transformadas, a presenca dos genes groEL
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(S. Enteritidis), groEL (S. Typhimurium) e fljB (S. Typhi-
murium) respectivamente. O sistema de clonagem adotado
possibilitou a producado de clones dos fragmentos genéticos
da HSP60 e flagelina das cepas de Salmonella, permitindo a
utilizacdo posterior desses clones em ensaios de expressao
génica, com potencial futuro de serem utilizados como imu-
noestimulante inespecifico das aves.

TERMOS DE INDEXACAO: Proteina recombinante, PAMP, flageli-
na, DAMP, HSP60, aves.

INTRODUCAO

A avicultura industrial representa importante setor da pro-
ducdo de alimentos com impacto social e econdmico no
mundo. A sanidade dos plantéis avicolas é essencial para o
abastecimento e a seguranca alimentar dos mercados con-
sumidores. Além disso, alguns patégenos aviarios como o
virus da influenza aviaria, Salmonella e Campylobacter cau-
sam infec¢des zoonoticas (Kaiser 2010). Um dos métodos
empregados na prevencao de enfermidades nas aves, a va-
cinagdo, é considerada uma das melhores estratégias com
custo-beneficio, para aumentar a saide dos animais (Au-
couturier et al. 2001). Entretanto, alguns relatos da utili-
zacdo de determinados tipos de vacinas aviarias evidencia-
ram a sele¢io de patdgenos com maiores viruléncias, como
o virus da doenca de Marek (Gimeno 2008, Nair 2005).
Desta forma, torna-se necessario o desenvolvimento de
novos e melhores produtos imunoestimulantes que visam
modular respostas protetoras eficazes nas aves.

O sistema imunolégico das aves pode ser dividido em
sistema inato e adaptativo (Kaiser 2010). O sistema imune
inato é considerado a primeira linha de defesa do hospe-
deiro dado a capacidade de induzir uma resposta rapida e
menos especifica quando em contato com agentes invaso-
res (Miyaji et al. 2011). O reconhecimento dos patégenos
na imunidade inata é mediado pelos Receptores de Reco-
nhecimento de Padrdes (RRPs) (Juul-Madsen et al. 2008).
Esses receptores reconhecem padroes moleculares asso-
ciados aos patdgenos (PAMPs) compartilhados entre dife-
rentes microrganismos infecciosos, e padroes moleculares
associados aos danos (DAMPs) que sdo ligantes endogenos,
muitas vezes referidos como “sinais de perigo” liberados
durante o dano tecidual ocorrido em sitios infecciosos e
de necrose celular (Tapping 2009, Drexler & Foxwell 2010,
Moser & Leo 2010, Takeuchi & Akira 2010). Uma das prin-
cipais familias dos RRPs é a dos receptores Toll-like (TLRs)
que exercem a func¢do de discriminar os diferentes pato-
genos, principalmente pelo reconhecimento de PAMPs, e
estdo envolvidos em um sistema de sinalizacdo que é con-
servado em mamiferos, aves, insetos e plantas (Means et
al. 2000). Os DAMPs sdo detectados por diversos RRPs que
ainda nao sdo bem especificados (Pockley 2001), embora
alguns estudos referenciem o reconhecimento dessas mo-
léculas por alguns TLRs (Stewart & Young 2004, Bianchi
2007).

Bactérias patogénicas flagelares expressam a flagelina
para promover motilidade, coloniza¢ao e invasdo da mu-
cosa (Bonifield & Hughes 2003). A flagelina exibe algumas
caracteristicas de PAMPs, incluindo sequéncia conservada,
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componente importante para o microrganismo, larga dis-
tribuicdo entre bactérias e capacidade de induzir o TLR5
(Hayashi et al. 2001, Berin et al. 2002, Zeng et al. 2003, Ra-
mos et al. 2004).

As proteinas de choque térmico (HSPs) sdo expressas
constitutivamente em todas as células de mamiferos, aves,
plantas e em microrganismo, e sdo classificadas como cha-
peroninas moleculares (Wallin et al. 2002). HSPs microbia-
nas possuem perfil imunoestimulante baseado no reconhe-
cimento por receptores endociticos, na internalizagao das
células apresentadoras de antigenos, e na apresentacio
por via de moléculas do complexo principal de histocom-
patibilidade (MHC) (Wallin et al. 2002, Tobian et al. 2004).
Outro fator apontado por alguns trabalhos é a capacidade
de HSPs induzir a maturagao fenotipica e funcional das cé-
lulas apresentadoras de antigenos (APCs) (Somersan et al.
2001, Noessner et al. 2002, Wallian et al. 2002).

Diversos experimentos confirmam o potencial de fla-
gelina (Pino et al. 2005, Huleatt et al. 2007, Skountzov et
al. 2010) e HSPs (Harmala et al. 2006, Paliwal et al. 2008,
Paliwal et al. 2011) produzidas de forma recombinante na
capacidade de atuar como imunoestimulantes do sistema
imune dos mamiferos. Com isso, objetivou-se, com este tra-
balho selecionar, caracterizar e clonar transgenes codifica-
dores de agonistas dos receptores de reconhecimento de
padrdes do sistema imune inato em aves, visando posterior
utilizacdo como imunoestimulante na producdo avicola.

MATERIAL E METODOS

Analise in silico. As anélises in silico, ou estudos de bioinfor-
matica, constituiram na pesquisa de genes ou fragmentos gené-
ticos de agonistas para receptores de reconhecimento do siste-
ma imune inato de aves e mamiferos depositados em bancos de
dados da National Center for Biotechnology Information - NCBI
(2012). Trabalhou-se com as sequéncias nucleotidicas dos ago-
nistas flagelina e da HSP60 presentes em bactérias. Foram feitas
analises de similaridade, utilizando-se o BLAST ou Basic Local
Alinhament Sequence Tool (Altschul et al. 1990)e o site de alinha-
mento JustBIO (http://www.justbio.com) entre diferentes espé-
cies de bactérias para determinacdo de por¢des mais conservadas
entre as cepas e selecdo do fragmento para producdo de forma
recombinante.

Cultivo bacteriano. Os agonistas de escolha foram relatados
em diversos patégenos microbianos, sendo que para esse expe-
rimento foram utilizadas cepas de Salmonella Typhimurium (ST)
e Salmonella Enteritidis (SE). Foi utilizado como meio de cresci-
mento o meio brain heart infusion (Merck), BHI, preparado con-
forme as recomendacdes do fabricante.

Desenho, sintese e utilizacdo de iniciadores. Os iniciadores
(forward e reverse) para flanquear as regides do gene responsavel
por codificar a flagelina, gene fIjB, foram retirados da literatura
(Quadro 1). Em seguida, foi realizada a verificacdo dos iniciadores
quanto a capacidade de reconhecer a sequéncia do gene alvo utili-
zando-se BLAST (Basic Local Alignment Sequence Tool) (Altschul et
al. 1990). Os pares de iniciadores para o gene codificador da HSP60,
gene groEL, sequéncia de nimero de acesso no NCBI JQ433685.1,
foram desenhados no software PrimerQuest (Quadro 1).

0 desenho dos iniciadores forward para a inser¢do dos frag-
mentos genéticos no vetor de clonagem pET100-D/TOPO® (In-
vitrogen) foi realizado conforme as especificagdes do fabricante
(Quadro 2). Foi realizada a modificacdo dos iniciadores forward



Os genes fljB e groEL agonistas dos receptores de reconhecimento de padrao do sistema imune inato das aves 219

Quadro 1. Iniciadores para o gene fljB da Salmonella
Typhimurium e gene groEL de S. Typhimurium e S. Enteritidis

Gene Iniciador Sequéncia (5™~ 3") Tamanho (pb) Referéncia

fliB Forward ACGAATGGTACGGCTTCTGTAACC 526 Limetal.
(2003)
Reverse TACCGTCGATAGTAACGACTTCGG
groEL Forward TGAAAGGCCAGA ACGAAGACCAG 209 Desenhado
nesse
Reverse TTTGGTTGGGTCCAGGATACCCAT trabalho

Quadro 2. Iniciadores forward de PCR com extremidades
coesivas para insercio dos fragmentos genéticos no vetor
de clonagem

Gene Sequéncia no sentido 5°- 3°
fljB CACCATGACGAATGGTACGGCTTCTGTAACC
groEL CACCATGTGAAAGGCCAGAACGAAGACCAGA

estabelecidos anteriormente, com adi¢do upstream da sequéncia
CACC na extremidade 5" do iniciador. Além dessa modificacdo, foi
adicionada apds a sequéncia CACC uma sequéncia ATG responsa-
vel na liga¢do do ribossomo no processo de tradugédo. Os iniciado-
res reverse nao foram modificados devido a ndo complementarie-
dade da sequéncia GTGG livre do vetor.

Extracdo do DNA total. Num primeiro momento foi extrai-
do o DNA total das bactérias S. Typhimurium e S. Enteritidis para
posterior amplificagdo dos fragmentos de genes selecionados.
Para a extragcdo do DNA total das amostras foi utilizado o kit co-
mercial Wizard® Genomic DNA Purification (Promega), seguindo
as recomendacdes do fabricante.

Aintegridade do DNA foi avaliada em eletroforese de gel de aga-
rose 1,2% corado com Gel Red™ 1x . As concentragdes (ng/pl) tam-
bém foram determinadas no espectrofotdmetro NanoVue™ plus.

Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). Os fragmentos
de DNA desejados foram amplificados por PCR utilizando-se o
DNA purificado anteriormente. Para cada gene de cada cepa bac-
teriana, foi padronizada uma reagdo de PCR.

Amplificacdo do gene fljB de Salmonella Typhimurium. A
reacdo foi constituida de 2,5ul de tampao de PCR 10X (100 Mm
Tris-HCl ph 8,4; 500mM KCl); 3,0mM de MgCl2; 0,2mM de dNTPs
(dATP, ATTP, dCTP e dGTP); 50ng do DNA; 1,6 U da Taq DNA Po-
limerase; 0,5uM dos iniciadores forward e reverse; 14,7ul de agua
deionizada autoclavada para completar um volume final de 25pl.

As condicdes para a reagdo foram: um passo de desnaturagio
a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, ane-
lamento de 65°C por 1 min, extensdo a 72°C por 30 segundos e
extensdo final a 72°C por 7 min.

Amplificacdao do gene groEL de S. Typhimurium e S. Ente-
ritidis. A reacdo foi constituida de 2,5 pl de tampdo de PCR 10X
(100 Mm Tris-HCI ph 8,4; 500mM KCI); 2,5mM de MgCl2; 0,2mM
de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP e dGTP); 120ng do DNA; 1,6 U da Taq
DNA Polimerase; 0,5uM dos iniciadores forward e reverse; 13,7l
de Agua MiliQ autoclavada para completar um volume final de
25pl.

As condi¢des para a reagdo foram: um passo de desnaturagdo
a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 95°C por 1 min, ane-
lamento de 62°C por 1 min, extensdo a 72°C por 30 segundos e
extensdo final a 72°C por 7 min.

Eletroforese em gel de agarose. As amostras foram aplica-
das em gel de agarose 1,5%, corado com Gel Red™ 1X, conforme
recomendacdes do fabricante, em cuba de eletroforese horizontal,
tendo TBE (Tris-borato 0,09 M e EDTA 0,002 M) como tampao de
corrida. Com o auxilio de padrdo de peso molecular com os tama-
nhos de 50, 150, 300, 500, 750 e 1000 pb ( PCR Marker®, Prome-
ga) foram identificadas as bandas de interesse.

Clonagem de fragmentos com extremidades coesivas.
A clonagem do DNA foi realizada por meio do vetor pET100/D-
-TOPO® (Invitrogen), que possui o promotor T7 que permite alto
nivel de expressdo para proteinas recombinantes em E. coli com-
petentes. No sistema TOPO® os produtos de PCR sdo direcional-
mente clonados pela adi¢do de quatro bases no primer forward
(CACC) que hibridiza com as bases da saliéncia livre do vetor de
clonagem (GTGG) estabilizando o produto de PCR para o direcio-
namento da clonagem na orientag¢do correta.

O primeiro passo da clonagem foi o da producdo de produtos
de PCR com extremidades coesivas pela reagcdo de PCR com uma
DNA polimerase com atividade revisora, a Pfx50™ (Invitrogen).
Posteriormente foi realizada a ligagdo do produto de PCR com ex-
tremidade coesiva ao vetor de clonagem pET100/D-TOPO® (Invi-
trogen) seguindo as recomendacgdes do fabricante.

Em seguida, realizou-se a reacdo de transformacado da clonagem
em células de E. coli competentes TOP10 (Invitrogen) pelo método
de transformac¢do quimica seguindo as especificagdes do fabricante.
Aliquotas de 100 e 200 pl de cada reagdo de transformacgdo da clo-
nagem foram semeadas em placas pré-aquecidas de LB (Merck) com
ampicilina (50pg/ml), e foram incubadas durante a noite a 37°C.

Para a andlise dos transformantes, foram escolhidas dez col6-
nias do crescimento anterior. As colonias individuais foram retira-
das da placa, depositadas em um tubo de (0,2 ml) para PCR e em
seguida cultivadas em 3 ml de LB liquido com ampicilina (50pg/
ml) em estufa a 37°C a 200rpm por 24 h.

As reagdes de PCR de colonia foram padronizadas conforme
as reagdes de PCR estabelecidas inicialmente na identificagdo dos
fragmentos genéticos nas cepas bacterianas.

A préxima etapa consistiu na extragdo do DNA plasmidial
do cultivo bacteriano. Foi utilizado o kit PureLink ™ HQ Mini Kit
Plasmid Purification (Invitrogen) seguindo as recomendagdes do
fabricante. Apés a obtengido do DNA plasmidial, foram realizadas
a determinacgdo das concentragdes (ng/ul) do DNA plasmidial no
espectrofotometro NanoVue™ plus, e outra PCR com esse DNA
para confirmar as amostras positivas para o vetor com o inserto
dos fragmentos genéticos desejados.

Sequenciamento. Os fragmentos dos genes amplificados na
PCR e visualizadas na eletroforese em gel de agarose foram puri-
ficados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega®) de acordo com as especificagdes do fabricante. Pos-
teriormente, esses fragmentos foram submetidos ao sequencia-
mento genético no sequenciador automatico capilar ABI310 (Ap-
plied Biosystems) pelo método enzimatico descrito por Sanger et
al. (1977) no Laboratério de Genética da Escola de Veterinaria da
UFMG. As amostras de DNA plasmidial foram sequenciadas com o
mesmo método.

As reagdes de sequenciamento foram estudadas e analisadas
por programas computacionais. O programa Seqman do pacote
DNASTAR (DNASTAR Inc.) foi utilizado para comparar os esfero-
gramas com as sequéncias nucleotidicas e exclusdo dos vetores
e incorporagdes incorretas. O software BioEdit® versdo 7. 2. 3
(Hall 2013) e o site JustBio (http://www.justbio.com) forneceram
as ferramentas para realizar o alinhamento das sequéncias nucle-
otidicas com dedugdo dos aminoacidos correspondentes. Foram
feitas buscas por similaridade, utilizando-se BLAST (Altschul et
al,, 1990), com sequéncias armazenadas no GenBank™.

As sequéncias geradas foram comparadas com as sequéncias
dos fragmentos dos genes disponiveis no banco de dados do NCBI
(2012) e com a sequéncia do vetor de clonagem disponivel pelo
fornecedor (Invitrogen). Os algoritmos BLASTn e BLASTx (Basic
Alignment Search Tool - BLAST 2012) do pacote BLAST 2.0 (Basic
Alignment Search Tool) disponibilizado pelo NCBI foram utiliza-
dos para a busca de similaridade entre os nucleotideos.
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RESULTADOS

Analise in silico das sequéncias dos agonistas
Inicialmente, a pesquisa realizada no NCBI para o ago-
nista flagelina e HSP60 gerou no total 34218 e 19375 se-
quéncias genéticas, respectivamente. Com o objetivo de
cultivar espécies do género Salmonella para as etapas sub-
sequentes do ensaio experimental, foram selecionadas das
23 sequéncias do gene fljB da Salmonella Typhimurium e
das 860 sequéncias da HSP60 do género Salmonella, as se-
quéncias de niimero de acesso NC_016860.1, AM933172.1
e JQ433685.1, respectivamente para os genes fljB (526pb),
groEL (S. Enteritidis, 1461 pb) e groEL (S. Typhimurium,
1647 pb). Utilizou-se a sequéncia consenso, com 100% de
identidade, dos gene fljB e dos genes groEL para avaliagio
e construcdo de iniciadores. A similaridade da sequéncia
do gene groEL (209 pb) entre as duas cepas bacterianas
utilizadas foi de 99,03%, o que permitiu a utilizacdo dos
mesmos iniciadores para amplificar fragmentos desse gene
com as duas diferentes amostras de DNA genémico na PCR.

PCR para genes agonistas de Salmonella Enteritidis e S.
Typhimurium

O tamanho dos fragmentos amplificados do gene groEL
de S. Enteritidis, gene groEL e fljB de S. Typhimurium foram
209pb, 209pb e 526 pb respectivamente (Fig.1). Esses re-
sultados da PCR corroboram com a alta especificidade dos
iniciadores para a amplificacdo desses genes. O alinhamen-
to das sequéncias obtidas no presente estudo com sequén-
cias depositadas em bancos de dados publicos confirma-
ram a identidade dos amplicons com os genes groEL e fljB.

Producido de produtos de PCR com extremidades coe-
sivas para inserc¢do no vetor de clonagem pET100/D-
-TOPO

Posteriormente, na reagdo de producdo de produtos
de PCR com extremidades coesivas para inser¢do no vetor
de clonagem pET100/D-TOPO, o resultado da eletroforese
em gel de agarose mostrou as bandas esperadas com os ta-

Fig.1. Eletroforese em gel de agarose com os produtos de PCR dos
genes agonistas. A esquerda, o marcador molecular de 50 a
1000 pb; (1) gene groEL de Salmonella Enteritidis (209 pb);
(2) gene groEL de S. Typhimurium ( 209 pb); (3) gene fljB de
S. Typhimurium (526 pb).
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Fig.2. Eletroforese em gel de agarose com os produtos de PCR com
extremidades coesivas para inser¢io no vetor de clonagem. A
esquerda o marcador molecular de 50 a 1000 pb; (1a e 1b)
gene fljB (533 pb); (2) gene groEL de Salmonella Typhimu-
rium ( 216 pb); (3) gene groEL de S. Enteritidis (216 pb).
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Fig.3. Eletroforese em gel de agarose com os produtos de PCR das
colonias que receberam o vetor de clonagem com o inserto
dos fragmentos dos genes. A esquerda o marcador molecular
de 50 2 1000 pb; (1-10) gene groEL (216 pb) de S. Enteritidis.
(11 a 19) gene groEL (216 pb) de Salmonella Typhimurium.
(+) colonias com o inserto desejado; (-) colonias descartadas
do estudo.
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manhos préximos aos dos genes, gene fljB de S. Typhimu-
rium com 533pb e genes groEL das duas cepas com 216pb

(Fig.2).

Confirmacio da presenca do inserto em coldnias de
Escherichia coli competentes pela PCR de col6nia e se-
quenciamento genético

Foi detectado o crescimento de colonias de E. coli
TOP10 no meio so6lido, apos a reagdo de transformacio da
clonagem pelo método de transformacgdo quimica. O total
de 10 coldnias desse crescimento foi escolhido aleatoria-
mente para cada fragmento genético, e analisadas quanto a
presenca do inserto pela técnica da PCR de colonia. Foram
identificadas em 80%, 60% e 80% das colonias transfor-
madas, a presenca dos genes groEL (S. Enteritidis), groEL
(S. Typhimurium) e fljB (S. Typhimurium) respectivamente
(Fig,3). As amostras que amplificaram bandas inespecifi-
cas, com tamanhos diferentes do esperado, provavelmente
por uma inser¢ao incorreta ou duplicada do transgene, fo-
ram descartadas dos procedimentos cientificos seguintes.

As colonias positivas na técnica de PCR de colonia foram
submetidas ao crescimento em meio liquido, e posterior-
mente o DNA plasmidial extraido dessas coldnias foram
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Fig.4. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com o
DNA plasmidial proveniente do cultivo de coldnias positivas
na PCR de colbnia. A esquerda o marcador molecular de 50
a 1000 pb; (1-3) gene groEL (526 pb) de Salmonella Enteri-
tidis; (4, 5, 9 e 10) gene fljB de S. Typhimurium; (6-8) gene
groEL de S. Typhimurium. (+): amostras com amplicons dos
tamanhos esperados; (-) auséncia de amplicons ou amplicons
inespecificos.

avaliadas quanto a presenca do inserto clonado pela PCR.
Apenas as amostras de DNA plasmidial que apresenta-
ram a visualiza¢do das bandas dos amplicons com os tama-
nhos esperados na eletroforese em gel de agarose, foram
submetidas ao sequenciamento gendmico (Fig.4). O se-
quenciamento confirmou a presenga dos fragmentos gené-
ticos na direc¢do correta, das amostras de DNA plasmidial.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

No presente trabalho, o PAMP flagelina de S. Typhimurium,
codificada pelo gene fljB, foi escolhida devido seu poten-
cial de ativacdo de um membro do grupo dos TLRs, o TLR5
(Ramos et al. 2004, Metcalfe et al. 2010, Putten et al. 2010).
Com o objetivo de trabalhar com agonistas com atividades
DAMP que possuem capacidade de ativar receptores ainda
ndo especificados na literatura, foi escolhida a HSP60 das
cepas S. Typhimurium e S. Enteritidis, ambas codificadas
pelo gene groEL (Ensgraber & Loos 1992, Nair et al. 2002,
Rainczak et al. 2011).

A proteina de choque térmico, codificadas pelo gene gro-
EL apresenta em sua sequéncia regides que sdo altamente
conservadas quando analisadas numa mesma espécie (Karu-
naetal. 2003, Rebecca et al. 2002). No presente experimento,
a avaliacdo in silico confirmou uma regido de alta similarie-
dade entre esse DAMP da S. Enteritidis e S. Typhimurium, o
que justificou a utilizacdo de um mesmo iniciador para am-
plificacdo dessas sequéncias genéticas na PCR. Esses achados
corroboram com o estudo realizado por Hu et al. (2010) que
avaliaram a presenca de regides conservadas nas sequéncias
do gene groEL de diferentes sorovares de Salmonella.

Diversos trabalhos que tém por ferramenta a clonagem
de genes imunoestimulantes fizeram a produc¢do de produ-
tos de PCR para inser¢do nos plasmideos de clonagem, ade-
quando as especificidades dos vetores utilizados (Skount-
zou et al. 2010, Paliwal et al. 2011, Rainczak et al. 2011).
Esse é o primeiro trabalho com a ado¢do do pET100/D-TO-
PO para clonagem de genes bacterianos agonistas do siste-
ma imune inato das aves. A utilizacdo deste vetor deve-se a
capacidade de atuar em ensaios de clonagem e de expres-
sdo heterdloga, o que viabiliza a utilizacdo dos produtos

clonados na geragio de proteinas recombinantes.

Os iniciadores utilizados por Dilmaghani et al. (2011)
para o gene fljB foram os mesmos adotados no presente
estudo. Desta forma, a visualizagdo dos produtos de PCR
do gene fljB na eletroforese em gel de agarose com os mes-
mos tamanhos encontrados por esses autores, confirma-
ram a presencga desse gene nas amostras provenientes de S.
Typhimurium. Rainczak et al. (2011) adotaram iniciadores
para o gene groEL da S. Enteritidis que produziram am-
plicons de 1600 pb para posterior insercao em vetores de
clonagem. A produ¢ao de amplicons de 209 pares de bases
para esses genes de ambas as cepas foi devido a possibi-
lidade de utilizar esses clones para procedimentos de ex-
pressao heter6loga dos fragmentos genéticos de tamanhos
reduzidos e futuramente avaliar o potencial de pequenos
peptideos recombinantes estimularem o sistema imune
inato das aves.

Mazur et al. (2010) realizaram a clonagem do antigeno
p24 do capsideo do virus da imunodeficiéncia felina com
adocdo do pET100/D-TOPO. Esses pesquisadores adota-
ram as mesmas especificacdes utilizadas nesse presente
trabalho para a geracdo de produtos de PCR com extre-
midades coesivas, como a adigdo CACC nos iniciadores
forward e utilizagdo da DNA polimerase de alta fidelidade,
que posteriormente permitiu a insercdo desses fragmentos
na orientacio correta nos plasmideos. Como referido por
Mazur et al. (2010), a adogdo desse sistema de clonagem
é viavel para a producdo de proteinas recombinantes uma
vez que os plasmideos confirmados com as sequéncias po-
dem ser inseridas em E. coli de expressdo por metodologia
simples e custo viavel. Portanto, no presente trabalho, foi
utilizado esse sistema visando objetivos futuros de gerar
produtos imunobiolégicos que possam ser produzidos de
forma recombinante em escala industrial.

Na PCR de coldnia, o nimero de colénias com a pre-
senca dos fragmentos genéticos foi considerado suficiente
para as etapas subsequentes de cultivo e extracdo de DNA
plasmidial. Esses resultados demonstraram a eficiéncia
das células de E. coli competentes TOP10 nos processos de
transformacao e replicacdo dos plasmideos. Resultados si-
milares foram encontrados por Goudarzi et al. (2009) que
clonaram o gene fliC codificador da flagelina e utilizaram
células de E. coli competentes TOP10 no sistema de clona-
gem.

A confirmacdo das colonias com os fragmentos genéti-
cos foi feita pela técnica de PCR de coldnia, conforme rea-
lizado por Zhi-Hua et al. (2006) que clonaram um gene co-
dificante de um tipo de HSP. Seron et al. (2004) utilizaram
0 mesmo sistema de clonagem do presente estudo para o
gene da anidrase carbonica, entretanto a confirmacio da
presenca do gene nos clones foi realizada pelo sequencia-
mento direto das colonias. No presente trabalho, com o ob-
jetivo de selecionar com maior seguranca as amostras de
DNA plasmidial com o vetor e o inserto, foram realizadas
a PCR com o DNA plasmidial e o sequenciamento genético
dessas.

Diante dos resultados obtidos, o processo de clonagem
dos fragmentos genéticos agonistas dos RRPs provenien-
tes de ambas as cepas resultou em amostras de DNA plas-
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midial com os vetores e insertos na dire¢cdo correta para
a introduc¢do em células de Escherichia coli de expressao.
A possibilidade de utilizar esse ensaio experimental para
promover a expressao desses genes e avaliagdo da resposta
imune aviaria, mediada pela inoculacdo desses peptideos
sdo baseadas nos testes in vitro e in vivo para genes imuno-
estimulantes em mamiferos.

O gene groEL de S. Typhi foi clonado e expresso em
hospedeiro heterélogo por Paliwal et al. (2008). Tais pes-
quisadores adotaram metodologia de cultivo bacteriano,
obtencdo de DNA genomico e clonagem similares ao do
presente trabalho. Posteriormente a expressdo da HSP60,
foi realizada a inoculacdo dessa proteina isolada, e em
conjunto com um desafio bacteriano em camundongos. A
administracdo individual desse DAMP recombinante levou
a produgao de maiores niveis de interleucinas e respostas
humorais, o que demonstrou a possibilidade dessas pro-
tefnas atuarem tanto como moléculas de reconhecimento
das respostas imunes inatas e como antigenos bacterianos
capazes de gerar respostas imunes adaptativas. Posterior-
mente, a co-administracdo da HSP60 com S. Typhimurium
detectou o aumento da producdo dos titulos de anticorpos
da classe IgG, além dos niveis mais elevados de IL-4 e IFN-y.
Esses achados endossam os estudos da utilizagdo de HSPs
recombinantes como candidatos imunoestimulantes ines-
pecificos e vacinais.

Diversas pesquisas reforgam o potencial imunoestimu-
lante da flagelina. A inoculagao in vivo desse PAMP, endere-
cada a sitios como o trato respiratdrio, resultou no recru-
tamento de citocinas e moléculas inflamatérias para esses
locais (Honko & Mizel 2004). O trabalho desenvolvido por
Skountzou et al. (2010) mostrou a eficiéncia da flagelina
recombinante codificada pelo gene fliC de S. Typhimurium
no estimulo das respostas imunolégicas em camundongos.
Nesse estudo, a clonagem do gene fliC em vetores apropria-
dos, permitiu a expressdo em células bacterianas de E. coli
e purificacdo dessas proteinas para inoculagido intranasal
associadas com uma vacina inativada para gripe aviaria.
Resultados superiores foram encontrados em comparagio
ao grupo de animais que ndo receberam a administragao de
flagelina, como aumento da porcentagem de células inatas
recrutadas, maior expressdo de TLR5, aumento de citoci-
nas (IFN-y e TNF-a) e das respostas imunes humorais, além
da indugdo da resposta imune celular com perfil Th2.

A inoculagdo in vivo do gene fliC em aves foi testada re-
centemente por Chaung et al. (2012) que administraram a
flagelina recombinante concomitante com a vacina inativa-
da da gripe aviaria, e obtiveram respostas semelhantes aos
resultados obtidos por Skountzou et al. (2010) em camun-
dongos, além da otimizacdo das respostas imunes humo-
rais de mucosa e a deteccdo inesperada da expressio dos
TLR3 em células mononucleares periféricas.

Existem poucos trabalhos que esclarecem as atividades
imunoestimulantes do outro gene responsavel por condi-
ficar a flagelina, o fljB. Pino et al. (2005) evidenciaram que
o gene fljB recombinante, co-administrado com antigenos
provenientes de Streptococcus mutans em camundongos,
levaram as células apresentadoras de antigenos a apre-
sentarem maior expressdo de moléculas coestimulatérias
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(B7-1 e B7-2), que contribuiram no aumento das respostas
do tipo Th1 e Th2. Também foi demonstrado que esse gene
flagelar tem a capacidade de aumentar tanto as respostas
imunitarias humorais sistémicas como de mucosa, favore-
cendo sua aplicabilidade como adjuvante.

Em consonancia com a tecnologia do DNA recombinan-
te, as etapas procedidas nesse experimento, como a analise
in silico dos genes e a clonagem sdo cruciais para a expres-
sdo dessas proteinas e avaliagdo da resposta imune no hos-
pedeiro. O foco desse ensaio foi iniciar a produ¢ao recom-
binante do PAMP fljB e do DAMP HSP60, uma vez que ndo
existem trabalhos visando esse objetivo com genes prove-
nientes do género Salmonella e como alvo o sistema imune
inato das aves. Desta forma, concluimos que o sistema de
clonagem utilizado neste experimento foi capaz de gerar
clones aos fragmentos genéticos das HSP60 e flagelina, o
que permite utilizar esse sistema de clonagem na expres-
sdo hetertloga desses genes agonistas.
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