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RESUMO

As sindromes diarreicas sao um problema de satude publica, sendo a Escherichia coli ETEC e
Shigella flexneri importantes patogenos causadores desta doenca no mundo. Dessa forma, o
desenvolvimento de métodos rapidos, eficazes e precisos sdo essenciais para as medidas de
controle. Dentre as abordagens existentes para o diagnostico, existem os imunoensaios, 0s quais
necessitam de moléculas capazes de interagir especificamente com marcadores de infecgoes.
Neste cenario, a tecnologia dos anticorpos IgY tornou-se uma alternativa para a producao de
anticorpos, dado os beneficios existentes em sua producdo, vantagens éticas e econdmicas. Este
estudo buscou desenvolver e avaliar anticorpos IgY direcionados contra os antigenos FimH de
Shigella sp./E. coli e ETpA de E. coli ETEC, avaliando-os por diferentes imunoensaios. O
Capitulo I desta tese apresenta uma revisdo que destaca os ultimos estudos que relatam a
utilizagdo de esferas magnéticas em sistemas de detec¢do de bactérias diarreiogénicas. O
Capitulo IT apresenta uma patente depositada no INPI que descreve um método para a produgao
e obtencdo de anticorpos de gema de ovo (IgY) utilizando peptideos sintéticos direcionados a
antigenos de Shigella sp. e E. coli. No Capitulo III, apresentamos um artigo original a ser
submetido, que aborda o desenvolvimento de anticorpos IgY anti-ETpA e anti-FimH aplicados
a um imunoensaio utilizando esferas magnéticas e “quantum dots”, sendo a avaliacao do ensaio
realizada por citometria de fluxo. Trabalhos futuros buscardo aplicar as ferramentas e métodos
aqui desenvolvidos em ensaios para a deteccdo de patdogenos em amostras de pacientes,

potabilidade de 4gua para consumo e para analise de alimentos.

Palavras-chave: doencas diarreicas; enterobactérias; imunoensaio; esferas magnéticas;
“quantum dots”.



ABSTRACT

Diarrheal syndromes represent a public health issue, with Escherichia coli ETEC and Shigella
flexneri being significant pathogens worldwide. Therefore, the development of rapid, effective,
and accurate methods is crucial for control measures. Among the existing diagnostic approaches
are immunoassays, which require molecules capable of specifically interacting with infection
markers. In this context, IgY antibody technology has emerged as an alternative for antibody
production, given its production and economic benefits, and ethical advantages. This study
aimed to develop and evaluate IgY antibodies targeted against Shigella sp./E. coli FimH and
ETEC E. coli ETpA antigens, assessing them through various immunoassays. Chapter I of this
thesis provides a review highlighting recent studies on the use of magnetic beads in
diarrheagenic bacteria detection systems. Chapter Il presents a patent filed with INPI describing
a method for producing and obtaining egg yolk antibodies (IgY) using synthetic peptides
targeting Shigella sp. and E. coli antigens. In Chapter III, we presented an original article,
addressing the development of IgY antibodies against ETpA and FimH applied to an
immunoassay using magnetic beads and quantum dots, with assay evaluation performed by
flow cytometry. Future work will aim to apply the tools and methods developed here in assays

for pathogen detection in patient samples, water potability for consumption, and food analysis.

Keywords: diarrheal diseases; enterobacteria; immunoassay; magnetic beads; quantum dots.
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1 INTRODUCAO
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A sindrome diarreica ¢ um problema de saude publica pertinente em decorréncia dos
elevados indices de morbidade e mortalidade no mundo (Stockmann et al., 2017). Alguns
entraves estao relacionados a etiologia da doenga, como a dificuldade em identificar de forma
eficaz e rapida os patdgenos envolvidos em cada caso (Cohen et al., 2022).

Até os dias de hoje, o método padrdo-ouro de diagnodstico de sindromes diarreicas
consiste no isolamento do microrganismo em cultura e testes bioquimicos para a identificagdo
dos patogenos. Este, além de laborioso, requer infraestrutura sofisticada, um tempo longo e mao
de obra altamente qualificada para execucdo. Como alternativa, encontram-se disponiveis no
mercado imunoensaios, os quais, de modo geral, utilizam anticorpos como ferramentas para a
captura de alvos de detec¢do. Contudo, as metodologias de imunodiagndstico atualmente
disponiveis apresentam limitagdes referentes a praticidade, sensibilidade, especificidade e
tempo de entrega do resultado, a depender do método utilizado. Logo, diferentes estudos tém
buscado desenvolver imunoensaios alternativos para a detec¢io desses patogenos (Newell; La
Ragione, 2018).

O desenvolvimento de insumos para imunoensaios apresenta alguns desafios. Os
anticorpos policlonais mais utilizados, por exemplo, sdo provenientes de mamiferos, o que
aumenta a intercorréncia de reatividade cruzada com fatores presentes em amostras humanas.
Os anticorpos monoclonais sdo significativamente mais dificeis de produzir e,
consequentemente, mais onerosos (Samaranayake et al., 2009; Stills, 2012). Nesse contexto,
uma nova classe de anticorpos também tem sido apresentada como alternativa aos anticorpos
de mamiferos devido a baixa reatividade cruzada comumente relatada na literatura. Dentre
estas, as imunoglobulinas do tipo Y (IgY) tém sido consideradas uma alternativa aos
convencionais IgG por ndo apresentarem em sua estrutura quimica dominios de reconhecimento
que ocasionam reatividades cruzadas indesejadas. Além disso, dentre outras vantagens da
tecnologia, destaca-se o potencial de escalabilidade, pois esta molécula pode ser isolada a partir
da gema de ovos de galinhas poedeiras (Pereira et al., 2019).

Diversas abordagens tém sido exploradas em imunodiagnostico visando a melhoria no
desempenho de imunoensaios de modo geral, seja a partir do desenvolvimento de testes e
equipamentos mais robustos, porém pouco acessiveis, ou através do desenvolvimento de
imunossensores mais simples baseados apenas em conjugados de anticorpos € nanoparticulas.
Nesse contexto, as nanoparticulas magnéticas € os pontos quanticos sao exemplos de
nanomateriais explorados nos ltimos anos para amplificagdo do sinal de detec¢dao (Hu et al.,

2021; Zhu; Sikora; Ozcan, 2012).
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Uma vez que um dos principais desafios para identificacido de patdégenos em baixa
concentragdo consiste no isolamento dos analitos em solugdes complexas, as beads magnéticas
surgem como uma alternativa, podendo ser acopladas a anticorpos especificos a antigenos-alvo
(Khamlamoon; Nawattanapaiboon; Srikhirin, 2023; Safarik; Safarikova, 2004; Xia et al.,
2021). Os “quantum dots” podem ser utilizados para o aumento da sensibilidade de
imunoensaios, por serem nanoparticulas com propriedades quimicas e Opticas interessantes para
alguns métodos de diagndstico, pois permitem uma fotoestabilidade aumentada e emissao de
fluorescéncia superior as convencionais (Abdellatif et al., 2022; Cotta, 2020; Zhu; Sikora;
Ozcan, 2012).

Em trabalhos anteriores realizados por nossa equipe, Astolpho e colaboradores (2017)
desenvolveram um imunoensaio para identificacao da proteina EtpA para detec¢ao de E. coli
diarreiogénica do tipo enterotoxigénica (ETEC). Este estudo utilizou anticorpos contra uma
proteina quimérica recombinante EtpA produzidos em camundongos para detec¢cdo de cepas
por meio de citometria de fluxo, tendo sido capaz de identificar especificamente cepas de E.
coli ETEC, com uma reatividade basal com outros subtipos de E. coli.

Logo, como continuidade deste estudo, o presente trabalho buscou o desenvolvimento
de uma metodologia para produg¢do de anticorpos IgY em ovos de galinhas baseada na
imuniza¢do com peptideos sintéticos. Além de anticorpos para detec¢do de E. coli ETEC a
partir de peptideos baseados no antigeno ETpA, produzimos e avaliamos anticorpos IgY contra
FimH, antigeno compartilhado entre Shigella sp. e E. coli. Com estes anticorpos, novos
imunoensaios foram criados em associagdo a pontos quinticos e esferas magnéticas, e a

capacidade de reconhecimento destes foi confirmada por citometria de fluxo.
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2.1 EPIDEMIOLOGIA DA SINDROME DIARREICA

A diarreia consiste na passagem de fezes aquosas e moles por pelo menos trés vezes ao
dia em 24 horas. Embora as definigdes possam variar dependendo do estudo e suas populagdes
distintas, ¢ uma condi¢ao comum que pode ndo exigir atengdo médica em casos leves (Dupont,
2014; Pakbin; Briick; Briick, 2023; Riddle; Dupont; Connor, 2016; Shane et al., 2017).

Sao sugeridas as seguintes defini¢cdes de diarreia de acordo com a duragao dos sintomas:
diarreia aguda (14 dias ou menos), diarreia persistente (mais de 14 dias e menos de 30 dias),
diarreia cronica (mais de 30 dias) (Beaugerie; Sokol, 2013) e recorrente (diarreia que reaparece
apos 7 dias sem diarreia) (Hiyoshi ef al., 2018).

Em contraste com a diarreia aquosa, a diarreia invasiva ou disenteria ¢ definida como
diarreia com sangue ou muco visivel, frequentemente associada a febre e dor abdominal
(Beaugerie; Sokol, 2013). Embora a maior parcela de diarreia aguda seja de etiologia infecciosa
viral, a diarreia aguda bacteriana pode levar a forma mais grave (Beaugerie; Sokol, 2013), sendo
a disenteria a diarreia associada ao sangue, com mais ou menos muco, € que representa uma
infecdo mais invasiva.

A sindrome diarreica ¢ um problema de saude publica devido aos elevados indices de
morbidade e mortalidade associados, principalmente a elevada prevaléncia em criangas
menores de 5 anos de idade (Guandalini ef al., 2011; Stockmann et al., 2017). Global Burden
of Diseases Study (GBD) ¢ um estudo sistematico abrangente e realizado para quantificar o
impacto de mais de 200 doengas e seus fatores de risco, o qual apresenta estimativas atualizadas
sobre morbidade e mortalidade (Troeger ef al., 2018).

No GBD 2016, a diarreia foi descrita como a oitava principal causa de 6bitos entre
individuos de diferentes faixas etdrias, com um total de 1.665.944 6bitos registrados (Troeger
et al., 2018). Além disso, foi também considerada a quinta principal causa de mortalidade
infantil no mundo, com um total de 446.000 6bitos de criangas menores de 5 anos de idade; de
forma predominante nas regides da Africa Subsaariana, Sul e Sudeste da Asia (Figura 1)
(Troeger et al., 2018).

O GBD 2016 evidenciou ainda uma redugao substancial na carga global da diarreia e,
apesar da reducdo apresentar diferentes proporgdes entre os locais de incidéncia, o estudo
revelou que ha uma sobrecarga substancial entre adultos maiores de 70 anos que requer devida

atencdo (Figura 1) (Troeger et al., 2018).
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Figura 1 — Mortalidade por diarreia em 2016. Taxa de mortalidade em individuos de todas as
iAdades (A), criangas menores de 5 anos (B) e adultos maiores de 70 anos (C)

Mortality rate (deaths per 100 000)
<1 3 100-149

14 3 150-199

59 B 200-299

03 10-24 B 300-499
2549 M =500

3 50-99
L [ ]
s ' v O
3 .|
- ATG ver Barbados | | Comoros
NG West Africa Esstern
- - T " Mediterranean
. 5o 7
S s 9 I} - &
i Dominica | | Grenada Maldives Mauritius
. - g% 7 P g
|3 [P €
Caribbean LCA 70 TLS Seychelles|

r——

USMR (deaths per 100000)
| < [ 100-149
14 [ 150-199
59 [ 200-299
20 10-24 I 300-499
[J25-49 N =500

[ 50-99
L} [}
. S &
-3 'S o
- ATG ver Barbados [ | Comoros
\ N g West Africa Eastern
£ -, \: N F Mediterranean
ey ; ”-'_“.-._. 9 [ = o -
- -
= Dominica | |Grenada | | Maldives | | Mauritius Mm‘

Caribbean LCA TT0 TS Seychelles,

&

Singapore Balkan Peninsula




18

Mortality rate (deaths per 100000)
[ 5! [ 100-149

14 3 150-199

| 59 B 200-299

= 10-24 I 300-499
[125-49 I =500

[ 50-99 -
& g
Y ® ‘
w—"\‘, . g

/a
- ATG Ve Barbados | | Comoros a j
;‘\ﬁ N Eastemn i
e S s Mediterranean
= "
e - SR
A, v y|[5 |[o]] @ =
~e, @
v > Dominica Grenad: Maldives | | Mauritius Malka
- = )\‘-_,_
— ) P [t =z ®
- O3 [P~ | 9
Caribbean LCA Mo S Seychelles| | Persian Gul

Fonte: Troeger et al. (2018).

A infecgdo causada por Shigella foi a segunda principal causa de mortalidade por
diarreia em 2016 entre todas as idades, sendo responsavel por 212.438 mortes (95% UI
136.979-326.913) e cerca de 13,2% (9,2-17,4) de todas as mortes por diarreia. Esta foi
responsavel por 63.713 mortes (41.191-93.611) entre criangas menores de 5 anos e foi
frequentemente associada a diarreia em todas as faixas etarias adultas, aumentando em pessoas
idosas, com ampla distribuicdo geografica. A E. coli enterotoxigénica (ETEC) foi a oitava
principal causa de mortalidade por diarreia em 2016 entre todos os grupos etarios, sendo
responsavel por 51.186 mortes (26.757-83.064) e cerca de 3,2% (1,8—4,7) das mortes por
diarreia. Entre criancas menores de 5 anos, a ETEC foi responsavel por cerca de 4,2% (2,2-6,8)
das mortes por diarreia (Khalil et al., 2018).

Em estudos mais atuais, Cohen e colaboradores (2022) estabeleceram a Global
Pediatric Diarrheal Surveillance (GPDS) a partir de estimativas do GBD em nivel de pais, no
qual foi realizada uma andlise sistematica com base em registros de internagdes por diarreia
entre os anos de 2017 e 2018, em 28 paises de baixa e média renda.

Assim, a GPDS evidenciou que o rotavirus foi a principal causa de diarreia que requer
hospitalizagdo (33,3%), seguido por Shigella (9,7%), norovirus (6,5%) e adenovirus (5,5%). Na
regido da Ameérica Central e América do Sul, as principais causas foram Shigella (19,2%) e
norovirus (22,2%), respectivamente (Figura 2). Em populagdes de paises de alta renda, estima-
se que o norovirus seja a principal causa de diarreia pediatrica que requer hospitalizagdo e que

ha uma carga residual de diarreia por rotavirus. Ademais, Shigella, norovirus e adenovirus sao
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patogenos adicionais de importancia global. Foram estimados 208.009 &bitos por ano
atribuiveis ao rotavirus, 62.853 a Shigella, 36.922 ao adenovirus e 35.914 ao norovirus.
Observou-se também que a taxa de hospitalizagdes atribuidas ao rotavirus foi 50% menor em

locais onde a vacina foi introduzida (Cohen et al., 2022).

Figura 2 — Fracdes (percentual) de patdgenos especificos atribuiveis a diarreia hospitalizada
em criancas menores de 5 anos entre 2017 e 2018 em Locais de Vigilancia Global de Diarreia
Pediatrica em 28 paises de baixa e média renda
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A partir do exposto, ¢ evidente que intervengdes contra Shigella podem contribuir ainda
mais para a redu¢ao de morbidade e mortalidade por diarreia. Diversos fatores contribuem para
a variacao da carga global da doenca, € a compreensao sobre como esses fatores podem afetar
as estimativas de mortalidade ¢ crucial na tomada de decisdes para a saude publica.
Historicamente, o Institute of Health Metrics and Evaluation (IHME) e o Maternal and Child
Epidemiology Estimation (MCEE) utilizaram diferentes conjuntos de estudos sobre Shigella e
ETEC para determinar estimativas de mortalidade associada a diarreia. Para o ano de 2013, o
MCEE estimou que ocorreram 42.000 (20.000 - 76.000) o6bitos por ETEC em menores de 5
anos e 28.000 (12.000 - 53.000) 6bitos por Shigella. Neste mesmo ano, o IHME foi consistente
com o MCEE, com uma estimativa de 33.400 (24.900 - 43.500) 6bitos por Shigella e 23.100
(17.000 - 30.400) 6bitos associados a ETEC. Para o ano de 2016, pelo IHME, as modelagens
comecaram a apresentar divergéncias daquelas do MCEE, com uma estimativa de 18.669
(9.800 - 30.659) obitos associados a ETEC e 63.713 (41.191 - 93.611) 6bitos associados a
Shigella (Butkeviciute et al., 2021).

Em um estudo de modelagem estimativa sobre a carga da doenca sobre a mortalidade
por diarreia associada a ETEC e Shigella e associagdo ao atraso no crescimento de criancas
menores de 5 anos, 79 paises de baixa e média renda foram avaliados. Segundo os dados obtidos
com este estudo, foram registrados 44.400 obitos relacionados a diarreia por ETEC e atraso de
crescimento em criangas. No caso de diarreia por Shigella, registraram-se cerca de 63.100
mortes por atraso de crescimento. A prevaléncia mais elevada de infec¢des por ETEC e Shigella
foi registrada na regido africana, na qual a mortalidade estimada foi superior a 25.000 para cada
agente patogénico (Anderson et al., 2019).

Como a maioria dos estudos sobre a carga global da diarreia ndo apresentaram, até o
momento, dados sobre a ocorréncia da doenga no Brasil, descreveremos separadamente nos
topicos a seguir uma recapitulagdo da epidemiologia da diarreia no Brasil, no intuito de
apresentar também a ocorréncia de casos da doenga associados a Shigella e ETEC ao longo dos

anos.

2.2 EPIDEMIOLOGIA NO BRASIL

Kuiava, Perin e Chielli (2019) relataram em seu estudo a evolu¢do das taxas de
hospitalizagdo e as taxas de mortalidade por diarreia no Brasil durante os anos de 2000 a 2015.
Os autores evidenciaram a ocorréncia de cerca de 3,4 milhdes de casos de hospitalizagdes por

diarreia no periodo. Dentre esses casos, 72 mil dbitos por diarreia foram registrados, com uma
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taxa média de hospitalizacdo de 112 casos a cada 100 mil habitantes, e uma taxa de mortalidade
de 2,3 casos a cada 100 mil habitantes. Rondonia apresentou a maior taxa de hospitalizagao,
com 297,09 hospitalizagdes a cada 100 mil habitantes. Em nivel regional, o Nordeste foi a
regido que apresentou as maiores taxas de hospitalizagdes por diarreia, ¢ o estado do Acre
apresentou as menores taxas (Kuiava; Perin; Chielli, 2019).

Em relacdo a incidéncia por idade, observou-se que as taxas de hospitalizacdo foram
mais elevadas para as faixas de 0 a 4 anos e em adultos maiores de 80 anos, com uma taxa de
385 e 562 casos a cada 100 mil habitantes, respectivamente. Ao analisar as taxas de
hospitalizag@o por diarreia ao longo dos anos, verificou-se um aumento de 64% no estado do
Rio Grande do Norte, 44% no Maranhdo e 27% em Roraima, incluindo hospitaliza¢des entre
criancas da faixa de 0 a 4 anos de idade. Uma queda expressiva dessas taxas foi observada no
Rio de Janeiro (82%) e Pernambuco (83%). A taxa de mortalidade foi de 10 casos a cada 100
mil habitantes para a faixa de 0 a 4 anos de idade, e de 49 a cada 100 mil habitantes entre adultos
maiores de 80 anos. Na regido Nordeste, o estado de Alagoas foi o que apresentou os maiores
indices de mortalidade por diarreia, com uma taxa de 6,07 mortes a cada 100 mil habitantes.
Na regido Sul, foram observados os menores indices, com cerca de 1,3 dbitos a cada 100 mil
habitantes (Kuiava; Perin; Chielli, 2019).

Para a faixa de 0 a4 anos de idade, as taxas de mortalidade entre os estados apresentaram
quedas expressivas, principalmente entre as regioes Norte ¢ Nordeste, com destaque para o
estado da Paraiba, com uma redug¢do de 20 para 0,3 obitos a cada 100 mil habitantes. No entanto,
para a faixa de individuos maiores de 80 anos, houve um aumento de 60% na taxa de
mortalidade para a regido Nordeste, salientando a necessidade de uma atengdo especial a essa
populagdo acometida pela doenca (Kuiava, Perin; Chielli, 2019).

Essa analise retrospectiva apresenta o impacto da doenga na populagdo brasileira. No
entanto, apontar os patégenos envolvidos e em que propor¢des se fazem presentes nos casos
registrados € de igual valor. Nesse sentido, Orlandi e colaboradores (2001) observaram em
Rondonia, estado de Porto Velho, uma incidéncia acentuada na faixa etaria de criangas de 0 a
2 anos de idade dentre os 130 casos de diarreia infantil. Dentre esses, os lactentes menores de
1 ano de idade foram particularmente afetados, apresentando 62 casos (47,7%), dos quais 28
casos (21,4%) foram menores de 6 meses de idade. O estudo também relatou que dentre os 130
casos de diarreia, 16 lactentes testaram negativo para os exames laboratoriais de enterobactérias
e rotavirus. Dentre os patogenos encontrados em fezes de 53 lactentes com diarreia (40,7%), o

rotavirus foi o patdgeno mais frequente (19,2%), sendo Shigella encontrada em 10 casos
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(7,7%), com uma frequéncia de Shigella flexneri de 8/10 em relagdo a Shigella sonnei de 2/10
(Orlandi et al., 2001).

Salmonella foi encontrada em 9 casos (6,9%) e ETEC em 4 casos de diarreia, no qual
todos continham as enterotoxinas LT e ST. EPEC foi encontrada em 3 casos de diarreia (2 E.
coli O:111 e 1 E. coli O:125); 1 caso de EIEC e Y. enterocolitica foram identificados.
Campylobacter foi encontrada em casos de diarreia e controles. Os exames parasitologicos
evidenciaram 8 casos de diarreia com cistos de E. histolytica, 19 casos de diarreia por cistos de
G. lamblia e em 4 controles. As infecgoes mistas foram frequentes e foram identificados 2 casos
de Shigella e rotavirus, 3 casos de Salmonella e G. lamblia, e 2 casos de EPEC e E. histolytica.
Outros patogenos estavam distribuidos por todas as faixas etarias, no entanto, sua frequéncia
nao foi determinada devido ao baixo numero de casos observados em criancas maiores de 2
anos de idade (Orlandi et al., 2001).

Ainda no estudo de Orlandi e colaboradores (2001), observou-se que, embora os
patodgenos bacterianos tenham sido encontrados durante todo o periodo do estudo, o nimero de
casos de diarreia por rotavirus (70%) foi maior no periodo de outubro a fevereiro,
correspondente a uma estacdo local chuvosa, em comparacao ao periodo de maio a setembro,
que corresponde a uma estagdo mais seca.

Taborda e colaboradores (2018), em uma pesquisa mais recente, realizaram um estudo
de caracterizacdo de E. coli enteroagregativa (EPEC) em criangas com diarreia na Amazonia
ocidental brasileira. As amostras foram provenientes de criangas hospitalizadas com
gastroenterite aguda (Hospital Infantil Cosme e Damido na cidade de Porto Velho-RO), na faixa
de 6 anos de idade, entre 2010 e 2012. No estudo, os isolados sugestivos de E. coli foram
submetidos a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para identificagdo dos fatores de viruléncia
e ensaios de adesdo bacteriana in vitro em células HEp-2, testes de detec¢@o de biofilme e testes
de susceptibilidade antimicrobiana. A partir desses métodos, E. coli diarreiogénica foi
encontrada em 27,4% das criangas hospitalizadas, sendo EAEC (E. coli enteroagregativa) a E.
coli diarreiogénica associada com maior frequéncia dos casos de diarreia (52,4%). Foi
observado que 69% das EAEC eram produtoras de biofilme, e a maioria era resistente a
ampicilina (70,6%), sulfametoxazol (60%), tetraciclina (44,7%) e cefotaxima (22,4%). A partir
deste primeiro estudo que investigou os fatores de viruléncia bacteriana de EAEC em criangas,
Taborda et al. (2018) evidenciaram que ha outras cepas de E. coli diarreiogénicas circulantes
no Brasil e que estas diferem dos dados epidemioldgicos globais.

Na regido Norte, em Manaus, Amazonas, foi realizado um estudo etioldgico no qual

1.339 criangas apresentaram diarreia durante o periodo de agosto de 2007 a julho de 2008. As
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espécies de Shigella foram a quinta causa mais comum de diarreia (2,2%), liderada por
Escherichia coli enteropatogénica em 837 casos (62,1%), seguida por 207 criangas com
rotavirus (15,4%), 192 com espécies de Salmonella (14,3%) e 34 casos de espécies de Yersinia
(2,5%). A infeccdo por protozoarios foi observada em 46 casos: Entamoeba histolytica foi
encontrada em 16 casos, 14 para Giardia lamblia, 13 para Entamoeba coli e 3 para Balantidium
coli. Vinte e quatro criangas tiveram diarreia associada a vermes, 9 por FEnterobius
vermiculares, 9 por Ascaris lumbricoides, 4 por espécies de Ancylostoma e 2 por Trichiura
trichuris. Ainda assim, a etiologia da diarreia em 199 criancas era desconhecida. Foram
encontradas monoinfecgdes entre os principais grupos de enteropatdogenos, bactérias (N = 867),
rotavirus (N = 39) e parasitas intestinais (N = 8). Também foram encontradas diversas
coinfec¢des; 13 criancas foram infectadas por bactérias enteropatogénicas, rotavirus e parasitas
intestinais. Foram encontradas bactérias enteropatogénicas coinfectadas com rotavirus em 178
casos ou com parasitas intestinais em 45 criangas (Cruz et al., 2014).

Atualmente, ao considerar as estimativas globais direcionadas a Shigella e ETEC, como
descrito por Butkeviciute et al. (2021) nos ultimos anos, a proxima se¢do descreve
resumidamente a epidemiologia sobre ambas as bactérias diarreiogénicas e sua ocorréncia no

Brasil.

2.3 ASPECTOS GERAIS E EPIDEMIOLOGIA DE Shigella sp.

Nos ultimos 30 anos, a mortalidade por Shigella caiu consideravelmente, e isso se deve
principalmente as contribui¢des da reducao da desnutricdo global. Apesar disso, a shigelose foi
classificada pelo Global Burden of Disease Consortium como a segunda principal causa de
mortes diarreicas em 2015 (Kotloff ef al., 2017, 2018), além de ser a segunda principal causa
de hospitalizagdes e Obitos por diarreia na populagdo pediatrica durante os anos de 2017 e 2018
(Cohen et al., 2022).

Em consonancia com as estimativas globais, no Brasil, as infec¢des causadas por S.
sonnei também estao associadas a regides geograficas de alta renda, como o Sudeste, enquanto
infec¢des causadas por S. flexneri estdo associadas a regides de baixa renda, como o Norte e
Nordeste do pais (Sousa et al., 2010). Em Minas Gerais, durante o outono e verdo, cerca de
90% das infecgoes foram causadas por S. sonnei, e no Piaui, frequentemente em criangas com
idade inferior a 24 meses, 80% das infec¢des foram causadas por S. flexneri (Nunes et al.,

2012).
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No estudo de Cruz et al. (2014), 30 isolados de Shigella foram identificados em um
estudo etiologico no qual foram incluidas 1.339 criangas de 0 a 10 anos de idade. S. flexneri foi
a espécie mais frequente encontrada em 60,0% dos isolados, seguido de 22,2% para S. sonnei
e 6,6% para S. dysenteriae e S. boydii. Embora as chuvas na regido sejam sazonais, a variagao
temporal dos casos de diarreia por Shigella ndo oscilou durante as duas estagdes chuvosas, ao
contrario dos casos de diarreia por outros enteropatégenos, que aumentaram ao longo da estagao

chuvosa (Figura 3).

Figura 3 — Variagdo temporal na prevaléncia de diarreia causada por Shigella e outros
enteropatogenos. De agosto de 2007 a dezembro de 2008, 1.346 criangas na faixa de 0 a 10
anos de idade foram internadas com diarreia € procuraram tratamento em trés hospitais em
Manaus, na regido central da Amazodnia brasileira. Foram coletadas amostras de fezes nas quais
Shigella e outros enteropatogenos foram identificados por métodos classicos. A distribuigao
das chuvas ao longo do periodo de estudo ¢ classificada em dois niveis. Os retangulos cinza
escuro representam a maior taxa de precipitagao (entre 300 ¢ 600 mm), e o cinza claro indica
precipitagdo abaixo de 200 mm
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Com base no exposto, verificou-se a ocorréncia da doenca diarreica no Brasil e que esta
estd associada a vulnerabilidade de populagdes de regides de baixa renda, as quais apresentam

dificuldade de acesso a agua potavel e residem em locais onde h4 auséncia de coleta e
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tratamento de esgoto. Dentre os casos de doencga diarreica infecciosa no Brasil, hé indicios da
disseminagdo de cepas de E. coli diarreiogénicas resistentes a antibioticos, dentre elas ETEC

(Cruz et al., 2014; Nunes et al., 2012).

2.4 Escherichia coli DIARREIOGENICA

A Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa em forma de bastonete € membro da
familia Enterobacteriaceae, isolada de fezes infantis pela primeira vez em 1885 por Theodor
Escherich. H4 uma relagdo de mutuo beneficio entre o ser humano e as cepas de E. coli, mas
ainda assim a E. coli comensal pode ocasionar doengas em individuos com a barreira
gastrointestinal lesionada ou em hospedeiros imunocomprometidos (Tenaillon ef al., 2010).

Certas cepas de E. coli medeiam inimeras doengas em humanos e animais, ocasionando
doengas diarreiogénicas e extraintestinais. Existem seis categorias patogénicas de E. coli que
causam infec¢do intestinal em homens e animais, sendo denominadas de E. coli diarreiogénicas,
que sao diferenciadas pela presenca de fatores de viruléncia, como adesinas fimbriais e
afimbriais, toxinas e invasinas, ¢ classificadas em: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) ou
E. coli produtora da toxina de Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli aderente
difusa (DAEC) e 0 novo patotipo E. coli invasiva aderente (AIEC), como causadoras de diarreia
e disturbios intestinais (Darfeuille-Michaud et al., 1998; Souza et al., 2016).

Viérias sindromes clinicas distintas acompanham a infec¢dao por categorias de E. coli
diarreiogénicas, incluindo diarreia do viajante (causada por ETEC), colite hemorrdgica e
sindrome hemolitica-urémica (EHEC), diarreia persistente (DAEC) e diarreia aquosa de bebés
(EPEC) (Gomes et al., 2016).

Cada patotipo de E. coli possui mecanismo de patogenicidade caracteristico e perfil de
fatores de viruléncia especificos codificados por grupamentos de genes associados a atividade
de adesdo, invasdo, fixagdo, aquisicdo de ferro, motilidade e atividade de toxinas (Mainil,
2013). O patétipo E. coli ETEC libera enterotoxinas no intestino delgado humano e ¢ a principal
causa de diarreia em viajantes e criangas em paises de baixa e média renda, com maiores taxas
de infeccdo e mortalidade por ETEC em criangas menores de 2 anos de idade (Buuck et al.,

2020).
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2.4.1 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

A cepa ETEC (Escherichia coli enterotoxigénica) ¢ um dos agentes causadores de
diarreia infantil e do viajante, a qual, em décadas passadas, chegou a ocasionar cerca de 400
mil 6bitos por ano em criangas menores de 5 anos e esta relacionada com o desenvolvimento
de desnutrigao infantil (Dubreuil, 2014; Von Mentzer et al., 2014).

A ETEC ocasiona uma diarreia abrupta cuja apresentagdo ¢ de fezes com consisténcia
aquosa, na qual nao ¢ observado muco, sangue ou pus, € uma minoria dos casos esta associada
aos sinais clinicos de febre e vomito (Dubreuil, 2014). Nas estatisticas globais, essa bactéria ja
foi responsavel por mais de 20% dos casos graves de diarreia e, em anos anteriores, foi estimado
que mais de 10 milhdes de turistas sofreram de diarreia provocada pelo patogeno (Dubreuil,
2014; Qadri et al., 2005).

Orlandi e colaboradores (2006) realizaram um estudo na regido Norte do pais, na cidade
de Porto Velho, estado de Rondonia, com cerca de 500 criangas menores de 6 anos de idade.
Dentre as criancas com perfil de diarreia aguda, 21 casos (4,2%) foram atribuiveis ao patdgeno
bacteriano E. coli ETEC.

Moreno et al. (2010), em um estudo conduzido na regido Nordeste do pais com 290
criancas com diarreia, constataram que dentre 2.344 isolados bacterianos de E. coli, 10%
corresponderam ao patégeno ETEC. Em um outro estudo também conduzido no Nordeste, na
cidade de Teresina, estado do Piaui, foi constatado que dentre os isolados de 250 criancas
menores de 5 anos de idade com diarreia, cerca de 9,5% corresponderam ao patégeno ETEC
(Nunes et al., 2011).

As bactérias ETEC iniciam a infec¢do ao aderir o epitélio intestinal do hospedeiro e
colonizar o intestino delgado, mecanismo mediado por adesinas fimbriais e ndo fimbriais
chamadas fatores de colonizacdo (CFA) ou antigenos de superficie coli (CS) (Gaastra; Graaf,
1982; Knutton; Lloyd; Mcneish, 1987; Von Mentzer; Svennerholm, 2023).

Uma vez fixada a bactéria, ocorre o estimulo a expressao de uma toxina labil ao calor
(LT) e/ou toxina estavel ao calor (ST). A LT estimula a adenilato ciclase, levando a um aumento
do monofosfato de adenosina ciclico intracelular (cAMP) e subsequente secre¢do de cloreto
pelas células da cripta intestinal. Esse mecanismo inibe a absorcdo de cloreto de sodio das
vilosidades intestinais, resultando na secre¢do livre de d4gua no limen intestinal, caracterizado
como diarreia aquosa. A ST estimula a guanilato ciclase e o aumento de monofosfato de

guanosina ciclico intracelular (cGMP) e posterior secre¢do de cloreto com inibi¢dao da absor¢ao
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de cloreto de sodio, a qual também induz a uma diarreia aquosa (Fleckenstein et al., 2010;
Nataro, 1987; Wang et al., 2019).

Em humanos infectados por ETEC, pode ocorrer o aumento da secre¢ao de IgA na
mucosa do intestino e simultanea secre¢ao de IgA no soro. A producao de IgA na mucosa ocorre
principalmente como resultado da resposta das células B a infec¢do, apds ativacao por células
dendriticas que apresentam antigenos do agente infeccioso. As células B ativadas passam por
expansao clonal, hipermutagdo e selecao no tecido linfoide associado ao intestino (GALT),
principalmente nas placas de Peyer. Os plasmoblastos migram para a corrente sanguinea por
meio do sistema linfatico e, expressando marcadores de localizagdo em sua superficie, dirigem-
se aos locais efetores da mucosa ao longo do trato gastrointestinal. Os plasmablastos se
diferenciam em células plasmaticas da mucosa, que iniciam a producdo e secrecao de IgA
especifica para os antigenos que estimularam inicialmente as células B. Essas imunoglobulinas
sdo ativamente secretadas através da parede intestinal € na mucosa intestinal, onde se conectam
e imobilizam o patéogeno alvo ou seus fatores de viruléncia (Figura 4) (Riaz; Seinsland;
Hanevik, 2020).

O entendimento sobre a resposta imune em infecgdes por E. coli ETEC também tem
sido obtido através de estudos que utilizam outros mamiferos como modelo animal (Dhamer et
al.,2023). Nesse sentido, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e interleucina-6 (IL-6) sdao
citocinas pro-inflamatorias relatadas como marcadores de infec¢cdo patogénica em suinos que
sofreram desmame (Zhang et al., 2010). A superestimulag@o dessas citocinas, principalmente
o TNF-alfa, pode resultar em efeitos patologicos que levam a inflamagdo e a quantificagdo
dessas proteinas pode ser utilizada como indicativo de resposta a infeccao por ETEC (Dhamer
et al., 2023). Em humanos, observou-se o aumento das concentracdes de mieloperoxidase
(MPO) nas fezes, associada a uma maior colonizagdo intestinal por ETEC, um aumento da
proteina de ligag@o a acidos graxos intestinais no soro, € aumento das citocinas IL-17 e IFN-y

ap6s infecgdo por ETEC (Brubaker et al., 2021).
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Figura 4 — Imunidade protetora da mucosa contra diarreia por ETEC. ETEC sdo bactérias ndo
invasivas que aderem ao epitélio intestinal através de um ou mais de 30 FCs diferentes. A ETEC
produz toxina LT e/ou toxina ST, que se liga a receptores nas células epiteliais e causa aumento
de AMP ciclico (AMPc) e GMP ciclico (GMPc), respectivamente, resultando em diarreia
aquosa. As vacinas orais, que sao baseadas em FCs expressas na superficie das bactérias, e/ou
um toxoide LT ou LT nao téxico, por exemplo, ETVAX (nome da vacina ETEC) e ACE527,
sdo consideradas indutoras de prote¢do contra ETEC através da produgdo de IgA secretoria
(SIgA) contra FCs e/ou LT da vacina por células plasmaticas localizadas na lamina propria
intestinal. No limen, os anticorpos SIgA podem se ligar e neutralizar CFs e LT. Os anticorpos
dirigidos contra FCs bacterianas reduzem a colonizagao bacteriana e podem proteger também
contra ETEC produtoras de ST que expressam FC. Anticorpos que se ligam a antigenos ETEC
O e antigenos nao canonicos, como EatA (adesina recombinante) ou EtpA (protease
degradadora de mucina recombinante), também podem contribuir para a prote¢ao
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Fonte: Adaptado de Svennerholm e Lundgren (2023).

Shigella ¢ um bacilo Gram-negativo, imével (Matanza; Clement, 2023), causador da
disenteria bacilar, classificada nos patotipos Shigella flexneri, Shigella dysenteriae, Shigella
boydii e Shigella sonnei (Farzam et al., 2017; Franke-Fayard et al., 2010), restritos a primatas,
o que a diferencia dos demais membros da familia Enterobactereaceae (Mattock; Blocker,
2017; Trikha; Rishi; Tewari, 2017).

Com estimativa de 149,2 milhdes de criancas com atraso no crescimento, desde a
década de 1970, ha evidéncias dos impactos negativos das doencas diarreicas no crescimento
em menores de 5 anos de idade, sendo a diarreia atribuida a Shigella associada pela primeira

vez a esse aspecto por Black e colaboradores em 1984 (Bagamian ef al., 2023).
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A patogenicidade de Shigella spp. tem sido tradicionalmente estudada utilizando
Shigella flexneri como modelo primario (Matanza; Clement, 2023). As bactérias induzem uma
morte celular em macrofagos semelhante a apoptose, que ¢ acompanhada por sinalizagao pro-
inflamatoéria. As bactérias livres invadem as células M pelo lado basolateral, movem-se para o
citoplasma por polimerizacao vetorial da actina e se espalham para as células adjacentes (Figura
5). A sinalizagdo pré-inflamatoria por macrdéfagos e células M ativa ainda mais a resposta imune
inata envolvendo células NK (natural killer) e atrai células polimorfonucleares (PMN). O
influxo de PMN desintegra o revestimento de células M, o que inicialmente agrava a infec¢ao
e a destruicao do tecido, facilitando a invasdo de mais bactérias. Em ultima analise, os PMN
fagocitam Shigella, contribuindo para a resolugdo da infec¢do (Gopal et al., 2017; Koestler et

al., 2019; Schroeder; Hilbi, 2008).

Figura 5 — Patogénese celular de Shigella spp.
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Fonte: Adaptado de Schroeder e Hilbi (2008).

Na presenca de células epiteliais, Shigella induz a uma reorganizagao do citoesqueleto
e ocasiona a formacao de um vacuolo pinocitico, entrada nas células e crescimento intracelular
apos rapida lise do vactiolo endocitico. O patdogeno evade para o citoplasma e migra para células
adjacentes através de uma cauda de actina (Sansonetti, 1991).

Em estudos mais atuais, em criangas com diarreia por Shigella, ocorre a secre¢ao de
citocinas pro-inflamatorias em niveis elevados de interferon gama, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-alfa), TNF-beta, interleucina IL-lalfa, IL-1beta, fator estimulador de colonias de
granuldcitos-macréfagos (GM-CSF), IL-6, IL-8, IL-12, IL-17 e fator de crescimento endotelial

(VEGF), comparado a criangas sem diarreia. Em relacdo a gravidade da doenca, em criangas
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com disenteria infectadas por Shigella, as citocinas pro-inflamatérias exibem niveis
significativamente mais baixos de TNF-beta, IL-1beta e IL-17 e niveis elevados de GM-CSF
em comparagdo a criancas sem disenteria. Niveis aumentados de MPO, CP e LF foram
encontrados nas fezes de criancas infectadas por Shigella. Em relagdo a resposta de citocinas
TH1 e TH2, criangas infectadas por Shigella apresentam niveis mais elevados de IL-2, IL-15,
IL-4, IL-13 e IL-10, bem como um nivel cinco vezes maior de IgA e IgG total nas fezes
comparado a criangas sem diarreia. A presenga de citocinas pro-inflamatdrias € um indicativo
da ativagao de células imunes inatas e reflete provavelmente um quadro de infec¢ao recente ou
aguda, enquanto as citocinas de células T sugerem um quadro de infec¢do recorrente ao
organismo hospedeiro (Buskirk ef al., 2022).

Em estudos recentes sobre a patogenicidade de Shigella em modelo animal murino, tém-
se descrito que essas bactérias invasoras entregam acidentalmente flagelina e T3SS (sistema de
secrecdo tipo 3) no citosol de células epiteliais do intestino (IECs), onde sdo detectadas pelo
inflamassoma NAPL/NLR4, que ativa caspases a jusante ¢ impulsiona a secre¢do de citocinas
pro-inflamatorias, extrusdo de IECs infectadas e a programacao litica (proptose e necroptose) €
ndo litica (apoptose) e morte celular. O sistema imunoldgico da mucosa do hospedeiro utiliza
sensores intracelulares como o inflamassoma NALP/NLR4, descrito em estudos com
camundongos, sendo utilizado para neutralizar possiveis ameacas particularmente contra

agentes infecciosos (Giil et al., 2023).

2.5 FATORES DE VIRULENCIA BACTERIANA

Fatores de viruléncia sao moléculas especificas, principalmente proteinas produzidas e
liberadas por bactérias, fungos, protozodrios e virus que estdo codificados por genes especificos
localizados no cromossomo ou elementos genéticos méoveis, como os plasmideos e transposons,
em patdgenos bacterianos (Wu; Wang; Jennings, 2008).

Os principais fatores de viruléncia descritos em patdgenos bacterianos estdo distribuidos
em seis principais classes, que incluem as proteinas de membrana, proteinas de membrana
externa, constituintes de biofilme, captadores de ferro, constituintes da cépsula e as proteinas
secretoras (Peterson; Baron, 1996). Na classe de proteinas de membrana estdo incluidos os
fatores de adesdo, invasdo, colonizagdo e viruléncia de superficie, enquanto a classe de
proteinas secretoras engloba os inibidores de resposta imune, toxinas e transportadores

(Johnson, 2017).
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Muitas bactérias apresentam em sua superficie estruturas de tamanho e aparéncia
diferentes chamadas pili e fimbrias e, nesse contexto, eles ja foram usados indistintamente
(Hobot, 2015). O pili conjugativo ¢ mais longo que a fimbria, sendo composto principalmente
pela proteina pilina, organizada em estrutura tubular que permite a passagem de material
genético durante o processo de conjugacao (Tang et al., 2014). A fimbria possui uma estrutura
similar, mas o fato de estar envolvida no processo de adesao celular e a presenca de subunidades
proteicas especificas da cepa confere uma variedade de propriedades de aglutinagao (Hobot,
2015).

As estruturas fimbriais do tipo 1 foram observadas pela primeira vez em investigacoes
de microscopia eletronica como apéndices filamentosos nao flagelares de bactérias (Duguid et
al., 1955). Foram designados pela primeira vez como “fimbrias” por Duguid e colaboradores
(1955) e denominados “pillus” pela primeira vez por Brinton e colaboradores (1965).
Atualmente, as fimbrias do tipo I sdo descritas como estruturas superficiais filamentosas
produzidas por varios membros da familia Enterobacteriaceae (Klemm; Schembri, 2000),
sendo codificadas pelo operon fim/AICDFGH contendo genes necessarios para montagem e
estrutura (Capitani ef al., 2006). FimA ¢ a principal subunidade da estrutura de fimbrias, FimI
¢ necessaria para biossintese das fimbrias, mas seu papel ndo € totalmente elucidado, FimC ¢ o
componente periplasmatico para subunidades de fimbrias, FimD ¢ a plataforma de montagem
da membrana externa, FimF e FimG sdo proteinas adaptadoras (Zeiner; Dwyer; Clegg, 2012) e
FimH ¢ a adesina localizada na ponta da fimbria mediando adesdo a moléculas de manose na
superficie da mucosa do hospedeiro (Jones ef al., 1995).

As interagdes que as bactérias patogénicas estabelecem com seu hospedeiro tém tido
bastante atencdo quanto a identificacdo de seus determinantes especificos de viruléncia,
adquiridos geralmente por transferéncia horizontal entre as bactérias (Bravo et al., 2015). Ao
longo dos anos, essas estruturas foram investigadas em profundidade, e em estudos sobre
adesdo bacteriana, ha relatos de que aproximadamente 80% de todas as cepas de E. coli de
origem fecal sdo capazes de produzir fimbrias do tipo 1, que sdo codificadas pelo operon “fim”
cromossomico (Kaczmarek; Budzynska; Gospodarek, 2012). Alguns estudos com Shigella
flexneri, Shigella sonei e EIEC (E. coli enteroinvasora) de isolados clinicos de pacientes
chilenos com diarreia entre 2004 e 2006 sugerem que essas bactérias podem ainda apresentar
estado fimbriado e nao fimbriado como resposta patoadaptativa ao ambiente (Bravo et al., 2015;
Snellings; Tall; Venkatesan, 1997).

A importancia das investigacdes sobre os fatores de viruléncia se da pelo fato de que os

genes codificadores associados fornecem informacdes sobre a interagdo patdogeno-hospedeiro a
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nivel molecular, com indicativos sobre como o patéogeno leva ao desenvolvimento da doenga
(Kaper; Nataro; Mobley, 2004). Alguns genes de fatores de viruléncia de patotipos entéricos de
E. coli que estdo associados a colonizacdo, adesdo, toxinas e proteinas efetoras ja foram
descritos (Pakbin; Briick; Rossen, 2021). Dentre os varios fatores de viruléncia presentes na
estrutura bacteriana distinta de Shigella ¢ ETEC, encontram-se os antigenos Fim-H e EtpA,

respectivamente.

2.5.1 FimH

A proteina presente na membrana externa de um subconjunto de bactérias Gram-
negativas, denominada Fim-H, tem sido alvo de pesquisas para o desenvolvimento de vacinas
contra bactérias diarreiogénicas, devido ao potencial em imunogenicidade (Karam; Habibi;
Bouzari, 2016; Pardo, 2016; Singaravelu; Selvan; Anishetty, 2014; Souza, 2018).

Alguns estudos descrevem que a estrutura da superficie bacteriana contendo o pili tipo
1 € composto por filamentos proteicos de 0,1 a 2 mm de comprimento, importante para a adesao
bacteriana no organismo do hospedeiro (Hahn et al., 2002; Jones et al., 1995). A proteina FimH
¢ uma das subunidades que compdem esse pili, localizada na ponta distal, funcionando como
uma adesina fimbrial (Waksman; Hultgren, 2009).

Essa proteina possui em sua estrutura dois dominios: um dominio de lectina N-terminal
(Fim-H) e um dominio de pilina C-terminal (Fim-HP), e possui uma dobra semelhante a
imunoglobulina incompleta. A proteina ¢ completada pela inser¢do de uma fita doadora N-
terminal da Fim-G, que ¢ uma subunidade subsequente na montagem do pilus (Waksman;
Hultgren, 2009).

Fim-H reconhece as manoses nas glicoproteinas epiteliais do hospedeiro (Figura 6)
(Bravo et al., 2015), e por mediar a aderéncia das bactérias Gram-negativas nas membranas de
mucosas, possui um papel importante no estabelecimento da infec¢ao por Shigella (Sauer et al.,
2016). Em decorréncia disso, ja foi explorada em alguns estudos, em sua maioria voltados para
o desenvolvimento de candidatos vacinais, como o desenvolvido por Pardo e colaboradores

(2016).
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Figura 6 — Imagens representativas de microscopia eletronica de derivados da cepa M90T de
S. flexneri contendo pACYC184 (vetor) ou pSH2 (contendo o operon Fim) (painéis A e B,
respectivamente). Barra de escala, 1 um. Painel C: Resultados de ensaios de hemaglutinagao
realizados na auséncia ou na presen¢a de manose 0,2 mM com a cepa de S. flexneri MI0T
contendo pSH2 ou pACYC184
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Fonte: Adaptado de Bravo et al. (2015).

A imunogenicidade do antigeno proteico Fim-H foi confirmada a partir da producdo de
anticorpos IgG policlonais em murinos, demonstrada através de reatividade positiva ao
antissoro obtido (Pardo, 2016). Dentre as regides peptidicas do antigeno proteico capazes de
gerar uma resposta imune, definidas como epitopos, foi observada uma reatividade significativa
do antissoro com o epitopo 9 da adesina fimbrial Fim-H, descrita no estudo realizado por Souza
(2018). Além disso, foi demonstrada a imunogenicidade do antigeno a partir da produgdo de
anticorpos policlonais IgG em murinos a fim de avaliar o potencial vacinal contra Shigella

(Souza, 2018).

2.5.2 EtpA

A exoproteina EtpA (Enteropathogenic E. coli Translocated Protein A) é um fator de
adesdo extracelular grande, da familia de proteinas two-partner secretion (TPS) (Roy et al.,
2008). Esta proteina ¢ secretada pela bactéria e inserida na membrana celular do hospedeiro
durante a infeccdo e um papel fundamental na adesdo da E. coli ETEC as células epiteliais
intestinais, o que ¢ um passo crucial para a colonizagdo e subsequente desenvolvimento da

doenga (Figura 7) (Luo et al., 2015; Roy; Hamilton; Fleckenstein, 2012).
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Estudos anteriores constataram que EtpA ¢ altamente conservada entre as cepas
circulantes e que estdo presentes em mais de 50% dos isolados de ETEC encontrados no Chile
e em Guiné Bissau (Del Canto ef al., 2011; Sahl ez al., 2011). Ademais, também foi observado
que a colonizagao de bactérias com delecdo do gene da EtpA nocauteado foi prejudicada. Dessa
maneira, surgem cada vez mais estudos que tém esta proteina como foco para o
desenvolvimento de vacinas (Fleckenstein; Sheikh, Qadri, 2014; Kulmann et al., 2023; Roy et
al., 2008).

Em estudos para a verificacao da conservacao da proteina EtpA entre diferentes isolados
de ETEC, utilizando o sequenciamento de nova geracao completo do genoma, constatou-se uma
alta identidade da sequéncia (93,6-100%) (Joffre et al., 2015; Vidal et al., 2019). A EtpA liga-
se preferencialmente a N-acetilgalactosamina (NAG) expressa nos glicanos da mucosa
intestinal do grupo sanguineo A, aumentando a intercorréncia de severidade nesse grupo
(Kumar et al., 2018; Qadri et al., 2007).

Para atestar a conservagao de funcionalidade de EtpA, Kuhlmann et al. (2019) clonaram
os genes mais divergentes de EtpA, expressaram as proteinas correspondentes e examinaram a
interagdo destas com glicanos do grupo sanguineo A, os quais mostraram uma ligagdo
preferencial aos carboidratos expressos na superficie dos enterdcitos, confirmando a
conservagao funcional da EtpA, mesmo que em diferentes cepas de ETEC.

Uma vez atestada a ampla conservacdo da EtpA, o estudo de Astolpho (2017) buscou
produzir uma ferramenta para detec¢do de E. coli ETEC usando a expressdo, purificagdo e
obtengao de anticorpos IgG de camundongos contra uma proteina quimérica de EtpA, obtendo,
ao final, um imunoensaio de citometria de fluxo baseado em microesferas magnéticas capaz de
detectar preferencialmente isolados de ETEC, entre outras cepas de E. coli diarreiogénicas,
apresentando apenas uma baixa reatividade com uma cepa de E. coli enteropatogénica (EPEC).

Para o mapeamento das regides imunogénicas do antigeno EtpA construido por
Astolpho (2017), foram obtidos peptideos sintéticos, a partir do qual foi demonstrado que
apenas um epitopo apresentou reatividade ao antissoro de murinos. Tais resultados

demonstraram o potencial de utilizagdo deste antigeno para o diagndstico de E. coli ETEC.
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Figura 7 — A) ETEC fazendo a ancoragem nas células hospedeiras através das pontas dos
flagelos. B e C) EtpA se concentra nas pontas dos flagelos interagindo com regides altamente
conservadas de flagelina

Fonte: Astolpho (2017), adaptado de Roy et al. (2009).

2.6 DIAGNOSTICO DE DOENCAS DIARREICAS

Os métodos de diagndstico utilizados no Global Enteric Multicenter Study (GEMS) para
avaliar as causas de diarreia moderada a grave incluiram cultura para bactérias, EIA para
rotavirus, adenovirus e protozoarios, € PCR multiplex de transcriptase reversa (RT-PCR) com
eletroforese em gel (Liu ef al., 2016a).

Para a deteccdo, a otimizacao de métodos de deteccao molecular, como a reagao em
cadeia da polimerase quantitativa, tem sido amplamente utilizada para a detec¢do de 32
enteropatogenos causadores de diarreia a partir de amostras de fezes armazenadas de 2007 a
2011 (Liu et al., 2016b). Em relatos recentes, a deteccdo de patdogenos entéricos em criangas
com diarreia em Moshi, Tanzania, tem sido realizada através do acido nucleico extraido de
amostra fecal utilizando a reagdo em cadeia da polimerase quantitativa com cartdes TagMan
Array personalizados para Shigella spp. ou EIEC, adenovirus, rotavirus, Cryptosporidium spp.
e E. coli produtora de enterotoxina estavel ao calor (ST-ETEC), Campylobacter jejuni ou C.
coli, sapovirus e E. coli enteropatogénica tipica (tEPEC); Norovirus GII, Helicobacter pylori,

astrovirus, Vibrio cholerae, Salmonella spp., Cyclospora cayetanensis e Entamoeba histolytica;
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E. coli enteroagregativa e Aeromonas spp., E coli enteroagregativa, Aeromonas spp. €
Cystoisospora belli.

Em criangas de comunidades rurais e periurbanas na Africa do Sul com diarreia, a
coinfecgdo com multiplos enteropatdogenos (2014-2016) através do painel gastrointestinal
BioFire FilmArray foi utilizado para detectar simultaneamente 22 patdgenos: C. jejuni, C. coli,
C. upsaliansis, Clostridium difficile (toxina A/B), Plesiomonas shigelloides, Salmonella, V.
cholerae, Vibrio spp. (V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus), Yersinia enterocolitica,
E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC [It/st]), E. coli produtora de toxina semelhante a Shiga [STEC stx1 /stx2], E. coli 0157,
Shigella-EIEC, Adenovirus F40/41, Sapovirus [I; II; 4; V], Astrovirus [HAstV 1-8], Norovirus
[GI; GII], Rotavirus A. Cryptosporidium, Cyclospora cayetanensis, Entamoeba histolytica e
Giardia lamblia [ G. intestinalis, G. duodenalis] (Potgieter et al., 2023).

Os métodos laboratoriais para o diagnostico da doenga diarreica envolvem a coleta de
amostras fecais apOs evacuagao natural ou estimulacdo com supositorio de glicerina. Uma parte
das amostras € separada para a analise parasitologica e testes para rotavirus e a segunda parte
para cultivo de acordo com procedimento bacterioldogico padrao (Akhondi; Simonsen, 2019;
Orlandi et al., 2001).

Embora existam ensaios disponiveis para identificar todas as categorias de Escherichia
coli diarreiogénicas, em muitas situagdes, ndo € necessario atribuir um agente patogénico
especifico de E. coli a um paciente em particular. Por exemplo, pacientes com diarreia
enterotoxigénica do viajante causada por E. coli (ETEC) frequentemente resolvem o quadro
diarreico antes de buscar atendimento médico para realizagdao de cultura de fezes. Embora a
maioria dos isolados enteroinvasivos de E. coli (EIEC) possam ser perdidos no laboratério
clinico, a diarreia geralmente cessa, € os pacientes respondem a antibidticos empiricos, como
fluoroquinolonas, administrados para tratar outras formas de diarreias bacterianas. A cultura de
fezes para a maioria das categorias de E. coli diarreiogénicas deve ser conduzida em casos de
diarreia persistente, especialmente em viajantes, criangcas e imunocomprometidos, além de
situagdes de surto. As amostras de fezes contendo E. coli podem ser enviadas a um laboratorio
de referéncia qualificado para identificacdo definitiva. As indicacdes para a cultura de
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) diferem das demais categorias de E. coli
diarreiogénicas e sao detalhadas na se¢ao subsequente sobre EHEC (Nataro, 1987).

O procedimento padrdo envolve a adicdo de suspensdo fecal em meio seletivo de
MacConkey, SS e Agar verde brilhante, de 24 a 48 horas a 37 °C, para isolamento e
identificacdao bacteriana de Escherichia coli (EPEC), Escherichia coli (EHEC), Escherichia
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coli (EIEC), Shigella, Salmonella, Yersinia; e em meio Skirrow por 48 horas a 42 °C para o
isolamento e identificacdo de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli (Orlandi et al., 2001).

Os isolados bacterianos avaliados em testes bioquimicos, como o da catalase e oxidase,
lactose e coloragao de Gram sao posteriormente testados com antissoros comerciais disponiveis
para a determinagao e diferenciagdo dos tipos bacterianos e grupos bacterianos (Orlandi ef al.,
2001).

Com isso, os sorotipos EPEC, EHEC e EIEC sdo testados para a determinagdo da
producao de enterotoxinas LT e ST pelo método convencional da PCR (Binnicker et al., 2015;
Orlandi et al., 2001).

Estudo de revisdo mais recente, realizado por Von Mentzer e Svennerholm (2023),
descreveu que desde o inicio dos anos 2000, técnicas tradicionais como hemaglutinacao,
soroaglutinacdo e imunodifusdo foram substituidas por métodos mais avangados, como sondas
genéticas e ensaios de Dot-Blot. Esses ensaios demonstram reatividade com anticorpos
monoclonais especificos anti-FC em folhas de nitrocelulose. Os métodos fenotipicos
subsequentemente deram lugar aos métodos de PCR, incluindo PCR convencional ou
multiplex, utilizando primers especificos que agora estdo disponiveis para a maioria dos CFs
de Escherichia coli enterotoxigénica humana e animal (ETEC) identificados. Os iniciadores de
PCR normalmente tém como alvo as subunidades principais, que sao 0s genes mais variaveis
dentro dos agrupamentos de genes da FC. Nos ultimos anos, estudos diagnosticos e
epidemioldgicos em larga escala sobre ETEC CFs incorporaram anélises de PCR em tempo real
(RT), TagMan ou Luminex. Para fins de diagnostico, uma abordagem de sequenciamento pode
ser empregada para identificar os principais fatores de viruléncia e determinantes de resisténcia
aos antibioticos. No entanto, € importante notar que a sequenciagdo continua indisponivel em
muitos paises que enfrentam desafios de saude relacionados com a ETEC.

Como visto anteriormente, o diagndstico da doenca diarreica engloba uma gama de
métodos para a identificacdo dos agentes infecciosos envolvidos em cada caso, o que requer
mao de obra altamente qualificada e infraestrutura altamente sofisticada, geralmente restrita aos
centros de referéncia e instituigdes de pesquisa. Com isso, ha uma necessidade de desenvolver
alternativas que proporcionem eficiéncia, praticidade e rapidez para o fechamento de um

diagnostico preciso.
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2.7 TECNOLOGIA IgY

Um dos gargalos na produgdo de testes de imunodiagnostico consiste no fato de que
anticorpos secundarios imobilizados ou marcados podem reagir de forma inespecifica e
produzir resultados com alto ruido de fundo, ou falso positivos. Em muitos casos, isso ocorre
devido a reagdo com fatores reumatoides das amostras sorologicas (Larsson; Campbell;
Eriksson, 2022; Larsson; Karlsson-Parra; Sjoquist, 1991).

Em decorréncia disso, nos ultimos anos, anticorpos de gema de ovo (IgY) tém sido
explorados devido as suas propriedades biologicas funcionais desejaveis. A imunoglobulina Y
¢ um isotipo de anticorpo que possui funcionalidade biologica semelhante a IgG de mamiferos,
sendo encontrada em aves, répteis e alguns peixes pulmonados (Khan ef al., 2017). Apesar de
possuirem funcgdes semelhantes, sdo observadas diferencas significativas na estrutura dos

anticorpos IgY quando comparados aos anticorpos IgG de mamiferos (Figura 8).

Figura 8 — Comparagdo entre IgY de aves e IgG de mamiferos. As duas moléculas possuem
duas cadeias leves e duas cadeias pesadas, que consistem em um dominio variavel (VH e VL)
e dominios constantes: CH1, CH2, CH3 e CH4 no caso do IgY ¢ CH1, CH2 ¢ CH3 no caso do
IgG. A regido de dobradiga do IgG ¢ mais longa, tornando a molécula mais flexivel

Sitio de ligagao ao

antigeno
II Dominio Fab Regido
dobradica

I I Dominio Fc I I

IgY IgG

Fonte: Adaptado de Miiller et al. (2015).

Os anticorpos IgY possuem um dominio conservado a mais na sua cadeia pesada e, por
esse motivo, possuem peso molecular mais alto que o IgG (180 kDA do IgY e 150 kDa do IgG).
Além disso, sdo menos flexiveis por possuirem uma regido de dobradi¢a mais curta (Warr;

Magor; Higgens, 1995). Também foi observado que os IgY ndo apresentam reatividade com
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fatores reumatoides de amostras humanas devido a auséncia de receptores Fc correspondentes
na estrutura de imunoglobulina (Hong et al., 2018; Munhoz et al., 2014).

Outros aspectos relacionados a esses anticorpos consistem no fato destas moléculas
poderem ser obtidas de forma nao invasiva, a partir da gema de ovos, sem a necessidade de
sangria e¢/ou eutanasia do animal, o que se apresenta como uma caracteristica desejavel para
diminuir as desvantagens éticas relacionadas a obtencao de anticorpos (Khan et al., 2017).

O uso da tecnologia IgY também apresenta a vantagem de escalabilidade, uma vez que
em uma gema de ovo de galinha imunizada sdo encontrados 50-200 mg de anticorpos IgY,
dentre os quais 1-10% sdo anticorpos especificos ao antigeno de interesse (Schade et al., 2005;
Xu et al., 2011). Em comparacdo aos mamiferos, a produ¢do de uma galinha poedeira
corresponde a quatro vezes a producdo de um coelho no decorrer de um ano (Schade ef al.,

2005; Xu et al., 2011).

2.7.1 Resposta imune humoral em galinhas

Assim como o sistema imune de mamiferos, o sistema imune de aves € composto por
células imunitarias, como as células T e B que estdo localizadas em tecidos linfoides
estrategicamente dispostos para melhor prote¢do do hospedeiro (Boehm; Hess; Swann, 2012;
Rostami et al., 2018).

Os tecidos linfoides sdo classificados em primarios, como o timo e a bursa de Fabricius,
e secundarios, como o bago (Ifrah et al., 2017; Madej; Stefaniak; Bednarczyk, 2015; Sun et al.,
2016). Os tecidos linfoides primdrios selecionam linfocitos como as células T (células
dependentes do timo) e células B (cé€lulas selecionadas na bursa de Fabricius), garantindo uma
resposta imune apropriada e evitando a autoimunidade. Os precursores de células B e T sdo
gerados pelas células linfoides embrionérias na medula 6ssea (Boehm; Hess; Swann, 2012).

Assim como nos mamiferos, a resposta imune das aves também ¢ dividida em inata e
adquirida, esta ultima sendo caracterizada por ser uma resposta mais lenta, por produzir
anticorpos e também ser a memoria imunologica (Jeurissen et al., 2000; Kaiser, 2012). Um
resumo das diferengas e similaridades entre a resposta imune de galinhas e humanos pode ser

encontrado na Figura 9.
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Figura 9 — Resumo das semelhangas e diferengas entre os sistemas imunoldgicos humano e de
galinha. *Presente em ambas as espécies, com menor contribui¢cdo em galinhas. T Presente em
ambas as espécies, com menor contribuicdo em humanos

|i| HUMANOS GALINHAS 9

Medula 6ssea*

Bursa de Fabricius

TECIDOS LINFOIDES

Ganglios linfaticos* Glandula Harderiana +
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Fonte: Adaptado de Garcia et al. (2021).

Em galinhas, sdo trés os isotipos de imunoglobulinas produzidas: IgM, IgA e IgY, as
quais sdo produzidas por plasmoblastos e plasmoécitos. Nas aves, as células precursoras
diferenciam-se e proliferam na bursa de Fabricius, de onde viajam para a periferia como
linfécitos B maduros. Cada linfocito B carrega em sua superficie moléculas de IgM com uma
determinada especificidade de antigeno. Todos os diferentes patégenos sdo reconhecidos
porque existem muitos linfocitos B, cada um com sua propria especificidade antig€nica
(Hammer, 1974; Jeurissen et al., 2000).

Quando os linfécitos B encontram patdgenos ou antigenos pela primeira vez, eles se
ligam a esses antigenos, ou a partes deles, por meio das moléculas de IgM em sua superficie
(Hammer, 1974). No entanto, os linfécitos B necessitam de varios sinais coestimulatorios dos
linfécitos T e de outras células para se tornarem plasmoblastos e iniciarem a produ¢do de
anticorpos especificos (Jeurissen et al., 2000). Ao mesmo tempo, porém, ocorre a chamada
formag¢ao de memoria que, apds contato renovado com o mesmo antigeno, levard a uma resposta
imune mais rapida, mais elevada e mais especifica e a uma mudanca de moléculas IgM para
IgY (Hammer, 1974; Jeurissen et al., 2000).

Os mecanismos de transmissdo de anticorpos da galinha para a gema e o uso de
anticorpos pela prole em galinhas estdo bem documentados (Hamal ef al., 2006; Kowalczyk et

al., 1985). Nas galinhas, assim como nos mamiferos, o IgY (andlogo ao IgG em mamiferos) ¢
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o isétipo de anticorpo predominante transferido da galinha para a prole através dos ovos
(Brambell, 1966; Hamal et al., 2006). A IgY de galinha ¢ primeiro transportada do soro da
galinha para a gema por um sistema de transporte seletivo de IgY nos foliculos ovarianos
aviarios, o qual reconhece a por¢ao Fc da IgY e exclui imunoglobulinas poliméricas (Kitaguchi
et al.,2008).

Foi relatado que a captacdo de IgY na gema ¢ proporcional ao acimulo de massa vitelina
e, portanto, a concentracao de IgY ndo varia entre soro e gema (Kowalczyk et al., 1985). A IgY
da gema também ¢ absorvida pela circulagao fetal durante a incubagdo. A IgY circulante em
jovens ¢ principalmente de origem endogena até 2 semanas (Grindstaff; Brodie; Ketterson,
2003) e a prole comeca a sintetizar ativamente a partir de 5 dias apds a eclosao (Brambell, 1966;

Rose; Orlans, 1981).

2.7.2 Uso de IgY em testes de diagnéstico de doencas bacterianas

O ensaio imunoenzimatico ligado a enzimas (ELISA) tem sido amplamente utilizado
para diagnosticar diversas doengas, exigindo anticorpos especificos para identificar os
biomarcadores. A tecnologia IgY tem emergido como uma ferramenta eficaz nesse sentido,
encontrando aplicacdes no diagnostico de uma ampla gama de doengas infecciosas.

Tendo como foco o uso de IgY para deteccdo de doencas bacterianas, em um estudo
conduzido por Bayat e colaboradores (2018), tais anticorpos foram empregados no
desenvolvimento de um ensaio ELISA sanduiche para detectar as proteinas de membrana
externa W (OmpW) e a citotoxina B (CtxB) do Vibrio cholerae. A cdlera, uma infec¢do
bacteriana com desafios epidemiologicos peculiares, apresenta instabilidade no numero de
casos ao longo do tempo e sintomas inespecificos, dificultando seu rastreamento eficaz
(Azman; Moore; Lessler, 2020). O ensaio imunoenzimatico demonstrou um limite de detecgao
de 103 UFC/mL para a proteina OmpW e 33 pg/mL para a citotoxina B recombinante,
proporcionando uma ferramenta sensivel para identificar a presenca do V. cholerae.

Outro estudo conduzido por Parma et al. (2012) desenvolveu um ensaio ELISA
sanduiche para detectar toxina Shiga em cepas padrao de Escherichia coli produtoras de toxina
Shiga (STEC). Anticorpos IgY anti-Stx2B foram utilizados como anticorpos de captura,
resultando na detecgdo de todas as 42 cepas de STEC testadas, com um limite de deteccao de
115 ng/mL. Esse ensaio oferece uma ferramenta valiosa para identificar STEC, contribuindo
para o controle de infec¢des alimentares. Também para detec¢@o de E. coli, um estudo utilizou

anticorpos IgY para deteccdo altamente especifica da subunidade de enterotoxina B termolabil
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de E. coli enterotoxigénica (ETEC), apresentando um limite de detec¢do de 39 ng (Vansofla et
al.,2021).

Em relacdo ao botulismo, um estudo visou detectar a neurotoxina botulinica A
(BoNT/A) usando anticorpos IgY contra um peptideo linear. Dada a gravidade do botulismo,
torna-se crucial detectar essas neurotoxinas em diversas amostras (Dressler, 2012; Li ef al.,
2020; Pantano; Montecucco, 2014; Pirazzini et al., 2017). O teste demonstrou um limite de
deteccao promissor, revelando potencial de aplicacao em alimentos e amostras clinicas.

Para a tuberculose, Chen et al. (2013) desenvolveram uma abordagem inovadora
utilizando microesferas de alginato contendo anticorpos IgY contra complexo de
Mycobacterium tuberculosis. Essa técnica proporciona uma ferramenta sensivel e especifica
para o diagnoéstico de infecgdes bacterianas, com potencial para melhorar a deteccdo devido a
ampla superficie de contato das microesferas.

Cortés-Sarabia e colaboradores (2021) investigaram a produgdo de anticorpos IgY
contra um peptideo referente a vaginolisina (VLY), que ¢ um fator de viruléncia Gardnerella
vaginalis. O estudo demonstrou a eficacia do mapeamento in silico de epitopos para que a
especificidade dos anticorpos fosse alcangada, uma vez que os anticorpos desenvolvidos foram
capazes de reconhecer sobrenadante de cultura bacteriana e a bactéria inteira (Cortés-Sarabia
etal., 2021)

Além disso, novos métodos estdo sendo desenvolvidos para detectar antigenos de
patdgenos, como o estudo realizado por Kota et al. (2020), que utilizaram anticorpos IgY contra
a proteina A de Staphylococcus aureus para desenvolver um ensaio de imunocaptura por PCR.
Esse teste mostrou promessa na deteccdo de S. aureus em varias amostras, oferecendo uma
op¢ao econdmica e especifica para identificar esse patdgeno.

Em resumo, os anticorpos IgY representam uma ferramenta valiosa para o diagndstico
de uma variedade de doencas infecciosas, demonstrando sensibilidade e especificidade em
diversos ensaios imunoenzimaticos. Essas técnicas t€ém o potencial de melhorar o diagndstico

e o monitoramento de doencas, contribuindo para a saude publica.
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2.8 NANOPARTICULAS

Dentre as estratégias exploradas para o melhoramento da sensibilidade e especificidade
dos imunoensaios e teste de diagnostico rapidos, ha a utilizagdo de nanoparticulas, seja para
concentragdo de analitos de baixa concentragdo em amostras clinicas ou ambientais (Safarik;
Safarikova, 2004; Xia et al.,2021) ou para amplificacdo de sinal de detec¢do de testes utilizando
nanoparticulas fluorescentes (Hu et al., 2021; Zhu; Sikora; Ozcan, 2012).

Nanoparticulas (NPs) podem ser definidas como material com pelo menos uma de suas
dimensdes na faixa de 1-100 nandmetros (Shrestha; Wang; Dutta, 2020) ou definidas como
estrutura que experimenta confinamento em todas as trés dimensdes (x,y,z). Por outro lado,
quando uma estrutura esta confinada a apenas duas dimensodes, pode assumir a forma de um
nanofio ou nanobastdo (Hossain et al., 2023).

As nanoparticulas foram anteriormente categorizadas como nanoparticulas de dimensao
zero, unidimensional, bidimensional e tridimensional (El-Kalliny et al., 2023; Naguib et al.,
2023 apud Hu; Shaw, 1999), mas quando se trata de andlise de caracterizacdo, as particulas sdo
comumente tratadas como esferas ou bastonetes, apesar de sua estrutura cristalina muitas vezes
levar a formas multifacetadas (Hossain et al., 2023). H4a dois grandes grupos distintos de
nanoparticulas: NPs organicas (sistema micelar, polimeros, nanotubos de carbono e fulerenos)
e NPs inorganicas (pontos quanticos, 6xido de ferro e RAMAM), as quais podem ser projetadas
para servir como vetores na entrega de farmacos (terapéutica), sondas de imagem (diagnostico)
ou ambas as aplicacdes (teranostica) (Shrestha; Wang; Dutta, 2020).

Uma estratégia amplamente explorada na aplicagdo de anticorpos € sua utilizagao como
sensor de reconhecimento molecular e biologico, que podem ser obtidos a partir da conjugacao
a nanoparticulas diversas, como as nanoparticulas de ouro coloidal (AuNPs), nanoparticulas de
prata (AgNPs), nanoparticulas de latex e oxido de ferro, também descritas como beads
magnéticas/superparamagnéticas e pontos quanticos (QDs) (Batistela, 2015; Higa, 2022; Mota
et al., 2023; Reis, 2023; Silva et al., 2023).

Dentre essa gama de nanomateriais, as nanoparticulas de 6xido de ferro e os pontos
quanticos tém sido amplamente utilizados nos ultimos anos (Brasil Junior, 2014; Cabral Filho,
2013; Carvalho, 2014; Feitosa, 2022; Lopes, 2012). Dessa forma, essas tecnologias tém sido
apresentadas como alternativas para o desenvolvimento de testes de imunodiagnostico mais
simples, eficazes e acessiveis na exploracdo para o desenvolvimento de imunossensores como

ferramentas de deteccao.
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2.8.1 Pontos quanticos (quantum dots)

Os pontos quanticos, do inglés quantum dots (QDs), sdo um novo tipo de nanomaterial
fluorescente que consiste em nucleos inorganicos com moléculas organicas na escala
nanométrica entre 1-10 nanometros aplicados a superficie do nucleo (Jahangir ef al., 2019; Li
et al., 2020a; Rajendiran et al., 2019). Estes podem ser sintetizados por diferentes materiais
como o carbono, silicio, seleneto de cadmio, sulfeto de cadmio ou arseneto de indio que, quando
excitados por uma fonte de luz, emitem fluorescéncia. Essas propriedades quimicas e dpticas
conferem uma fotoestabilidade prolongada, fornecem brilho de sinal superior e emissdo de
fluorescéncia em varias cores (Figura 10) (Boopathy et al., 2023). A intensidade de
fluorescéncia ¢ maior que a de corantes organicos ou proteinas fluorescentes e possui também
maior resisténcia ao branqueamento (Smiley Smith ez al., 2008).

Essas nanoparticulas sdo caracterizadas por uma energia (band gap) que depende da
composicao e tamanho da particula. Isso requer uma energia minima necessaria para excitar um
elétron a um nivel de energia acima de seu estado fundamental, geralmente através da absorc¢ao
de um foton de energia maior. O relaxamento do elétron excitado pode ser acompanhado pela
emissdo fluorescente de um foton (Smiley Smith et al., 2008).

Com isso, suas propriedades Opticas e eletronicas estdo sendo exploradas como uma
nova classe de sonda para células e moléculas (Stanisavljevic et al., 2015) e, quando
combinados a outras nanoparticulas, podem ser excelentes ferramentas em bioensaios (Heli;
Ajji, 2020). Dessa forma, podem ser aplicados em diversos campos como a quimica,
microbiologia e bioquimica para aumentar a sensibilidade e velocidade de detecgdo do analito-
alvo (Kong et al., 2016).

Essas nanoparticulas soliveis em agua podem ser acopladas a biomoléculas como
anticorpos e oligonucleotideos utilizando protocolos de bioconjugacdo sem alteragdo da
reatividade das biomoléculas (Diaz-Gonzélez; Escosura-Muiiiz, 2021). Nos ltimos anos, os
quantum dots de ZnCdSe/ZnS conjugados a proteinas tém sido explorados em testes de fluxo
lateral fluorescente para detecg¢@o de anticorpos para o desenvolvimento de imunossensores. A
intensidade de fluorescéncia, valores de pico de espectro de fluorescéncia e condicdes de
acoplamento t€m sido otimizados para determinar as melhores condigdes em proporcdes de
agentes de conjugacdo, proteina e PBS, e faixa de pH a fim de evitar a sedimentacdo do material

(Lietal., 2022).
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Figura 10 — Perfis de excita¢do e emissdo de QDs com emissdo simétrica e picos estreitos com
ampla excitagdo em comprimento de onda entre 400 nm a 550 nm. Pico de intensidade baseado
na absorbancia e no tempo (ns) em relagdo as amostras biologicas
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Fonte: Adaptado de Boopathy ef al. (2023).

Outra estrutura que vem ganhando destaque nas ultimas décadas quanto a sua aplicagdo
em ensaios para diagnostico sdo as esferas magnéticas, que podem apresentar tamanho micro
ou nanométrico. O Capitulo I desta tese ¢ dedicado a estas particulas, destacando sua estrutura

e uso em imunoensaios para detec¢do de bactérias diarreiogénicas.
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3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver novas ferramentas e métodos para deteccdo de Escherichia coli

diarreiogénicas e Shigella flexineri.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar um levantamento bibliografico sobre o estado da arte de novas tecnologias de
diagnostico de doengas diarreiogénicas;

e Produzir e isolar anticorpos IgY contra fatores de viruléncia de bactérias
diarreiogénicas;

e Padronizar método de acoplamento dos anticorpos as beads magnéticas (BMs) e
quantum dots (QDs);

e Padronizar imunoensaio utilizando BMs, QDs e IgY para detec¢do de ETEC e Shigella
flexneri;

e Analisar a sensibilidade e especificidade do método desenvolvido.
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CAPITULO |
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Este capitulo apresenta um artigo de revisdo que descreve os pontos quanticos e sua ampla
utiliza¢do, mas com foco principal na utilizacdo como sonda fluorescente no desenvolvimento de

métodos para diagndstico.

Informacoes sobre o artigo

Titulo do artigo: “MINI-REVIEW: USO DE BEADS MAGNETICAS EM IMUNOENSAIOS PARA
DETECCAO RAPIDA DE BACTERIAS DIARREIOGENICAS”.

Situagao: A ser submetido.

Revista a ser submetido: Experimental Biology and Medicine
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MINI-REVIEW:

USO DE ESFERAS MAGNETICAS EM IMUNOENSAIOS PARA DETECCAO
RAPIDA DE BACTERIAS DIARREIOGENICAS

Jeniffer Clorives Lopes Batista'>3, Juliane Corréa Gloria'#, Luis André Morais Mariauba'> %34
9 b

1- Instituto Lednidas e Maria Deane Fiocruz Amazonia, Laboratorio de Diagndstico e
Controle de Doencas Infecciosas na Amazonia;

2- Universidade Federal do Amazonas, Programa de Pés-Graduagiao em Biotecnologia;
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e Aplicada;
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Biologia da Interagdo patdogeno-hospedeiro.

RESUMO

A diarreia ¢ uma das principais causas de mortalidade infantil, especialmente em regides como
Africa Subsaariana, sul e sudeste da Asia. O diagnéstico preciso do microrganismo causador
da diarreia ¢ essencial para um tratamento adequado. Os imunoensiaos tém sido utilizados para
arapida e precisa detecgdo do patdgeno causador da doenga. Junto a estes ensaios, tem crescido
o uso de esferas magnéticas para promover o isolamento do microrganismo e concentragao
deste. Este artigo aborda as diferentes aplicagdes destas esferas nos tltimos anos para a detec¢ao
rapida de bactérias diarreiogénicas.

Palavras-chave: diarreia; imunoensaios; “beads” magnéticas; diagndstico
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1. INTRODUCAO

A sindrome diarreica pode ser definida como uma doenga do trato gastrointestinal
caracterizada por frequentes evacuagoes ao longo do dia, cujas fezes apresentam alteracdes na
consisténcia (KHAN et al., 2023). De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), a
doenca pode ser classificada em trés categorias: diarreia aguda aquosa, diarreia aguda com
sangue (disenteria) e diarreia persistente (WHO, 2007).

A doenga pode ser causada por bactérias (Vibrio cholerae, Escherichia coli, Shigella e
Salmonella spp.), virus (Rotavirus, Norovirus e Adenovirus), protozoarios e parasitas
(Cryptosporidium), que podem ser transmitidos por agua contaminada (MOSISA et al., 2021)
ou alimentos contaminados, por via fecal-oral (DA CRUZ GOUVEIA; LINS; DA SILVA,
2020). Alguns sintomas como vomito, febre e dor abdominal estdo frequentemente associados
com a sindrome diarreica (GUERRANT et al., 2001; SHANE et al., 2017; WENZL et al., 1995).

Uma série de fatores que contribuem para a prevaléncia da doenca em diferentes
populagdes, como a desnutri¢do, acesso limitado a dgua potavel, condigdes precarias de higiene
e a suspensdo de aleitamento materno (CHANG et al., 2021). Alguns estudos descrevem que a
exposicdo a infec¢des na primeira infancia pode prejudicar o desenvolvimento cognitivo,
atrasar o crescimento e expor esses individuos a um risco maior de desenvolverem
comorbidades na vida adulta, como a obesidade (GUERRANT et al., 1999).

O Global Burden of Diseases Study (GBD) de 2016 determinou que a diarreia foi a
oitava principal causa de Obitos entre individuos de diferentes faixas etarias, com 1.665.944
obitos, sendo considerada a quinta principal causa de mortalidade infantil, totalizando 446.000
obitos entre criangas menores de cinco anos de idade, de forma predominante na Africa
Subsaariana, Sul e Sudeste da Asia. O estudo evidenciou ainda a redugdo substancial na carga
global da diarreia e, apesar da redugdo entre os diferentes locais, revelou que a sobrecarga entre
adultos com mais de 70 anos requer atengdo (TROEGER et al., 2018).

Embora geralmente possamos reconhecer os sintomas das doengas diarreicas,
identificar com precisdo o microrganismo causador requer exames precisos. Os métodos
diagnésticos tradicionais, como cultura de fezes ou microscopia, tém suas limitacdes em termos
de precisdo e tempo para entrega do resultado. Nesse sentido, diversos esfor¢os tém sido
realizados buscando o desenvolvimento de testes para deteccdo répida e precisa do agente
causador da diarreia, possibilitando assim tratamento e acompanhamento adequado ao paciente.

Varios sistemas de deteccdo foram desenvolvidos com a finalidade de atender a
necessidades urgentes em diferentes ambientes clinicos, dentre eles os imunoensaios. Estes

utilizam anticorpos como molécula base de reconhecimento biolodgico, onde ocorre a conversao
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do evento de ligacdo antigeno-anticorpo em um sinal detectavel e mensuravel, os quais sao
ferramentas clinicas ja estabelecida para a deteccdo de analitos até em baixa concentragdo
(BANGE; HALSALL; HEINEMAN, 2005; KADIMISETTY et al., 2015).

Esta técnica proporciona uma ligacdo antigeno-anticorpo altamente especifica e
sensivel, que permite detectar uma diversidade de biomoléculas, proteinas, acidos nucleicos e
outras pequenas moléculas que podem ser encontradas em virus e em bactérias. Dentre os
exemplos classicos de imunoensaios ha os ensaios de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA),
método amplamente utilizado desde a década de 70 (GIL ROSA et al., 2022). O ELISA, cuja
sensibilidade ¢ ofertada em picogramas por mililitro em detec¢do de proteinas, possui a
capacidade de detectar analitos Uinicos, embora em alguns casos apresente baixa sensibilidade
(LI etal., 2020).

Outro ensaio muito utilizado sdo os testes de fluxo lateral, surgidos a partir da década
de 1980, sendo desenvolvidos para deteccdo de biomarcadores no ponto de atendimento,
também conhecidos como testes POC, do inglés “Point of Care” (WANG et al., 2020). Estes
oferecem deteccdo rapida, econOmica, confidvel, semiquantitativa, de biomarcadores
individuais, de menor sensibilidade em comparacdo ao ELISA (em nanogramas por mililitro),
mas que se tornaram um dos métodos mais promissores em triagem clinica primaria de primeira
linha (KOCZULA; GALLOTA, 2016).

Outros sistemas de imunodetec¢dao comercial foram desenvolvidos para obter uma
entrega de resultado mais rapida, econdmica, confidvel e altamente sensivel, como o Quansys
multiplexed ELISA (DUPONT et al., 2005). Além deste, ainda em ambiente laboratorial, novos
ensaios tém sido propostos através do emprego de outras metodologias de analise, dentre eles
a analise Optica, como o ressonancia plasmodnica de superficie (SPR), a espectroscopia Raman
amplificada por superficie (SERS), a microscopia de fluorescéncia (IM), a deteccdo de
luminescéncia , absorbancia Optica e colorimetria magnética e elétrica, transistor de efeito de
campo e sensores eletroquimicos (GAO et al., 2019; JIRAKOVA et al., 2019; KADMISSETTY
etal., 2018; LIU et al., 2016; PHILLIPS et al., 2018).

Buscando aprimorar a sensibilidade destes e outros ensaios tradicionais ¢ modernos,
particulas magnéticas esféricas (“beads” magnéticas) tém sido empregadas de modo a permitir
a concentragao prévia do alvo na amostra para posterior analise qualitativa/quantitativa. Este
artigo tem como objetivo apresentar um levantamento dos estudos disponiveis na literatura do

uso deste método aplicado a detec¢do, separacdo e concentracao bactérias diarreiogénicas.
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2. ESFERAS MAGNETICAS

A detecgdo bacteriana ¢ importante em analises de risco bioldgico, diagndstico clinico,
microbiologia forense, estudos ambientais. Isto impulsiona o desenvolvimento nas areas de
nanotecnologia e nanomateriais de ferramentas funcionalizadas inovadoras como o0s
promissores sensores seletivos bacterianos que utilizam imas (BOHARA; PAWAR., 2015; HU
etal., 2021).

Tais sensores utilizando “beads” magnéticas, as quais sao importantes classe de
nanoparticulas/microparticulas tipicamente fabricadas a partir de metais puros (Fe, Co, Ni) ou
mistura de metais e polimeros, sendo a utilizagdo aumentada em vdrias aplicagcdes médicas
como no tratamento de cancer, libera¢ao de drogas, ressonancia magnética e biossensores, cuja
maior vantagem ¢ a manipulagcdo a partir de um campo magnético externo. A composi¢ao
quimica, tamanho, forma, morfologia e comportamento magnético sdo critérios importantes na
determinagdo de suas aplicagdes como ligantes de moléculas bioldgicas (JIN et al., 2018;
TRAN; TRAN; NGUYEN, 2010). Para isso, devem apresentar caracteristicas como alta
estabilidade em solucdes, boa quimica de superficie, para serem facilmente adaptaveis as
moléculas de ligacio e alta magnetizagdo (KOH; JOSEPHSON, 2009). E recomendavel o uso
de “beads” magnéticas do tamanho inferior a 50 nm para aplicagdes como biossensores a fim
de promover atividade de ligagdo a uma superficie celular e serem mais estdveis em ambientes
fisiologicos, evitando a agregacdo espontianea que ocorre com “beads” magnéticas de maiores
tamanhos (CHITHRANI; CHAN, 2007).

A separacdo usando “beads” magnéticas ¢ amplamente conhecida e tem sido utilizada
como ferramenta analitica ha décadas devido a funcionalidade de superficie e separagdo
magnética. Proteinas ou DNA conjugados podem ser utilizados para interagdo especifica com
moléculas alvo e separados por um ima externo. Ao longo das ultimas décadas tem sido
desenvolvido nanoestruturas para diversas finalidades em diagndstico. As imuno-beads
magnéticas sao introduzidas como reagentes de amplificagdo para aumentar o sinal de detec¢ao
comparado imunossensores regular, como estratégia de reduzir interferéncias desconhecidos
em testes de imunoensaios (WEAGANT; BOUND., 2001).

Nas proximas sessoes, serdo apresentadas diferentes aplicacdes de “beads” magnéticas
para detecgdo rapida de bactérias diarreiogénicas. Estas metodologias exploram basicamente a
capacidade destas particulas em permitirem a concentragao e isolamento da bactéria/antigeno

alvo, seguida de uma deteccdo que pode ser executada por diversos métodos.
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3. METODOS DE DETECCAO

Dentre as diferentes metodologias relatadas na literatura que permitem a detec¢do das
bactérias capturadas pela metodologia de “beads” magnéticas, a utilizagdo de reagentes
quimicos os quais utilizam a propria bioquimica das bactérias alvo, tem se mostrado um dos
caminhos mais simples e praticos para determinar a positividade de um teste (figura 1).

Park et al (2020) relataram o desenvolvimento de uma separacdo imunomagnética
automatizada combinada com um ensaio colorimétrico para a deteccdo rapida de E. coli
O157:H7 em amostras de alimentos. Os ensaios foram realizados utilizando amostras de leite
contaminado incubados com “beads” imunomagnéticas contendo anticorpos anti- O157:H7 em
sua superficie. Apos separagdo das “beads” pelo uso de um ima, a amostra foi colocada em
contato com tampao de lise bacteriana seguido de uma reagdo enzimatica utilizando B-
galactopiranosideo vermelho de clorofenol (CPRG) para reagir com a enzima B-galactosidase
liberada de E. coli O157: H7. A deteccao da reagdo pode ser feita a olho nu e por medi¢ao de
absorbancia, podendo detectar 3 x 10> UFC/mL de E. coli O157:H7 de uma amostra de leite
em 3 horas.

Uma estratégia similiar foi relatada por Hong et al (2023), os quais estabeleceram uma
nova estratégia para detectar E. coli em amostras de agua. O ensaio se baseou no uso de esferas
magnéticas conjugadas com proteina de fibra de cauda (TFP), seguida de uma reagdo
enzimatica utilizando o substrato CPRG. Os autores relatam uma maior capacidade de
separacao se comparado a métodos que utilizam a interagdo antigeno-anticorpo, sendo descrita
a detec¢do de uma concentracio menor que 10> UFC/mL, sem pré-enriquecimento, com
alteracdo colorimétrica podendo ser determinada a olho nu em até 4 horas.

Ainda utilizando métodos colorimétricos para determinar a positividade da
separacdo de bactérias utilizando “beads” magnéticas, Wen et al. (2014) relataram o uso da
oxidagdo de 3, 3 ', 5, 5'-tetrametilbenzidina (TMB) na presenga de perdxido de hidrogénio para
identificacao da presenca da bactéria ndo diarreiogénica Shewanella oneidensis, a qual possui
uma peroxidase em sua membrana bacteriana. O método foi capaz de detectar valores entre 5,0
x 10° e 5,0 x 10° CFU/mL da bactéria estudada, podendo ser tomado como exemplo de
abordagem a qual utiliza elementos da propria bioquimica da bactéria para revelagao do resulta
sem a necessidade de lise bacteriana.

Neste sentido, abordagem ndo colorimétricas também vem sendo alvo de estudo. Bu et
al. (2019) relatou o uso de detector portatil de hidrogénio juntamente com esferas magnéticas
para separa¢do da estrutura sanduiche e nanocompositos hibridos como catalisadores para

catalisar a geracao de hidrogénio a partir de amonia-borano. O hidrogénio gerado foi detectado
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por um detector de hidrogénio usando um método eletroquimico, sendo capaz de detectar até
10 UFC-mL—1 de E. coli O157:H7.

Com o avango da nanotecnologia, novas esferas magnéticas tém sido criadas em
tamanhos inferiores a 100 nm, permitindo a aplicacao destas em técnicas como os ensaios de
fluxo lateral. Wang et al (2020) descreveram o desenvolvimento de um teste
imunocromatografico utilizando nanoparticulas de niucleo magnético dual quantum dot (QD)-
shell (Fe304 DQDs) como rétulos fluorescentes multifuncionais. Os Fe304@DQDs foram
usados para capturar e enriquecer bactérias de amostras bioldgicas (sangue total humano e
escarro), seguido de sua aplicagdo em tiras de LFA para a deteccdo quantitativa de bactérias.
Ensaios laboratoriais apresentaram uma detecgo ultrassensivel de Streptococcus pneumoniae
com um limite baixo de deteccao de 8 células por mL e uma ampla faixa linear dindmica de 10
células por mL a 107 células por mL, sendo superior de 55 a 1000 vezes aos métodos
tradicionais de detec¢do em tirar imunocromatograficas. Esta metodologia ainda ndo foi
aplicada a deteccao de bactérias diarreiogénicas, sendo um campo promissor para seu uso.

Contudo, um método similar foi aplicado por Cho e Irudayaraj (2013) para a detec¢ao
da bactéria Listeria monocytogenes, a qual pode ser transmitida por alimentos contaminados,
causando uma grave infeccdo com presenga de distirbios gastrointestinais. Neste estudo, um
ensaio imunocromatografico enzimatico foi realizado primeiramente através da separagdo e
concentracdo da bactéria alvo pelo uso de nanoparticulas magnéticas contendo a enzima
“horseradish peroxidase”, seguida da aplicagdo desta amostra diretamente ao sistema de fluxo
latera. Foi observado um limite de detec¢do de 95 e 97+ 19,5 UFC/mL em solugdo tampao e
amostra de leite a 2%, respectivamente, com tempo total de 2h para todo o processo. O ensaio
nao apresentou reatividade cruzada com Escherichia coli O157:H7, Salmonella typhimurium e
Salmonella enteritidis, sendo, portanto, aplicavel tanto na triagem rapida de patdogenos quanto
como medida preventiva para conter surtos de doencas.

Outro exemplo do avanco no uso de esferas magnéticas para diagnostico rapido de
patogenos microbianos se da pelo uso de sensores eletroquimicos impressos. Um estudo
proposto por Pandey et al. (2022) utilizou esferas magnéticas de microgel funcionalizadas com
DNAzima de clivagem de RNA especifico de Escherichia coli (E. coli), os quais estavam
programadas para transducdo por sinais eletroquimicos. Tal metodologia foi ultrassensivel na
deteccao rapida de E. coli em amostras de urina nao diluidas e nem processadas, provenientes
de pacientes sintomaticos com suspeita de infec¢des do trato urindrio (ITU). O uso de esferas
magnéticas de microgel permitiu a conjugagao eficiente das DNAzimas, e resultou em limites

de detec¢ao de 6 UFC/mL em tampao e 138 UFC/mL em urina nao processada, demonstrando
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ainda uma alta especificidade contra multiplos patdogenos urindrios, em até uma hora de ensaio.
Com isso, observa-se uma grande relevancia deste teste, que pode vir a servir de base para
outros ensaios que possam ser aplicados em rotina clinica.

Uma metodologia amplamente utilizada aumentar a sensibilidade de ensaios para
diagnostico laboratorial de doengas ¢ através da amplificacdo do material genético especifico
do patéogeno em estudo através de métodos moleculares. Contudo, um dos gargalos para o
desenvolvimento e disseminag¢ao destes testes de detec¢ao molecular consiste na necessidade
da utilizagdo de reagentes e equipamentos sofisticados, o que restringe sua implementagdo ao
ambiente laboratorial (GIRONES et al., 2010, KURKELA; BROWN, 2009). Visto essa
problematica, € crescente o uso da técnica de amplificacdo isotérmica, como na técnica LAMP
(“Loop Mediated Isothermal Amplification”), que combina a alta sensibilidade da deteccao
molecular com a praticidade de testes point of care, por dispensar a amplificacdo por ciclos de
temperatura (NOTOMI et al., 2000).

Neste cenario, o estudo proposto por Li et al. (2022) utilizou um método de detecgdo
por LAMP e CRISPR/Casl2a, aprimorado por esferas magnéticas de imunocaptura (ICB)
(ICB-LAMP-CRISPER/Cas12a), para detec¢do rapida e visual de Campylobacter jejuni, que €
uma das causas mais importantes de doencas infecciosas de origem alimentar e representa
desafios para a seguranga alimentar e a saude publica. Usando o método ICB-LAMP-
CRISPR/Casl2a, C. jejuni foi capturado pelas ICB, e o DNA genomico bacteriano foi entdo
liberado por aquecimento e usado na reagdo LAMP. Apos a reagdo LAMP, os produtos LAMP
foram misturados e detectados pela mistura de clivagem CRISPR/Cas12a. Como resultado, este
método de ICB-LAMP-CRISPR/Cas12a foi capaz de detectar um minimo de 8 UFC/mL de C.
jejuni em 70 min. Além disso, apresentou a vantagem de dispensar a separacao de pré-
amplificacdo, a reagdo tendo sida realizada em um s6 tubo apos a captura das bactérias pelas
ICB, evitando assim, a polui¢do por aerossois. O método ICB-LAMP-CRISPR/Cas12a foi
posteriormente validado testando 31 amostras fecais positivas para C. jejuni de diferentes
fazendas de aves poedeiras. Com isso, também se apresenta como um método sensivel,
especifico e pratico, que pode ser aplicado para detec¢do de varios outros patdogenos.

Ainda através de metodologias moleculares, Jiang et al. (2023) estabeleceu um método
baseado em esfera magnética livre de eluicdo, utilizando polietileno-polipropilenoglicol
(PEPPG) F68 em tampao de lise e usando solu¢do de NaOH em vez de dlcoois como tampao
de lavagem para extragdo rapida de acido nucleico de varios tipos de amostras biologicas
(esfregagos nasofaringeos, soro, leite e carne de porco), seguido de amplificacdo direta apos o

tratamento da amostra com tempo total de extragdo de 7 minutos. A sensibilidade dos ensaios



57

gLAMP as bactérias alvo nas amostras bioldgicas foi ainda maior do que os ensaios PCR em
tempo real, apresentando limite de deteccdo de 1,0x103 copias/mL, 1,0x10* UFC/mL, 1,0x103
UFC/mL e 1,0x10* UFC/mL para SARS-CoV-2, S. aureus, E. coli O157:H7 e S. typhimurium,
respectivamente. Os resultados indicaram ainda que o método baseado em esferas magnéticas
sem eluicdo foi mais eficaz para a extragdo de 4cidos nucleicos de amostras utilizadas neste
trabalho, as quais possuem alto teor de componentes organicos de interferéncia, do que quando
comparado aos métodos tradicionais.

Também com o intuito de criar ferramentas para separagao e concentracao de analitos
utilizando microesferas magnéticas, um estudo conduzido por Luciani et al. (2016) utilizou
anticorpos monoclonais (MAbs) especificos para o lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia
coli 0O104:H4 em um método para deteccdo molecular desta cepa bacteriana em amostras de
leite. A utilizacdo das microesferas magnéticas funcionalizadas com os MAbs (separaciao
imuno magnética - IMS) foi capaz de reduzir o tempo de execu¢do do ensaio e aumentar a
eficiéncia do isolamento em comparagdo com o procedimento de isolamento convencional
baseado em cultura. Suspensdes de leite contendo outras bactérias patogénicas com
probabilidade de serem encontradas (Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus) também foram testadas para avaliar a especificidade das esferas
revestidas com MAb. No entanto, estas mostraram boa capacidade de capturar E. coli O104:H4,
mesmo em amostras de leite contaminadas com outras bactérias, com maior numero de UFC
de E. coli O104:H4 reisoladas em compara¢do com o método oficial. Com isso, o0 método de
deteccdo demonstrou especificidade de 100%. Os autores utilizaram o método de PCR para
confirmas a presenga das bactérias analisadas, contudo fica clara a possibilidade da juncao desta
metodologia de deteccdo e isolamento das bactérias alvo com metodologias mais atuais de
deteccao molecular, como LAMP e RPA (“recombinase polymerase amplification”).

Estudos aplicando métodos altamente avancados para detec¢do de patdgenos tém, da
mesma forma que os demais escritos anteriormente, associado as caracteristicas unicas das
esferas magnéticas como base para realizagao de seus ensaios. Golberg et al. (2014) descreveu
em seu estudo a plataforma ScanDrop para captura, deteccdo e identificacdo rapida e especifica
de bactérias em agua potavel. Esta integra microfluidica de baixos volumes, um sistema de
imagem portatil. O método realiza o monitoramento em tempo real da qualidade da dgua através
da detec¢do de um indicador de coliformes fecais, Escherichia coli, em agua potavel
contaminada com fezes. Esta deteccdo ¢ realizada utilizando esferas magnéticas conjugadas
com anticorpos anti-E. coli, os quais realizam a captura seletiva e isolamento especifico das

bactérias nas amostras de agua. As bactérias capturadas pelas esferas magnéticas sdo co-
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encapsulado em goticulas de pico-litro com anti-E. coli marcado com fluorescéncia e
fotografados com um sistema automatizado de microscopia de fluorescéncia personalizado,

levando cerca de 8 horas para liberagao online do resultado.

Figura 1 — Métodos de detecgdo rapida pos separacao de bactérias utilizando beads magnéticas.
A — Esferas magnéticas nano ou microestruturadas sdo preparadas de modo a conter em sua
superficie moléculas (na maioria dos estudos sdo anticorpos) capazes de se ligar a bactérias
diarreiogénicas. Estas sdo adicionadas as amostras, incubadas e lavadas utilizando “racks”
magnéticas as quais através de imas possibilitam a separacdo rapida das esferas, sem a
necessidade de centrifugacdes. B — ApoOs o processamento das amostras, estas podem ser
analisadas por uma diversidade de metodologias de rapida resposta como fluxo lateral, detec¢ao

molecular, ensaios colorimétricos, eletroquimica e microfluidica.
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4. CONCLUSAO

O constante avango nas pesquisas na area de desenvolvimento de novos testes para
diagnostico de doengas tem caminhado a passos largos na ultima década. O uso de esferas
magnéticas vem sendo uma constante na busca por métodos cada vez mais sensivel, especificos,
de rapida resposta, portateis € menos onerosos. A facilidade na concentragdo e isolamento de
moléculas alvo possibilitada pelo uso destas estruturas permitem de maneira Gnica a analise de
alvos em volumes maiores amostra, além de facilitar o carreamento destes em plataformas de
detec¢dao, como em sistemas microfluidicos. O uso de versdes nanoestruturadas das esferas
magnéticas parece estar em uma crescente expansao, abrindo, por exemplo, a possibilidade de
aumento da sensibilidade de testes de fluxo lateral, sendo este a décadas um dos grandes
problemas relatados para esta metodologia. A inser¢cdo no mercado de testes utilizando esta
tecnologia podera nos proximos anos trazer grandes beneficios para o tratamento de pacientes
com sindromes diarreicas ou outras doengas, através de um encurtamento do tempo de entrega
de resultados e aumento da acuracia de exames ainda ndo observada nos testes “point-of-care”

atualmente disponiveis.
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Neste capitulo, apresentamos o método de producdo e andlise de imunoglobulinas Y
(IgY) a partir da utilizacdo de peptideos sintéticos imunogénicos baseados em antigenos de
Shigella flexneri. O método de produgao foi depositado no Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INPI), mediado pelo Nucleo de Inovagao Tecnologica do Instituto Leonidas e Maria

Deane - ILMD FIOCRUZ AMAZONIA, e protegido pela patente n° BR10202000448-7-A2.
Titulo da patente: “POLIPEPTIDEO, PROCESSO PARA A OBTENCAO DE UMA
IMUNOGLOBULINA IGY, IMUNOGLOBULINA IGY, USO DE UMA
IMUNOGLOBULINA IGY, E DE UM POLIPEPTIDEO, E, COMPOSICAO
IMUNOGENICA”.

Situacio: Depositada.

Instituicao de depésito: Instituto Nacional da Propriedade Intelectual - INPI
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POLIPEPTIDEO, PROCESSO PARA A OBTENCAO DE UMA IMUNOGLOBULINA
IGY, IMUNOGLOBULINA IGY, USO DE UMA IMUNOGLOBULINA IGY E DE UM
POLIPEPTIDEO, E, COMPOSICAO IMUNOGENICA

CAMPO DA INVENCAOQO

[001] Shigella ¢ um patogeno Gram-negativo causador de disenteria aguda, € que
acomete principalmente criangas menores de cinco anos de idade em paises de baixa e média
renda, ocasionando milhares de 6bitos por ano. Em decorréncia disso, diversos estudiosos tém
se empenhado na busca por uma alternativa eficaz e segura, principalmente pela falta de uma
vacina eficaz e pela disseminagdo de cepas multirresistentes. No presente pedido, peptideos de
proteinas de membrana externa e de proteina componente de pilus tipo 1 de membrana externa
de bactérias Gram negativas foram utilizadas para avaliar sua capacidade de producgdo de IgY

(Imunoglobulina Y). A IgY obtida e isolada, foi avaliada quanto a sua reatividade.

[002] A IgY obtida possui grande potencial para utilizagdo em métodos de imunidade
passiva contra bactérias Gram negativas, como por exemplo Shigella spp., e podera servir de

base para aplicagdo contra doengas causadas por diversas bactérias Gram negativas.

SUMARIO DA INVENCAO

[003] A shigelose, ¢ uma doenga diarreica infecciosa causada pelo enteropatdogeno
bacteriano Gram-negativo Shigella (YANG et al.,, 2018), o qual acomete principalmente
criancas na faixa etaria de zero a cinco anos de idade (PARAJULI et al., 2019), sendo a maioria

dos casos ocorrentes em paises de baixa e média renda (BONA et al., 2019).

[004] Fatores como condi¢des precdrias de saneamento bdasico e baixo nivel
socioecondmico, colaboram para a ocorréncia de milhdes de infecgdes e Obitos por ano, sendo
considerada um problema global de satde humana (PUZARI et a., 2018; MUTHUIRULANDI
etal., 2016).

[005] O género Shigella comporta os quatro grupos S. flexneri, S. sonnei, S. dysenteriae
e S. boydii (FRENCK et al., 2018; FARZAM et al. 2017), restritas a primatas, o que as

diferenciam dos demais membros da familia Enterobactereaceae, a qual o género esta inserido
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(MATTOCK et al., 2017; TRIKHA et al., 2017). A infeccdo pode se dar com uma baixa dose
infecciosa de 10-100 células bacterianas, transmitida através de moscas domésticas, pessoa a
pessoa, agua e alimentos contaminados por via fecal-oral, podendo também ser transmitida
sexualmente (BONA et al., 2019). As espécies de Shigella causam a disenteria bacilar em
humanos por invasao de células epiteliais do intestino, multiplicag@o intracelular, disseminagao
para células adjacentes e consequentemente a inducdo de respostas inflamatéria no intestino

(KOESTLER et al., 2018; GOPAL et al., 2017).

[006] A Organizacao mundial da Saude (OMS) preconiza a utilizacdo de antibioticos
apenas para os casos grave da doenga, porém alguns estudiosos tém discutido que inclusdo dos
casos de diarreia leve pode colaborar com a reducdo da mortalidade associada a Shigella
(THIKELL et a., 2017). Espécies de Shigella j4 foram susceptiveis a ampicilina, cloranfenicol,
cotrimoxazol, acido nalidixico, no entanto diversas cepas j& desenvolveram resisténcia a
fluoroquinolonas, cefalosporinas e azitromicina. (PUZARI et al., 2018; TRIKHA et al., 2017).
Considerando o desenvolvimento de resisténcia a antibidticos como parte da evolugdo de
bactérias, a OMS declarou esta situagdo critica como uma questdo de crise global (PUZARI et
al. 2018), indicando a necessidade de revisdo imediata do tratamento recomendado para
shigelose, principalmente quando o mesmo ¢ realizado empiricamente. Apesar de existirem
diversos estudos em fase de ensaios clinicos, at¢ 0 momento ndo ha nenhuma vacina segura,

eficaz, licenciada e disponivel (FRENCK et al., 2018; NICKERSON et al., 2017).

[007] Com a laténcia no desenvolvimento de novos antibidticos, hd uma extrema
necessidade de novas abordagens terapéuticas para infec¢des bacterianas, sendo o
direcionamento a fatores de viruléncia uma estratégica abordagem para impedir a adesdo
bacteriana (MYDOCK-MCGRANE et al., 2017). A adesdo bacteriana ¢ facilitada pela ligagao
da lectina FimH a glicoproteinas manosiladas que revestem o epitélio. Esta lectina, especifica
para manose esta localizada na extremidade distal do pili tipo 1, uma classe de microfibrila
proteica altamente expressa em patdogenos entéricos Gram negativos (MYDOCK-MCGRANE
etal., 2017).

[008] Dentre os métodos atualmente em desenvolvimento, destaca-se o uso de
anticorpos para aplicagdo em tratamentos por imunidade passiva. Dentre eles, a tecnologia de
IgY, ou seja, a produgdo e aplicagao de imunoglobulinas Y (IgY), tem atraido bastante atengdo
devido as vantagens que proporcionam como baixo custo € maior rendimento produtivo na

obtencdo de anticorpos e aspecto positivo quanto a ética na utilizacdo de animais, pois
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possibilita a redug¢do de animais necessarios € um método ndo invasivo na produgdo anticorpos.
Além disso, esses anticorpos possibilitam a redug@o de interferéncias em testes imunoldgicos
por ndo apresentarem reatividade com as proteinas estafilococica (A) e estreptococicas(G), IgG
de mamiferos, proteinas do complemento e fatores reumatoides devido a falta de receptores Fc

correspondentes.

[009] As imunoglobulinas IgY's sd3o produzidas por aves, répteis e anfibios. A funcao
das IgYs ¢ semelhante a das IgGs de mamiferos. As IgYs estdo presentes nos soros desses
animais e sao passadas para o embrido através da gema do ovo. Anticorpos IgY de ovos ja

foram sugeridos anteriormente contra infecgdes bacterianas e virais.

[0010] Acredita-se que a IgY funcione ao se ligar aos patogenos, levando a sua
eliminagdo através do intestino e a prevencao da replicagdo. Em alguns casos, a imunizagdo
passiva usando anticorpos IgY tem inicio rdpido e pode ser administrada a pacientes com
infeccdo ativa. Também pode ser usada em seres com resposta imune imatura ou prejudicada,

como bebés e adultos imunocomprometidos.

[0011] Uma vantagem adicional das IgY's ¢ o alto teor de acido sidlico, que se acredita
que possa prover um aumento da sua meia-vida em comparagdo com outros compostos com
menor teor de &cido sidlico. Esse achado sugere que a terapia baseada em IgY poderia ter uma
meia-vida em circulagdo mais longa, o que poderia aumentar sua eficacia contra infec¢des

(Abbas, A.T., 2019).

[0012] Nesse sentido, o documento de Amro et al. (2018) descreve o uso de epitopos
sintéticos de proteinas de membrana externa OmpC para imuniza¢do de camundongos contra
shigelose e obtencao de anticorpos contra Shigella flexneri 3a a partir do mesmo. A invengao
citada, entretanto, ndo reivindicaria as sequéncias derivadas de FimH, mas sim de OmpC. Em
nenhum momento descreve o uso de FimH. O documento ensina isolamento de anticorpos IgY
de aves imunizadas em larga quantidade e alto grau de pureza através da precipitagdo com

polietilenoglicol e sistema cromatografico.

[0013] J& o documento de Jarzab et al. (2018) descreve um método de imunizagdo em
aves, incluindo um método de producgdo, expressdo, separagdo, purificacdo, caracterizacao,
validacdo e preparo de composi¢ao contendo IgY pela inoculagdo, via seringa, de antigenos de
Salmonella typhimurium. Entretanto, a o antigeno utilizado inclui apenas proteinas de

Salmonella typhimurium de grau de pureza comercial, ndo havendo consorcio ou combinagdo
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de outras possiveis bactérias. Portanto tal referéncia ndo supre a necessidade de obtengdo de

novas alternativas para aplicacdo no tratamento de infec¢des de Shigella.

[0014] Por fim, o documento W02009141455 mostra como obter sinteticamente
antigenos naturais de membrana, ou antigenos-O (Ag-O). Tais sdo direcionados aos
lipopolissacarideos de membrana (LPS) de bactérias gram-negativas. A Shigella flexneri
sorotipo 2a foi usada como modelo para sintese dos peptideos antigénicos. A principal aplicagdo
¢ descrita na reivindicagdo de uso na preparacdo de uma vacina através dos anticorpos
responsaveis por ligarem aos ditos epitopos. O método engloba o uso de peptideos de tamanho
curto (~12aa), entretanto o documento se restringe ao uso de antigenos-O. O método de
produgdo do anticorpo revelado no documento consiste em imunizar um mamifero ndo-humano
com uma composi¢do compreendendo o polipeptideo, O-Ag. Entretanto, tal anticorpo € parte
da familia de imunoglobulinas tipo G, de mamifero (IgG), mais especificamente um mAb F22-

4 murino.

[0015] Assim, surge a necessidade da identificagdo de novos antigenos de Shigella
adequados para utilizagdo na produgdo de IgY's que possam ser uteis em métodos de imunizacao

passiva, tratamento e prevencdo de infecgdes causadas por patdogenos Gram negativos.

SUMARIO DA INVENCAO

[0016] Em um primeiro aspecto, a presente inven¢do se refere a um polipeptideo
possuindo pelo menos 80% de identidade com a sequéncia como descrita em qualquer uma das

SEQ ID Nos. 1 a 12.

[0017] Em uma realizagdo o polipeptideo possui pelo menos 90% de identidade com

qualquer uma das SEQ ID Nos. 2, 6 ou 9.

[0018] Em outra realizacdo preferencial, o polipeptideo de acordo com a presente

invengdo tem a sequéncia como descrita na SEQ ID No. 9.

[0019] Em um segundo aspecto, o presente pedido se refere a um processo para a

obtencdo de uma imunoglobulina IgY compreendendo as etapas de: a) inocular pelo menos
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um polipeptideo como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3 em uma ave; e b)
recuperar as imunoglobulinas IgY a partir do ovo produzido pela referida ave. [0020] Em uma
realizagdo, a referida imunoglobulina IgY ¢ recuperada a partir da gema do dito ovo produzido

pela ave.

[0021] Em outra realizagdo, a referida ave ¢ selecionada dentre as aves da familia

Phasianidae. Preferencialmente, a referida ave ¢ do género Gallus.

[0022] Em uma realizagdo preferencial, a referida ave € selecionada dentre as espécies

Gallus gallus, Gallus lafayettii, Gallus sonneratii, ¢ Gallus varius.

[0023] Em outra realizagdo preferencial, a referida ave ¢ selecionada dentre faisoes,

perdizes, galinhas, perus, codornas, pombas e pavoes.

[0024] Em uma realizagdo da presente invengao, pelo menos uma dose de reforgo ¢

administrada a ave de forma a manté-la em um estado hiperimune.

[0025] Em um terceiro aspecto, a presente invencao se refere a uma imunoglobulina

IgY obtida pelo processo como descrito acima.

[0026] Em um quarto aspecto, a invengao se refere ao uso de uma imunoglobulina IgY
para a manufatura de uma composi¢do para a prevengdo ou tratamento de infecgdes por

bactérias Gram negativas.

[0027] Em outro aspecto, a presente invengao se refere ao uso de um polipeptideo para
a manufatura de uma composi¢do para provocar uma resposta imune contra uma bactéria Gram

negativa em uma ave.

[0028] Em uma realizagdo, a referida bactéria Gram negativa € pertencente a familia

Enterobacteriaceae.

[0029] Em outra realizagao de acordo com a presente invencao, a bactéria ¢ selecionada
dentre as bactérias pertencentes aos géneros Alishewanella, Alterococcus, Aquamonas,
Aranicola, Arsenophonus, Azotivirga, Blochmannia, Brenneria, Buchnera, Budvicia,
Buttiauxella, Cedecea, Citrobacter, Dickeya, Edwardsiella, Enterobacter, Erwinia,
Escherichia, Ewingella, Grimontella, Hafnia, Klebsiella, Kluyvera, Leclercia, Leminorella,

Moellerella, Morganella, Obesumbacterium, Pantoea, Pectobacterium, Phlomobacter,
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Photorhabdus, Plesiomonas, Pragia, Proteus, Providencia, Rahnella, Raoultella, Salmonella,
Samsonia, Serratia, Shigella, Sodalis, Tatumella, Trabulsiella, Wigglesworthia, Xenorhabdus,

Yersinia, e Yokenella.

[0030] Em uma realizacao preferida, a referida bactéria ¢ selecionada dentre as bactérias

pertencentes aos géneros Enterobacter, Escherichia, Salmonella e Shigella.

[0031] Em uma realizacdo, a referida bactéria do género Enterobacter ¢ selecionada
dentre E. amnigenus, E. arachidis, E. asburiae, E. cancerogenous, E. cloacae, E. cowanii, E.
dissolvens, E. gergoviae, E. helveticus, E. hormaechei, E. intermedius, E. kobei, E. ludwigii, E.
mori, E. nimipressuralis, E. oryzae, E. pulveris, E. pyrinus, E. radicincitans, E. taylorae, E.
turicensis, e E. soli. [0032] Em outra realizac¢do, a referida bactéria do género Escherichia, é

selecionada dentre E. albertii, E. coli, E. fergusonii, E. hermannii, E. marmotae, e E. vulneris.

[0033] Em mais uma realizagdo, a referida bactéria do género Salmonella, é selecionada

dentre Salmonella bongori, e Salmonella entérica.

[0034] Em uma outra realizagdo, a referida bactéria do género Shigella, ¢ selecionada

dentre S. boydii, S. dysenteriae, S. flexneri, e S. sonnei.

[0035] Em mais um aspecto, a presente invencdo se refere a uma composicao
imunogénica que compreende: um elemento imunologicamente ativo selecionado do
grupo consistindo de uma imunoglobulina IgY da invengdo, um ovo de ave obtido pelo processo
de acordo com a inveng¢do, ou uma gema isolada desse ovo; € um excipiente, veiculo ou

carreador biologicamente aceitavel.

[0036] Em uma realizacdo, a formulagdo ¢ formulada sob a forma de uma composi¢do

farmacéutica ou nutracéutica.

[0037] Em outra realizagdo, o referido excipiente, veiculo ou carreador biologicamente
aceitavel € selecionado do grupo compreendendo um desintegrante ou auxiliar de desintegrante,
aglutinante, agente de revestimento, corante, diluente, base, solubilizante ou auxiliar de
solubilizante, agente de isotonicidade, regulador de pH, estabilizante, propelente, adesivo e

semelhantes.
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[0038] Em uma outra realizacdo, a formulagdo ¢ formulada para ser administrada por
via oral. Preferencialmente, a formulacao estd na forma de comprimido, tablete, capsula, p9,

granulo fino, granulo, solugdo, suspensao e xarope.

[0039] Em uma realizagdo preferencial, a composi¢cao compreende como excipiente,
veiculo ou carreador biologicamente aceitdvel, pelo menos um composto selecionado de um
diluente, como glucose, lactose, lactose monoidratada, D-manitol, amido, celulose cristalina;
um desintegrante ou auxiliar de desintegrante, como carboximetilcelulose, amido,
carboximetilcelulose de calcio, dioxido de silicio; um aglutinante, como hidroxipropilcelulose,
hidroxipropilmetilcelulose, polivinilpirrolidona, gelatina; um lubrificante, como estearato de
magnésio, talco; um material de base, como hidroxipropilmetilcelulose, sacarose,
polietilenoglicol, gelatina, caulim, glicerol, agua purificada e gordura dura; e misturas dos

mesmos.

[0040] Em outra realizacdo, a composicao ¢ formulada para ser administrada por via
parenteral. Preferencialmente, a composicao esta na forma de uma inje¢ao, fluido intravenoso

e solucao ou suspensao para infusao.

[0041] Em uma realizagdo preferencial, a composi¢ao compreende como excipiente,
veiculo ou carreador biologicamente aceitavel, pelo menos um composto selecionado de um
solubilizante ou auxiliar de solubilizante, como agua destilada para injecdo, solugdo salina,
propileno glicol; um agente de isotonicidade, como glicose, cloreto de sddio, D-manitol,
glicerol; um regulador de pH, como um 4cido inorgéanico, 4cido organico, base inorganica ou

orgénica; e misturas dos mesmos.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0042] Figura 1 - Resultado dos testes de triagem realizados para o ELISA para os
peptideos P1 a P12 e controle (CN).

[0043] Figura 2 - Peso médio dos camundongos imunizados com os peptideos P1, P2,
P6, P9, P+ (mix de P2, P6 e P9) e controle (C-) 0, 24, 48, 72 e 96 horas ap6s infec¢do com a
cepa M90OT.
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[0044] Figura 3 - Confirmagdo da obten¢do dos anticorpos obtidos a partir de
imunizagdo. Gel de poliacrilamida 15%: (0 e 12) Marcador de peso molecular Ladder protein
de 11-180 KDa (SIGMA); (1-8) tem-se IgY total (pool), provenientes das imunizagdes
realizadas com o peptideo sintético P9; (9) canaleta vazia; (10) IgY —padrao (anti-humano)
purificada; (11) tem-se a IgY anti-P9 isolada por cromatografia de afinidade. Todas as IgYs
apresentaram banda correspondente a cadeia pesada (HC) entre 65 e 75 KDa e banda

correspondente a cadeia leve entre 25 e 35 KDa.

[0045] Figura 4 - Imunodetec¢ao diferentes IgY total produzidas. Dot Blot em
membrana PVDF: imunodeteccdo de IgY em reconhecimento aos peptideos P9

correspondentes as imunizagdes realizadas (1-7).

[0046] Figura 5 - Imunodetec¢do dos anticorpos por Western Blot. Quadro 1: Gel de
poliacrilamida contendo o extrato bruto de Shigella flexneri 5a M90T em trés diferentes
quantidades (A =5 puL; B=10 pL; C=15 pL). Quadro 2: Membrana PVDF com imunodetecgao
de IgY localizado entre as bandas de 35 KDa e 48 KDa. [0047] Figura 6 - Imunodeteccao de
anticorpos anti-P9 em reconhecimento de cepas-padrao de bactérias diarreiogénicas. Teste de
Citometria de Fluxo (FAC’s Canto II BD Biosciences) - Reatividade das IgY a diferentes
bactérias marcadas com brometo de etideo utilizando secundario anti-chicken cabra Alexa fluor

488.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0048] De acordo com uma primeira realizagdo, a presente invencao se refere a epitopos
relacionados a proteinas de membrana externa, e de proteina componente de pilus de bactérias

Gram negativas, preferencialmente bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae.

[0049] Por bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, entende-se, por

exemplo, as bactérias pertencentes aos géneros Alishewanella,

Alterococcus, Aquamonas, Aranicola, Arsenophonus, Azotivirga,  Blochmannia,
Brenneria, Buchnera, Budvicia, Buttiauxella, Cedecea, Citrobacter, Dickeya, Edwardsiella,

Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Ewingella, Grimontella, Hafnia, Klebsiella, Kluyvera,
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Leclercia,  Leminorella, — Moellerella, = Morganella, = Obesumbacterium,  Pantoea,
Pectobacterium, Phlomobacter, Photorhabdus, Plesiomonas, Pragia, Proteus, Providencia,
Rahnella, Raoultella, Salmonella, Samsonia, Serratia, Shigella, Sodalis, Tatumella,

Trabulsiella, Wigglesworthia, Xenorhabdus, Yersinia, e Yokenella.

[0050] De forma preferencial, a presente invengdo se refere as bactérias pertencentes

aos géneros Enterobacter, Escherichia, Salmonella e Shigella.

[0051] Por bactérias pertencentes ao género Enterobacter, entende-se
preferencialmente as espécies E. amnigenus, E. arachidis, E. asburiae, E. cancerogenous, E.
cloacae, E. cowanii, E. dissolvens, E. gergoviae, E. helveticus, E. hormaechei, E. intermedius,
E. kobei, E. ludwigii, E. mori, E. nimipressuralis, E. oryzae, E. pulveris, E. pyrinus, E.

radicincitans, E. taylorae, E. turicensis, e E. soli.

[0052] Por bactérias pertencentes ao género Escherichia, entende-se preferencialmente

as espécies E. albertii, E. coli, E. fergusonii, E. hermannii, E. marmotae, e E. vulneris.

[0053] Por bactérias pertencentes ao género Salmonella, entende-se preferencialmente

as espécies Salmonella bongori, e Salmonella entérica.

[0054] Por bactérias pertencentes ao género Shigella, entende-se preferencialmente as

espécies S. boydii, S. dysenteriae, S. flexneri, e S. sonnei.

[0055] Em uma modalidade especifica, a presente invengdo aborda epitopos com
sequéncias sinteticamente construidas, desenvolvidas a partir de proteinas de membrana externa
da Shigella flexneri, ditas OmpC e OmpA, e proteina componente de pilus tipo 1 de membrana

externa de bactérias Gram negativas, dita FimH.

[0056] Os presentes inventores realizaram a constru¢do de peptideos sintéticos de
baseados na membrana externa das espécies de Shigella. A anélise inicial foi realizada in silico,
seguida da sintese manual dos peptideos. Os presentes inventores utilizaram sequéncias de
peptideos diferentes daquelas encontradas na literatura, uma vez que os presentes peptideos
foram inteiramente desenhados pelos inventores, além de nao utilizarem apenas proteinas da
OmpC como base, mas a também as proteinas OmpA e FimH. As sequéncias desenvolvidas

estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Sequéncias estudadas ao longo da pesquisa, correspondentes aos
epitopos lineares

Codigo Antigeno Sequéncia Posicdo Tamanho *P.M. Carga Atributo
P1 OmpC SEQIDNo.1 227-236 10 1298,41 0 Neutro
P2 OmpA  SEQID No. 2 19-30 12 1365,45 0 Neutro
P3 OmpA SEQID No. 3 56-69 11 1172,25 0 Neutro
P4 OmpA  SEQID No. 4 83-95 13 1410,54 1 Basico
P5 OmpA  SEQIDNo.5 142-159 18 1793,97 -2 Acido
P6 OmpA SEQID No.6 107-117 11 1321,44 -2 Acido
P7 FimH SEQID No. 7 82-91 10 923,97 0 Neutro
P8 FimH SEQID No. 8 95-104 10 1088,17 1 Basico
P9 FimH SEQIDNo.9 133-140 8 646,69 0 Neutro

P10 FimH SEQID No. 10 156-161 6 725,66 -1 Acido
P11 FimH SEQIDNo.11 171-180 10 985,05 -1 Acido
P12 FimH SEQID No.12 260-269 10 860,96 0 Neutro

*P.M.: Peso molecular

[0057] Dentre os doze peptideos testados, os mais reativos foram: P1 (OmpC); P2 e P6
(OmpA); e P9 (FimH). A sequéncia do antigeno OmpC, que j havia sido predita em um estudo
realizado anteriormente (Jarzab et al., 2013), foi sintetizada e utilizada como um controle
positivo para comparacao com as outras. Os estudos conduzidos pelos presentes inventores
demonstraram que tais peptideos foram capazes de serem reconhecidos pelos anticorpos anti-
Shigella, o que leva a concluir que possuem potencial para serem bons candidatos para a
producao de composi¢des para imunizagdo passiva e para a producao de composicdes vacinais.
Vale ressaltar que esses quatro peptideos se sobressairam de maneira significativa em relagao
aos oito demais peptideos restantes, pois estes Ultimos ndo demonstraram uma elevada
expressdo quantitativa referente a densidade optica do ELISA, ficando bem mais proximos ao

controle negativo (Figura 1).

[0058] Os presentes inventores utilizaram, entdo, os peptideos P2, P6, P9 e um conjunto
de todos eles (P2+P6+P9), juntamente com o controle positivo da literatura P1 e o controle
negativo (adjuvante), para imunizar camundongos Balb/C com 6 a 12 semanas (grupos de 10
animais). Apds 4 imunizagdes com intervalos de 15 dias entre elas, todas as amostras

responderam satisfatoriamente.

[0059] Apos este periodo, foi realizada a infecgdo desafio com 0,1mL de cepa M90T

viva a uma concentracdo de 109 via intraperitoneal e os camundongos foram monitorados por
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peso durante 96h. Apo6s 48h todos os camundongos do controle negativo (imunizado apenas
com adjuvante) foram a débito, enquanto os animais imunizados com os peptideos propostos
sobreviveram até 96h, alguns inclusive tendo aumento de peso (Figura 2). Demonstrando a
eficacia do uso desses peptideos para a elaboragcdo de composi¢des vacinais e para a producao

de composicdes para a imunizagao passiva.

[0060] Como mencionado anteriormente, a presente inven¢ao refere-se também a uma
abordagem alternativa aos antibidticos para a prevengdo ou tratamento de infec¢des por
bactérias Gram negativas, preferencialmente bactérias pertencentes a familia

Enterobacteriaceae (enterobactérias).

[0061] Mais precisamente, a presente invencao refere-se a anticorpos IgY, sendo esses
anticorpos capazes de prevenir ou tratar uma infecgao por essas bactérias. Mais particularmente,
os anticorpos da presente invencao sdo capazes de impedir a adesdo das enterobactérias ao

intestino.

[0062] Nesse sentido, a invencdo refere-se a um anticorpo imunologicamente
especifico para proteinas associadas a membrana externa, € para proteinas componentes de pilus
de bactérias Gram negativas, sendo o anticorpo capaz de prevenir ou tratar uma infec¢ao
intestinal por essas bactérias quando administrado a um mamifero. Numa concretizagdo
preferida, o anticorpo da invengao € resistente a digestdo. Mais preferencialmente, o anticorpo

da invencao € um anticorpo IgY.

[0063] Como aqui utilizado, o termo "resistente" refere-se a um anticorpo que retera
substancialmente sua fung¢do imunoldgica mesmo apds estar em contato com acidos gastricos
por um periodo necessario para prevenir ou tratar uma infec¢do. De preferéncia, o anticorpo da
presente invencao € um anticorpo IgY. De fato, € sabido que os anticorpos IgY mostram grande
resisténcia a acidos e ao calor. Entretanto, o anticorpo de acordo com a presente invencao
também pode ser uma imunoglobulina humana ou animal, como 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgM,
IgA, IgE ou IgD, contendo regides varidveis de ratos ou camundongos, sendo quimérico, ou
CDRs, sendo humanizado. Assim, a presente inven¢do nao esta restrita a anticorpos IgY, uma
vez que ¢ concebivel que a capacidade de resisténcia de um anticorpo, caso seja necessario,
pode ser fornecida ou aumentada por engenharia genética ou por qualquer outro meio conhecido

por um técnico na area.
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[0064] Além disso, o anticorpo de acordo com a presente inven¢do também pode ser
conjugado com qualquer veiculo ou excipiente adequado, tal como de conhecimento por um
especialista na técnica, a fim de aumentar sua resisténcia gastrointestinal ou fornecer, por
exemplo, uma liberagdo em um local especifico ou prolongada, seja em uma area local

direcionada, como o intestino ou estdmago, ou seja, para uma aplicagdo sistémica.

[0065] De acordo com a presente invengdo, um mamifero ¢ preferencialmente um
primata. De forma mais preferencial, um primata de acordo com a presente invengdo ¢ um

humano.

[0066] De acordo com outro aspecto, a presente invencao também ¢ direcionada a um
processo para a obten¢do do anticorpo acima mencionado. Embora muitos processos
conhecidos na técnica possam ser adequados para obter os anticorpos contemplados pelos
presentes inventores, ¢ preferivel que o processo da presente invengao compreenda as etapas
de: a) a inoculagdo de um peptideo de acordo com a presente invengdo em uma ave para

estimular a producdo de anticorpos; eb) recuperacio dos anticorpos do ovo.

[0067] Como fica claro para um técnico no assunto, o passo de imunizagao pode ser
alcancado por métodos bem conhecidos. Por exemplo, os peptideos de acordo com a presente
invengdo podem ser administrados de forma parenteral, por exemplo por via intravenosa,

intramuscular, subcutanea.

[0068] De acordo com um aspecto adicional, a presente invencdo estd relacionada a
um processo para a obtencdo de um anticorpo, conforme definido acima, compreendendo as

etapas, conforme definidas acima.

[0069] De acordo com a presente invencao, a ave utilizada para o preparo do anticorpo
¢ preferencialmente selecionada dentre as aves da familia Phasianidae. Dentre as aves da
familia Phasianidae, sdo utilizadas preferencialmente as do género Gallus, dentre as quais sao
preferencialmente selecionadas as das espécies Gallus gallus, Gallus lafayettii, Gallus
sonneratii, e Gallus varius. Alternativamente, as aves utilizadas de acordo com a presente
invengdo podem ser selecionadas dentre faisodes, perdizes, galinhas, peras, codornas, pombas e

pavoes.
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[0070] O processo da presente invengdo também pode compreender uma etapa de
administracdo de pelo menos um reforgo dos peptideos de interesse, de forma a manter um

estado hiperimune na ave.

[0071] De acordo com outro aspecto, a inven¢do refere-se a um ovo, € a uma gema
isolada desse ovo, contendo um anticorpo como definido acima ou produzido pelo processo

descrito acima.

[0072] A presente invengao também estd relacionada a métodos € a composigdes para a
prevencao ou tratamento de doengas associadas as enterobactérias. Particularmente, a invengao
se relaciona a um método que compreende a etapa de administragdo oral a um mamifero de um
anticorpo de acordo coma presente invengdo, um ovo de ave € / ou uma gema isolada como
definidos anteriormente. No entanto, a presente invencao também pode estar relacionada a

métodos que envolvem uma administragdo parentérica do anticorpo da invengao.

[0073] De acordo com uma modalidade preferida, a composi¢do da invencao
compreende pelo menos um elemento imunologicamente ativo contra as bactérias Gram
negativas ¢ um veiculo ou carreador biologicamente aceitavel. Esse elemento pode ser um
anticorpo, um ovo de ave ou uma gema isolada, como descritos acima. Para a preparagdo das
composi¢des de acordo com a presente invengdo, podem ser utilizados quaisquer métodos

conhecidos pelos técnicos na area.

[0074] Como aqui utilizado, o termo "imunologicamente ativo", ou qualquer referéncia
a atividade imunologica de um elemento, como por exemplo o anticorpo ou peptideo da
invengao, refere-se a capacidade de elemento para impedir, prevenir ou tratar uma infecgao por

bactérias Gram negativas um mamifero por ligagdo a uma proteina associada a bactéria.

[0075] Como aqui utilizado, o termo "biologicamente aceitavel" refere-se a um veiculo
ou carreador que pode ser administrado de forma segura a um animal, particularmente

mamiferos e humanos, sem efeitos colaterais excessivamente negativos ou toxicos.

[0076] De acordo com uma modalidade da inveng¢ado, a composi¢ao pode ser formulada
sob a forma de uma composicao farmacéutica ou nutrac€utica. Nesse sentido, a composigao de
acordo com a presente inven¢do também pode estar na forma de um aditivo alimentar
compreendendo pelo menos um dos elementos mencionados acima, ou ainda compreendendo

uma composicao como definida acima.
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[0077] Embora as composi¢des sejam preferencialmente administradas por via oral,
elas podem ser administradas por qualquer outra via adequada. Em uma modalidade
preferencial, as composi¢des farmacéuticas de acordo com a presente invencao podem ser
administradas por via oral, podendo estar na forma de comprimidos, capsulas, po, xaropes,

suspensoes, solugdes e outras.

[0078] Como o aditivo farmaceuticamente e farmacologicamente aceitavel, por
exemplo, podemos citar um excipiente, desintegrante ou auxiliar de desintegrante, aglutinante,
agente de revestimento, corante, diluente, base, solubilizante ou auxiliar de solubilizante,
agente de isotonicidade, regulador de pH, estabilizante, propelente, adesivo e semelhantes
podem ser usados. Exemplos de uma preparagdo adequada para administracdo oral incluem
comprimido, tablete, cdpsula, pd, granulo fino, granulo, solucdo, suspensdo, xarope e
semelhantes, e exemplos de uma preparagao adequada para administragdo parenteral incluem
injecdo, fluido intravenoso, solu¢do ou suspensdo para infusdo, po inalante, e semelhantes.

Contudo, a forma da preparagdo ndo deve ser limitada apenas a essas.

[0079] Uma preparacdo adequada para administracdo oral pode conter, como um
aditivo, por exemplo, excipientes tais como glucose, lactose, lactose monoidratada, D-manitol,
amido, celulose cristalina e semelhantes; desintegrante ou auxiliar de desintegrante, tal como
carboximetilcelulose, amido, carboximetilcelulose de calcio, didxido de silicio e semelhantes;
aglutinante, tal como hidroxipropilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, polivinilpirrolidona,
gelatina e semelhantes; lubrificante, tal como estearato de magnésio, talco e semelhantes; base,
tal como hidroxipropilmetilcelulose, sacarose, polietileno glicol, gelatina, caulim, glicerol, 4gua

purificada, gordura dura, e semelhantes.

[0080] Uma preparacdo adequada para injecdo ou fluido intravenoso pode conter
aditivos para preparagdo, tais como solubilizante ou auxiliar de solubilizante, capazes de
constituir uma inje¢do aquosa ou uma injecdo para ser dissolvida quando em uso, como por
exemplo, em dgua destilada para injecao, solugdo salina, propileno glicol, e semelhantes; agente
de isotonicidade, como por exemplo, glicose, cloreto de sdédio, D-manitol, glicerol, e
semelhantes; regulador de pH tal como um acido inorganico, acido organico, base inorganica

ou organica ou ainda semelhantes.

[0081] Embora a dose do agente farmacéutico da presente inven¢do deva ser variada,

dependendo do tipo de doenga a ser aplicado, condi¢des de pacientes, tais como idade, peso
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corporal, sintomas e semelhantes. Em geral, a dose adequada pode ser administrada em de uma
a varias porgdes por dia, ou pode ser administrada a cada poucos dias. Quando dois ou mais

tipos de ingredientes ativos estiverem envolvidos, a quantidade total pode ser ajustada.

[0082] A presente invengao ¢ também descrita pelos exemplos ndo limitantes abaixo,
que sdo meramente ilustrativos. Varias modificagdes e variagcdes das concretizagdes sao

evidentes ao técnico no assunto, sem se afastar do espirito e do escopo da invencgao.

[0083] Inumeras variagdes incidindo no escopo de protecdo do presente pedido sao
permitidas. Dessa forma, refor¢a-se o fato de que a presente invengdo nao esta limitada as

configuragdes / concretizagdes particulares acima descritas.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1
1.1 Producio de anticorpos

[0084] Com base nos resultados obtidos pelos presentes inventores, o peptideo P9 foi

escolhido para o desenvolvimento de estudos mais aprofundados.

[0085] O peptideo P9 (FimH) de Shigella flexneri foi utilizado para imunizagdo em
aves afim de produzir e avaliar IgY (Imunoglobulina Y). Tal anticorpo foi obtido e isolado por
métodos de precipitacdo, e testado para reatividade, sendo visto que € capaz de reconhecer o

antigeno-alvo de Shigella flexneri Sa M90T.

[0086] Para a imunizagdo de aves, foi utilizado o peptideo sintético P9 (SEQ ID No. 9),
correspondentes a epitopos imunogénicos do antigeno Fim-H de Shigella flexneri 5a M90OT.
Inicialmente, o peptideo foi acoplado em um nanotubo de carbono (NTC) solubilizado e ativado
como molécula carreadora, de acordo com o método descrito na patente BR 10 2018 071933 5.
A ativacdo do carreador NTC solubilizado e o acoplamento de peptideos sintéticos foi
promovida pelos agentes quimicos EDAC [Cloreto de 1-etil-3-(3dimetilaminopropil)

carbodiimida] e NHS (N-hidroxissuccinimida).
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[0087] Para a producdo de anticorpos policlonais, as aves da espécie Gallus gallus
mantidas sob manutenc¢do da empresa EZscience Biotecnologia, foram imunizadas sete vezes
com um inoculo de 200 ug de peptideo P9, o qual foi preparado com 50uL de peptideo (5,5
mg/mL) acoplado em 200 uL. de Nanotubo de carbono solubilizado e ativado (NTC) e 300 puL
de Adjuvante de Freund, totalizando volume final de 500 pL.

[0088] A amostra foi homogeneizada em ciclos alternados de sonicacdo e
vortequizagdo em gelo até aquisicao de consisténcia ndo dispersante em agua. Para a primeira
imunizag¢ao foi utilizado o Adjuvante Completo de Freund e, para as inoculagdes posteriores,
o Adjuvante Incompleto de Freud. Para o procedimento de imunizagdo, as aves foram
imobilizadas manualmente e inoculadas por via intramuscular, em quatro pontos distintos do
musculo peitoral, com um buster quinze dias apds a primeira imunizacao e coleta de gema de

ovo hiperimune, ap6s sete dias.

Posicao
Sequéncia Cepa
Codigo “Ag e ‘P.M. Carga Atributo
peptidica origem
tamanho
S.
SEQID No  133-140
P9 FimH 646,69 0 Neutro flexnen 5
9 08 aa
str. 8401

P.M: Peso Molecular ; "Ag: antigeno.

1.2. Extracao de anticorpos utilizando PEG

[0089] Os anticorpos foram extraidos a partir da separagdo entre a fracao proteica da
gema de ovo e sua fracdo lipidica utilizando o método de precipitagdo com polietilenoglicol
(PEG) de Pauly e colaboradores (2011). Para isso, foi adicionado a gema PBS 1X (NaHPO4,
NaH2PO4, NaCl2) equivalente a duas vezes o seu volume e 3,5% v/m de PEG- 6000, com
homogeneizacao durante 10 minutos em vortex e posterior centrifugacao a 4 °C por 20 minutos
a 13.000xg. Apds esse periodo, o pellet foi descartado e ao volume do sobrenadante foram
adicionados 8,5% v/m de PEG, sendo o sistema submetido as condigdes de agitacdo e
centrifugacdo, anteriormente descritas. Porém, apds a centrifugagdo o sobrenadante foi

descartado. Ao pellet foram adicionados 10 mL de PBS- 1X e 12% v/m de PEG, sendo
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submetido a condi¢des de agitacdo e centrifugacdo ja descritas, com descarte do sobrenadante.
Ap0s essa etapa, o pellet foi solubilizado em 800 puL de PBS1X com volume final completado
para 1,2 mL. Apds esse processo, o pool de anticorpos obtido foi submetido a didlise em PBS
0,1% a 4 °C por 24 horas e posteriormente analisado eletroforeticamente em SDS-PAGE 15%

e deteccdo de bandas proteicas utilizando Coomassie Brilliant Blue.

1.3. Purificaciao de anticorpos anti-peptideo

[0090] Inicialmente, o peptideo sintético P9 (5,5mg/mL) foi acoplado através de ligagao
covalente a resina cromatografica NHS-Activated Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare Life
Sciences) conforme recomendagdes do fabricante, para a obtengdo de uma matriz sepharose-P9
(FimH). Apds esse processo, a matriz cromatografica foi lavada com 10 mL de dgua mili-Q e
equilibrada com 10 mL de Binding buffer (Na2HPO4 0,02M pH 7,0). O pool de anticorpos
(IgY total) obtidos no processo descrito no item 1.2, foi diluido a 1uL /10 pL em Binding buffer,
adicionado a sistema cromatografico e mantido sob incubag¢ao durante 60 minutos a temperatura

ambiente (T.A).

[0091] Posteriormente, a matriz foi lavada com 15 mL de Binding buffer e em seguida
os anticorpos foram coletados em eluigdes de 450 puL de Elution buffer (Glicina-HC1 0,1 M pH
2,7) e 50 uL de Neutralizer (Tris 1M pH 9,0), utilizando o reagente de deteccdo de proteinas
Bradford (SIGMA). Em seguida, a matriz foi lavada com 10 mL de Binding buffer e preservada
com dalcool etilico a 30% (EtOH). Posteriormente, o anticorpo foi concentrado 10X em coluna
Amicon ® Ultra-2 Centrifugal Filter Devices de 30 KDa conforme recomendacgdes do
fabricante (Mili-Pore). Posteriormente, os anticorpos foram novamente analisados por SDS-

PAGE 15% para confirmagao da obten¢do de IgY's anti-P9.

[0092] A eficiéncia dos métodos empregados para o isolamento dos anticorpos foi
confirmada por meio de SDS-PAGE 15% (Figura 3). As IgYs obtidas pelo método de
precipitacao descritos por Pauly e colaboradores (2011), apresentaram bandas correspondentes
a cadeia pesada (HC) entre 48 e 75 KDa e cadeia leve (HL) entre 17 e 25 KDa (Ladder Protein
SIGMA). A 1IgY especifica anti-P9 (B:11) purificada por cromatografia de afinidade também
apresentou bandas nas alturas descritas, além de corresponder a uma IgY padrao purificada por

cromatografia (B:10).
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[0093] A eletroforese também evidenciou a presenga de impurezas menores
representadas por banda proteica de peso molecular entre 35-48 KDa. Foi possivel observar que
os diferentes pools de anticorpos variaram em quantidade obtida, o que pode estar relacionado
a padronizagao do processo de isolamento do anticorpo. Em virtude dos fatos evidenciados por

SDS-PAGE, considera-se que a obtencao dos anticorpos foi alcangada com éxito.

EXEMPLO 2

2.1. Imunodetecc¢io por Dot blot

[0094] O reconhecimento dos anticorpos produzidos foi avaliado quanto ao
reconhecimento do peptideo sintético P9 imobilizado em membrana PVDF. Para isso, a
membrana PVDF foi hidratada em tampao de blot (0,025 M Tris, 0,192 M glicina pH 8,5, 20%
MeOH), MeOH (100%) e agua destilada. Apos hidratada, a membrana foi imobilizada com
peptideo P9 a 16 pg/mL em sistema de trans-blot. Em seguida, ao sistema foi adicionado 50 pL
de uma solucdo de bloqueio PBS 1X a acrescida com 3% v/m de BSA (Bovin Serum Albumin)
por 60 minutos a 37 °C. Posteriormente, os primarios IgY total obtidos foram diluidos em
solucdo de bloqueio a 1 uL /100 pL e adicionados ao sistema e incubados durante 60 minutos
a 37 °C. Apos esse periodo, a o sistema foi lavado com PBS 1X e o secundario anti-chicken
cabra (peroxidase) a 1 pL /500 pL foi adicionado ao sistema e mantido sob incubacdo em

condicoes descritas anteriormente.

[0095] Apos esse periodo, o sistema foi lavado com PBS 1X e para revelagao do teste,
foi utilizado o cromo6geno DAB (Diaminobenzidina-3,3) durante10 minutos. O parametro de
deteccao considerado, foi presencga/auséncia de precipitagdao de coloragdo marrom como indicio

de deteccdo positiva/negativa dos anticorpos produzidos.

[0096] Os diferentes pools de IgY total foram testados contra os antigenos sintéticos a
P9 (16pg/mL) e detectados por Dot-Blot, pelo qual foi possivel a visualizagao de precipitacao
caracterizada por precipitagdo de coloracdo marrom resultante da reagdo antigeno-anticorpo
presente na membrana PVDF. Através desse teste, pode-se observar a detec¢do de anticorpos

em diferentes niveis, variando a coloracdo fraca, média e forte, correlacionando-se as
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quantidades de anticorpos detectadas na eletroforese em gel de Poliacrilamida, anteriormente

discutido.

[0097] O Protocolo desenvolvido nesse estudo, apresentou boa resolucdo/reacao
demonstrando que a IgY obtida por precipitagdo com PEG funcionou de forma eficiente nesse
teste imunoldgico. Logo, pode-se afirmar que os diferentes pools de IgY total isolados nesse
estudo foram e detectados através da técnica de Dot-Blot, foram eficientes quanto a atividade
biologica funcional esperada, evidenciada pelos pontos circulares sobre a membrana PVDF,

formados apos a aplicagdo do substrato de revelagdo, apresentados na Figura 4.

EXEMPLO 3

3.1. Imunodeteccio por Western Blot

[0098] Os anticorpos produzidos foram avaliados, utilizando o método de
imunodeteccdo Western Blot, quanto a capacidade de reconhecimento do antigeno na forma
denaturada. A fim disso, o extrato bacteriano de Shigella flexneri Sa M90T foi separado por
SDS-PAGE 15% e eletrotransferido para uma membrana PVDF. Inicialmente, o gel de
poliacrilamida e a membrana PVDF, foram devidamente hidratados, como descrito no Exemplo
2, item 2.1, e submetidos a eletrotransferéncia no equipamento transblotting (BIO-RAD), a
voltagem constante de 10 V por 60 minutos. Apos a eletrotransferéncia, a membrana foi
incubada com tampao de bloqueio PBS-BSA 3% por 60 minutos a 37 °C. Apo6s esse periodo, a
membrana foi lava com PBS 1X e o primdrio IgY total a 1 uLL /100 uL foi colocado em contato
com a membrana por 60 minutos a 37 °C, sob agitagdo constante. Apos esse periodo, a
membrana foi lavada com PBS 1X e o secundario anti-chicken de cabra (peroxidase) a 1 pLL
/5.000 pL foi colocado em contato com a membrana por 60 minutos a 37 °C, sob agitagdo leve.
Posteriormente, a membrana foi lava com PBS 1X e revelada com cromégeno DAB (10
mg/mL) durante 10 minutos e neutralizacdo da reacdo com agua destilada. A membrana foi
seca a temperatura ambiente para analise da imunodeteccdo, considerando os parametros

descritos anteriormente (item 2.6).

[0099] A partir da técnica de Western Blot, foi possivel observar a reatividade do

anticorpo a apenas uma banda proteica do extrato bacteriano de Shigella flexneri 5Sa M90T,
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evidenciado pela imunoprecipitagdo formada na altura de 30 KDa aproximadamente, localizada
na faixa de 25-35 KDa (Figura 5). A imunodetec¢do da IgY anti-P9 vai de encontro aos
resultados de Barati e colaboradores (2018) e Grando e colaboradores (2017), quanto a

validacao do reconhecimento de IgY's produzidas em seus trabalhos utilizando a mesma técnica.

[00100] O antigeno Fim-H (30 KDa) ¢ uma proteina que constitui a membrana externa
de diversas bactérias Gram-negativas, como a Shigella. Considerando que o peptideo P9 foi
predito in silico a partir fragmentos da sequéncia peptidica desse antigeno FimH, com o
presente experimento foi possivel observar que a reatividade da IgY anti-P9 produzida pelos
presentes inventores foi especifica, pois foi direcionada apenas a uma banda correspondente ao
antigeno-alvo na forma desnaturada e ndo apresentou reatividade cruzada com outras proteinas
do extrato bacteriano. A imunodetec¢do de IgY foi realizada com a utilizacdo do secundario

anti-chicken de cabra adsorvido com enzima peroxidase.

EXEMPLO 4

4.1. Imunodeteccio por Citometria de fluxo

[00101] Todas as cepas bacterinas utilizadas nesse estudo, foram provenientes da
colecdo bacterioldgica do Instituto Leonidas e Maria Deane (ILMD-FIOCRUZ-AM), cedidas
pela Prof. Dra. Patricia Puccinelli Orlandi o Laboratorio de Diagnostico e Controle de Doengas

Infecciosas na Amazonia (DCDIA).

[00102] O reconhecimento da IgY anti-P9 foi avaliada quanto a reatividade com
antigenos nativos, presentes na superficie celular de Shigella flexneri Sa M90T, através de
imunodeteccado realizada em citometria de fluxo, utilizando como anticorpo de detec¢do o anti-
chicken de cabra adsorvido ao fluorocromo Alexa flior 488. A reatividade da IgY anti-P9 foi
também foi avaliada contra cepas heterologas de Escherichia coli, EAEC (ATCC042), EIEC
(ATCC1381), EHEC (CDC-EDL9933-171-0157:H3), ETEC (LT2871), ETEC (ST8), EPEC
(ATCCE234869), DAEC (F1845), BL21 e Top-10. O painel do experimento constituiu-se de
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quatro condicdes: C1 (somente bactéria), C2 (bactéria + brometo), C3 (bactéria + anticorpo

secundario) e C4 (bactéria + brometo+ anticorpo primario + anticorpo secundario).

[00103] Inicialmente, os microrganismos foram cultivados em meio liquido Luria
Bertani (LB) a 37 °C, durante 24 horas sob agitacdo constante. Apos o cultivo, 50 uLL de cada
crescido bacteriano foram distribuidos em tubos de citometria e centrifugadas a 14.000 rpm,
durante cinco minutos para a obten¢do de um pellet. Em seguida, somente os tubos C3 e C4
foram incubados com 01 pL de brometo de etideo (C21H20BrN3) durante 30 minutos a T.A.,
sob privacao de energia luminosa. Apos esse periodo, os pellets foram lavados 02 vezes por
centrifugacdo com PBS-1X (filtrado e autoclavado). Posteriormente, os tubos C4 foram
incubados com primario 1 pL /100 pL IgY anti-P9 por 01 hora, seguido de lavagem por
centrifugagdo. Apos essa etapa, os tubos C3 e C4 foram incubados com secundario 1 pL /200
pL anti-chicken durante 01 hora a T.A. e posteriormente lavados por centrifugagdo, com

ressuspensao de pellet em 200 uL de PBS-1X.

[00104] Apods esse processo, a leitura foi realizada no Citometro FACS canto 11 (BD
Biosciences), na Plataforma de Citometria de Fluxo do ILMD/FIOCRUZ-AM, utilizando os
programas FACS Diva Software versdo 6.1.2. A obten¢do dos dados brutos e a analise de
porcentagem de eventos, média de intensidade de fluorescéncia e formatacao dos graficos de

citometria, foi realizado através do programa Flow-Jo versao 5.6.7.

[00105] A fim de avaliar o reconhecimento especifico da IgY anti-P9 produzida, foi
utilizada a técnica de Citometria de fluxo. Foi possivel observar que o anti-P9 foi capaz de
reconhecer o antigeno-alvo na forma nativa presente na superficie celular de uma cepa padrao
de Shigella flexneri 5a M90T. Além disso, o anticorpo apresentou reatividade com algumas
cepas de Escherichia coli diarreiogénicas (DEC) utilizadas como controle do ensaio,
evidenciando uma reatividade direcionada a EIEC, EPEC, EAEC e EHEC (Figura 6). Acredita-
se que isso pode estar relacionado ao fato do antigeno-alvo (P9) compor a superficie celular de
outros membros da familia Enterobacteriaceae (BRAVO, et al., 2015), como os patotipos de

E. coli utilizados na avaliacdo do anticorpo anti-P9.

[00106] Esses resultados, evidenciaram que os anticorpos produzidos nesse estudo nao
apresentaram especificidade de reconhecimento para Shigella spp. Ressalta-se que Shigella tem

um mecanismo de patogénese indistinguivel de alguns patétipos de E. coli como EIEC
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(HAZEN et al., 2016), e que o anticorpo anti-P9 apresentou um reconhecimento cruzado, porém

direcionado para Shigella flexneri e os patotipos de E. coli EIEC, EPEC, EAEC e EHEC.

[00107] Tendo em vista, que a utilizagdo de antigenos imunogé€nicos comuns a
patogenos € uma estratégia promissora para o controle de coinfecgdes (RAFIQ et al., 2019), os
presentes inventores acreditam que a IgY anti-P9 pode ser 1til na utilizagdo em métodos de
imunidade passiva, sendo uma promissora alternativa ndo antibidtica para tratamento da
shigelose e de outras doengas causadas por outros patégenos Gram negativos, como por

exemplo as cepas de DEC, tais como as utilizadas no presente experimento.

[00108] Isto, pode ser bastante util ndo apenas para o contexto das doengas diarreicas,
as quais sdo responsaveis por um elevado indice de mortalidade em todo o mundo, como

também como base para que estes achados sirvam de base para aplicagdo contra outras doencas.
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REIVINDICACOES

1. Polipeptideo caracterizado pelo fato de ter pelo menos 80% de identidade com a

sequéncia como descrita em qualquer uma das SEQ ID Nos. 1 a 12.

2. Polipeptideo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de ter pelo

menos 90% de identidade com qualquer uma das SEQ ID Nos. 2, 6 ou 9.

3. Polipeptideo, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de ter a

sequéncia como descrita na SEQ ID No. 9.

4. Processo para a obtencdo de uma imunoglobulina IgY caracterizado pelo fato de
compreender as etapas de: a) inocular pelo menos um polipeptideo como definido em qualquer
uma das reivindicagoes 1 a 3 em uma ave; e b) recuperar as imunoglobulinas IgY a partir do

ovo produzido pela referida ave.

5. Processo, de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pelo fato de que a referida

imunoglobulina IgY ¢ recuperada a partir da gema do dito ovo produzido pela ave.
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6. Processo, de acordo com a reivindicagdo 4 ou 5, caracterizado pelo fato de que a

referida ave ¢ selecionada dentre as aves da familia Phasianidae.

7. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 4 a 6, caracterizado pelo
fato de que a referida ave ¢ do género Gallus. 8. Processo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que a referida ave ¢ selecionada dentre as

espécies Gallus gallus, Gallus lafayettii, Gallus sonneratii, € Gallus varius.

9. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 4 a 6, caracterizado pelo
fato de que a referida ave ¢ selecionada dentre faisdes, perdizes, galinhas, perus, codornas,

pombas, e pavoes.

10. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 4 a 9, caracterizado pelo
fato de que pelo menos uma dose de refor¢o ¢ administrada de forma a manter um estado

hiperimune na ave.

11. Imunoglobulina IgY caracterizada pelo fato de que ¢ obtida pelo processo como

definido em qualquer uma das reivindicagdes 4 a 10.

12. Uso de uma imunoglobulina IgY, como definida na reivindicagao 11, caracterizado
pelo fato de ser para a manufatura de uma composicdo para a prevencdo ou tratamento de

infec¢des por bactérias Gram negativas.

13. Uso de um polipeptideo como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3
caracterizado pelo fato de ser para a manufatura de uma composigdo para provocar uma resposta

imune contra uma bactéria Gram negativa em uma ave.

14. Uso, de acordo com a reivindicagdo 12 ou 13, caracterizado pelo fato de que a

referida bactéria Gram negativa € pertencente a familia Enterobacteriaceae.

15. Uso, de acordo com a reivindicacao 14, caracterizado pelo fato de que a bactéria
pertencente a familia Enterobacteriaceae, ¢ selecionada dentre as bactérias pertencentes aos
géneros Alishewanella, Alterococcus, Aquamonas, Aranicola, Arsenophonus, Azotivirga,
Blochmannia, Brenneria, Buchnera, Budvicia, Buttiauxella, Cedecea, Citrobacter, Dickeya,
Edwardsiella, Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Ewingella, Grimontella, Hafnia, Klebsiella,
Kluyvera, Leclercia, Leminorella, Moellerella, Morganella, Obesumbacterium, Pantoea,

Pectobacterium, Phlomobacter, Photorhabdus, Plesiomonas, Pragia, Proteus, Providencia,
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Rahnella, Raoultella, Salmonella, Samsonia, Serratia, Shigella, Sodalis, Tatumella,

Trabulsiella, Wigglesworthia, Xenorhabdus, Yersinia, e Yokenella.

16. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 12 a 15, caracterizado pelo
fato de que a referida bactéria ¢ selecionada dentre as bactérias pertencentes aos géneros

Enterobacter, Escherichia, Salmonella e Shigella.

17. Uso, de acordo com a reivindicacdo 16, caracterizado pelo fato de que a referida
bactéria do género Enterobacter ¢ selecionada dentre E. amnigenus, E. arachidis, E. asburiae,
E. cancerogenous, E. cloacae, E. cowanii, E. dissolvens, E. gergoviae, E. helveticus, E.
hormaechei, E. intermedius, E. kobei, E. ludwigii, E. mori, E. nimipressuralis, E. oryzae, E.

pulveris, E. pyrinus, E. radicincitans, E. taylorae, E. turicensis, e E. soli.

18. Uso, de acordo com a reivindicacdo 16, caracterizado pelo fato de que a referida
bactéria do género Escherichia, ¢ selecionada dentre E. albertii, E. coli, E. fergusonii, E.

hermannii, E. marmotae, e E. vulneris.

19. Uso, de acordo com a reivindicacdo 16, caracterizado pelo fato de que a referida

bactéria do género Salmonella, ¢ selecionada dentre Salmonella bongori, e Salmonella entérica.

20. Uso, de acordo com a reivindicacdo 16, caracterizado pelo fato de que a referida
bactéria do género Shigella, ¢ selecionada dentre S. boydii, S. dysenteriae, S. flexneri, e S.

sonnei.

21. Composi¢ao imunogénica caracterizada pelo fato de que compreende: um
elemento imunologicamente ativo selecionado do grupo consistindo de uma imunoglobulina
IgY como definida na reivindicag¢do 11, um ovo de ave obtido pelo processo como definido em
qualquer uma das reivindicagdes 4 a 10, ou uma gema isolada desse ovo; € um excipiente,

veiculo ou carreador biologicamente aceitavel.

22. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizada pelo fato de que ¢

formulada sob a forma de uma composi¢ao farmacéutica ou nutracéutica.

23. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 21 ou 22, caracterizada pelo fato de
que o referido excipiente, veiculo ou carreador biologicamente aceitavel € selecionado do grupo

compreendendo um desintegrante ou auxiliar de desintegrante, aglutinante, agente de
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revestimento, corante, diluente, base, solubilizante ou auxiliar de solubilizante, agente de

isotonicidade, regulador de pH, estabilizante, propelente, adesivo e semelhantes.

24. Composicao, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 21 a 23, caracterizada

pelo fato de que ¢ formulada para ser administrada por via oral.

25. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 24, caracterizada pelo fato de que esta
na forma de comprimido, tablete, capsula, p6, granulo fino, granulo, soluc¢do, suspensio e

xarope.

26. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 24 ou 25, caracterizada pelo fato de
que compreende como excipiente, veiculo ou carreador biologicamente aceitavel, pelo menos
um composto selecionado de um diluente, como glucose, lactose, lactose monoidratada, D-
manitol, amido, celulose cristalina; um desintegrante ou auxiliar de desintegrante, como
carboximetilcelulose, amido, carboximetilcelulose de célcio, didxido de silicio; um aglutinante,
como hidroxipropilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, polivinilpirrolidona, gelatina; um
lubrificante, como estearato de magnésio, talco; um material de base, como
hidroxipropilmetilcelulose, sacarose, polietileno glicol, gelatina, caulim, glicerol, agua

purificada e gordura dura; e misturas dos mesmos.

27. Composic¢ao, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 21 a 23, caracterizada

pelo fato de que ¢ formulada para ser administrada por via parenteral.

28. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 27, caracterizada pelo fato de que esta

na forma de injecao, fluido intravenoso e solu¢do ou suspensdo para infusao.

29. Composicao, de acordo com a reivindica¢do 27 ou 28, caracterizada pelo fato de
que compreende como excipiente, veiculo ou carreador biologicamente aceitavel, pelo menos
um composto selecionado de um solubilizante ou auxiliar de solubilizante, como dgua destilada
para inje¢do, solucdo salina, propileno glicol; um agente de isotonicidade, como glicose, cloreto
de sddio, D-manitol, glicerol; um regulador de pH, como um 4cido inorgénico, acido organico,

base inorganica ou organica; € misturas dos mesmos.
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RESUMO

POLIPEPTIDEO, PROCESSO PARA A OBTENCAO DE UMA IMUNOGLOBULINA
IGY, IMUNOGLOBULINA IGY, USO DE UMA IMUNOGLOBULINA IGY E DE UM
POLIPEPTIDEO, E, COMPOSICAO IMUNOGENICA

Shigella é um patégeno Gram-negativo causador de disenteria aguda, e que acomete
principalmente criancas menores de cinco anos de idade em paises de baixa e média renda,
ocasionando milhares de 6bitos por ano. Em decorréncia disso, diversos estudiosos tém se
empenhado na busca por uma alternativa eficaz e segura, principalmente pela falta de uma
vacina eficaz e pela disseminagdo de cepas multirresistentes. No presente pedido, proteinas de
membrana externa e proteina componente de pilus tipo 1 de membrana externa de bactérias
Gram negativas foram utilizadas para avaliar sua capacidade de geracdo de uma resposta imune
em mamiferos e de producao de IgY (Imunoglobulina Y). A IgY obtida e isolada, foi avaliada
quanto a sua reatividade, possuindo grande potencial para utilizagdo em métodos de imunidade

passiva contra bactérias Gram negativas.



98

CAPITULO Il
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Neste capitulo, ¢ apresentado um artigo original que descreve os resultados obtidos em
experimentos associados ao desenvolvimento de imunossensores direcionados a deteccao de
antigenos encontrados na superficie dos agentes bacterianos Shigella flexneri, Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) e causadoras da sindrome diarreica.

Utilizamos a metodologia descrita no Capitulo II para o preparo dos anticorpos IgY.
Conforme descrito, podemos observar que os animais responderam as inoculagdes
apresentando titulos de anticorpos detectdveis contra os peptideos-alvo utilizados. Os ensaios
para analise do uso dos “quantum dots” junto aos anticorpos e o das “beads” magnéticas foram

avaliados por citometria de fluxo.

Informacoes sobre o artigo

Titulo do artigo: “Avaliacio de um método para isolamento e deteccdo de bactérias

diarreiogénicas utilizando anticorpos IgY associados a esfera magnética e quantum dots”

Situacio: A ser submetido.

Revista a ser submetido: Memorias do Instituto Oswaldo Cruz
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utilizando anticorpos IgY associados a esfera magnética e quantum dots
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RESUMO

As sindromes diarreicas sao um problema de satde publica, sendo a Escherichia coli ETEC e
Shigella flexneri importantes patogenos causadores desta doenga no mundo. Dessa forma, o
desenvolvimento de métodos rapidos, eficazes e precisos sdo essenciais para as medidas de
controle. Dentre as abordagens existentes para o diagnostico existem os imunoensaios, 0s quais
necessitam de moléculas capazes de interagir especificamente com marcadores de infecgoes.
Neste cenario, a tecnologia dos anticorpos IgY tornou-se uma alternativa para produgdo de
anticorpos, dado os beneficios existem em sua produgdo, vantagens éticas e economicas. Este
estudo buscou desenvolver e avaliar anticorpos IgY direcionados contra os antigenos FimH de
Shigella sp/E. coli e ETpA de E. coli ETEC, aplicando-os a um imunoensaio conjugado a
esferas magnéticas e “quantum dots”. Os resultados obtidos demonstraram uma maior
especificidade para a detec¢do de E. coli ETEC utilizando apenas anti-ETpA associados a
“quantum dots”. O uso das esferas magnéticas levou a uma elevacdo da sensibilidade do teste,
causando, porém, um aumento da inespecificidade do ensaio. Os anticorpos anti-FimH
apresentaram reatividade pan-especifica nos ensaios realizados. Ensaios futuros buscardo
aplicar o método desenvolvido para a analise da potabilidade de amostras de agua e
contaminagao alimentar.

Palavras-chave: Sindrome diarreica; anticorpos IgY; imunodiagndstico; quantum dots; esferas
magnéticas.
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1. INTRODUCAO

As sindromes diarreicas continuam sendo um problema de saude publica pertinente em
decorréncia dos elevados indices de morbidade e mortalidade no mundo, (STOCKMANN et
al., 2017; MANI et al., 2019). Shigella e E. coli enterotoxigénica (ETEC) estdo entre as
principais causas de diarreia em criangas e adultos em paises de baixa e média renda, e entre
viajantes e militares de paises de alta renda. ETEC ¢ uma das primeiras doengas entéricas
sintomaticas para muitas criancas, causando varias centenas de milhdes casos de diarréia a cada
ano, principalmente em criangas pequenas. A Shigella também ¢ uma das principais causas de
doenca entre viajantes, militares destacados e expatriados em paises de baixa e média renda, e
estd associada a diarreia persistente (>14 dias) nessas popula¢des (KHALIL et al., 2018).

A detec¢ao de forma rapida do patdégeno causador da infecgdo no paciente continua
sendo um dos grandes gargalos existes (COHEN et al.,, 2022), dificultando assim a
determinagdo de um tratamento apropriado ao paciente ou mesmo da fonte de contaminagdo. O
método padriao-ouro de diagnostico consiste no isolamento do microrganismo em cultura e
testes bioquimicos para a identificacdo dos patogenos. Este, além de laborioso, requer
infraestrutura sofisticada, um tempo longo ¢ mao de obra altamente qualificada para execucao.
Com isso, hd uma demanda constante para o desenvolvimento de novos métodos para detec¢ao
especifica, sensivel e rapida destes microrganismos diarreiogénicos em amostras ambientais ou
de pacientes.

Neste sentido, novos imunoensaios vem sendo desenvolvidos associando anticorpos a
nanoestruturas. Esferas magnéticas, por exemplo, tém sido utilizadas para facilitar o aumento
da captura de alvo em volumes maiores de amostra, com posterior concentragao simplificada
pelo uso de imas (CHO; IRUDAYARAJ, 2013; HONG et al, 2023; PARK et al.; 2020).
“Quantum dots ”, os quais sdo nanoestruturas fluorescentes, tém sido utilizadas como moléculas
reporteres para elevagdo da sensibilidade dos ensaios e para facilitar sua andlise, através do uso
de luz ultravioleta (WANG et al., 2020).

Diferentes antigenos estdo presentes tanto em E. coli quanto Shigella sp., como o
antigeno FimH, ou sdo especificos a um unico microrganismo, como o antigeno ETpA de E.
coli ETEC. Logo, o desenvolvimento de ferramentas capazes de detectar de maneira pan-
especifica para tais patdgenos podem ser utilizados em ensaios futuros em testes para detec¢ao
rapida de coliformes fecais e avalia¢do especifica da presenca de E. coli ETEC em amostras de
paciente, agua potavel ou alimentos.

O presente estudo propde um meétodo para deteccao pan-especifica de Shigella sp./E.
coli e especifica para E. coli ETEC por meio da detecc¢ao da proteina FimH e ETpA utilizando
anticorpos IgY associados a esferas magnéticas e “quantum dots”. Foi observado nas analises
por citometria de fluxo um aumento na sensibilidade do ensaio quando foram utilizadas esferas
magnéticas contendo o anticorpo, havendo porem uma redugdo da especificidade. Os ensaios
utilizando apenas os anticorpos anti-ETpA ligados aos “quantum dots” apresentaram maior
especificidade para E. coli ETEC.
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2. MATERIAL E METODOS
Reagentes e equipamentos

Os peptideos foram sintetizados no Laboratério da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC) e pela empresa PEPTIDE 2.0. Os anticorpos policlonais IgY foram
produzidos junto a empresa EZscience (Manaus-AM). Os “Quantum dots” utilizados foram do
produto “CdTe core-type quantum dots COOH functionalized” (cod. cat. 777935, Merck). As
esferas magnéticas utilizadas foram do produto “MagnaBind Carboxyl Derivatized Beads”
(cod. cat. 21353, Thermo Fisher). As cepas bacterianas foram adquiridas das colegdes
microbioldgicas da Plataforma de Bioensaios da Fundagdo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ). As
leituras em citometro FACS Canto II foram realizadas a partir dos servigos da Plataforma de
Citometria de fluxo do ILMD-FIOCRUZ.

Aspectos éticos da pesquisa

O presente estudo utilizou galinhas poedeiras Dekalb White (71 dias de idade) como
modelo animal para a producgdo de anticorpos requeridas para pesquisas vinculadas ao projeto
“Desenvolvimento de imunoensaio para deteccdo de bactérias diarreiogénicas utilizando
quantum dots.”, deferido pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
do Amazonas-CEUA-UFAM 026/2020.

Analises de bioinformatica

Sequéncias peptidicas das proteinas EtpA de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)
(genebank: P08191.2, PDB: 8CPK) e FimH de S. flexneri (genebank: AAX13509.2, PDB:
4X0OA) foram selecionadas utilizando o servidor BepiPred 1.0 para prever regides
imunogénicas. As analises para determinar a localizacdo das regides selecionadas na estrutura
tridimensional da proteina foram realizadas utilizando o servidor Molstar.org (figura 1). A
sequéncia de aminoacidos dos peptideos utilizados esta descrita na tabela 1.
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MNRIYKLKFDKRRNELVVVSEITT T SLL PT
GGOIVAGSGSTOTESENOMNTHONSC DIGKGNTVQFDY) L QIMGNL
KANGQVELVNPNGVLFGEGASVSTSGFVASTRDIKNDDFMNRRYTFSGGOKAGAAIVNOGELTTNAGGY
VLAADRVSNSGT IRTPGGKTVLARSERITLQLDNGGLMSVQVTGDVVNALVENRGLVSARDGQVYLTALG
RGMIMNTVLNVSGVVEASGMHRODGN I VLDGGDSGVVHLSGT LOADRAS GOGGKVVVOGKNI LLDEGSNT
T Y IRNADKVVMOGGARIDVSATQOGNGGTAVLNWSDSYTNFHGQI SAKGG
ET T FETVSA LLDSADITI TETTRSPEHTGEAPTARG
AVSNTSINNRLNNGTSVTILTHRTRTGTAQGGN I TVHARINKSNGSDVNLTLOAGGN I TVNNSITSTEG
KLNVNLSGARTSNGSITISHNANITTNGGDI TVGTTNTSNRVNIS INNTTLNASNGNIQLTGTGTDSGIL
FAGNNRLTASNIALTGNSTSGNAINLTGTATLNATRNNITLTGSSTSGNAINLEKGNNTLTASNITLTGEST
SGHATNLTDTTGTTTLNATHNI TMOGTRVOIKHSNI TAGNFALNATVAGSE I SNTTLTATHN INLARKTN
SASSGVYLKDARITSTNGSITANGTATANGHATHLDGNVT LNASNGRIKLTGNGHGSASGI LEAGNNRLT
ASNIALTGNSTSGNAINLTGTATLNATNDITLTGSSTSGNAINLTGTATINATNNITLTGSSTSGNAINL
KGHNTLTASNITLTGESTSGNAINLTDTTGTTTLNATHN I TMOGTRVQIKHSNI TAGNFALNATVAGSET
ENTTLTATNNINLAAKTNSASSGVYLKDARITSTNGS ITANGTATANGKATHLDGNVTLNASNGRIKLTG
NGHGSASGILFAGNNRLTASNIALTGNSTSGNATNLTGTATLNATNDI TLTGSSTSGNAINLTGTATLNA
THNITLTGSSTSGNAINLKGNNTLTASNITLTGESTSGNAINLTDTTGTTTLNATNNI THQGTRVQIKHS
NITAGHNFALNATVAGSEI SNTTLTATNNINLAAKTS YLEDARITSTN ITANGTATANGEATH

LDGNVTLNASNGRIKLTGNGHGSASGI LFAGNNRLTASNIALTGNSTSGNAINLTGTATLNATNDITLTG
SSTSGNAINLTGTATLNATNNITLTGSSTSGNAINLKGNNTLTASNITLTGESTSGNAINLTDTTGTTTL
HATHNITMOGTRVOIKHSNITAGNFALNATVAGSEL SNTTLTATNN INLARKTN SAS SGVYLKDARITST
NGSITTNGTATANGEATHLDGHVTLNASNGRIKLT ILFAGNNRLTASNIALTGNSTSGNAT
HLTGTATLNATHDITLTGS STSGNAINLTGTATLNATNN ITLTGSSTSGHAINLEGNNTLTASNITLTGE

STSGNAINLTDTTGTTTLNATNN I TMRGTRVQIKHSNITAGNFALNATVAGSEI SNTTLTATNNINLAAK
TNSASSGVYLKDARI TSTNGS I TANGTAPANDNATY LDGNVT LNASNGS IKLTGNGNGSTSGILFAGHNT
LTASNITLTGNSEVYWQ

MERVITLFAVLLMGWSVNANS FACKTANGTAI PIGGGSANVY VNLAPVVNVGONLVVDLSTQI FCHNDY P
ETITDYVTLORGSAYGEVLSNFSGTVEY SG55YPFPTTSETPRVVYNSRTDKPWPVALYLTPVSSAGGVA
IKAGSLIAVLILRQTNNYNSDDFQFVWN L YANNDVVVPTGGCDVSARDVTVTLPDYPGSVPIPLTVYCAK
SONLGYYLSGTTADAGNS IFTNTASFSPAQGVGVOLTRNGT I I PANNTVSLGAVGTSAVSLGLTANYART
GEOVTAGNVQSIIGVTEVYD

Figura 1 - Antigenos de superficie bacteriana estudados neste trabalho. A: Sequéncias de
aminoacidos da proteina ETpA de E. coli ETEC (genebank: P08191.2). Sequencias marcadas
em amarelo foram utilizadas como base para sintese dos peptideos sintéticos. B: Estrutura
tridimensional da proteina EtpA (PDB: 8CPK), com destaque rosa para a sequéncia do peptideo
2.1, estudada neste trabalho; C: Sequéncia de aminoacido da proteina FimH de Shigella flexneri
(genebank: AAX13509.2). Sequéncia marcada em amarelo foi utilizada como base para sintese
do peptideo sintético P9, estudado neste trabalho; D: Estrutura tridimensional da proteina FimH
(PDB: 4XOA), com destaque rosa para a localizagdo da sequéncia do peptideo P9, utilizado
neste trabalho.
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Tabela 1 - Informacgdes sobre os peptideos sintéticos utilizados durante a etapa de inoculagao
em galinhas poedeiras Dekalb white.

ANTIGENO SEQUENCIA DE AMINOACIDOS NOMECLATURA NESTE ESTUDO
FimH
Origem:
Shigella flexneri VESAGGVA .
str. 8401
Genebank:
ABF0E190.1
VGMNAKATGSVEGEKSPRRGY 1.1
EtpA
Origem: EGEKSPRRGVRAMALSLLSG 1.2
E. coli
enterctoxigénica RAMALSLLSGMMIMAHPAMS 1.3
{ETEC)
Genebank: MMIMAHPAMSANLPTGGQIV 1.4
AAX13508.2
NLPTGGQIVAGSGSIQTPSG 1.5
AGSGSIQTPSGNQMNIHQNS 1.6
QMMIHQNSQMNMVANWNSFDI 1.7
ITATGGQGGGEVYWGGEWQG 2.1
GQGGGEVYVGGGWOQGKDSNI 2.2
VSKTETTQSPPHTQFAPTAA 3.0

Inoculacio de galinhas poedeiras Dekalb White

Inicialmente, um “pool” dos peptideos de ETpA, descritos na tabela 1, foi acoplado em
nanotubo de carbono (NTC) solubilizado e ativado como molécula carreadora, método o qual
foi padronizado por nosso grupo sob patente sob o nimero INPI BR 10 2018 071933 5. Para
ligagdo do carreador e cada peptideo pré-determinado, foram utilizados 50 puLL de nanotubos de
carbono (NTC) solubilizado e ativado com 1,14 pg/ul. de EDC [Cloreto de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida] e 1 mM/puL de NHS (N-hidroxissuccinimida).
Posteriormente, indculos foram preparados utilizando 250 pg de antigeno, 3000 pl de adjuvante
Montanide para um volume final de 600 pl. A homogeneiza¢do do indculo foi realizada em
vortex até atingir consisténcia de uma emulsdo ndo dispersante em agua. Em seguida, a
inoculacdo via intramuscular foi realizada distribuindo a dose em quatro diferentes pontos do
musculo peitoral das aves em doses semanais por um total de 9 semanas. O mesmo processo
foi realizado com o peptideo P9 de FimH. A coleta de sangue de veia ulnar das galinhas
poedeiras (Dekalb white) foi realizada antes do inicio das inoculagdes (D0). Uma semana apos
cada inoculo, uma amostra de sangue foi retirada para monitoramento de resposta imune
humoral. Uma amostra foi coletada um més apos a tltima coleta (D93).
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Avaliacio de resposta humoral aviaria

O procedimento para monitorar a resposta imune humoral das aves foi realizado por
ensaio imunoenzimatico ELISA. Antes da realizacdio do ELISA indireto, primeiramente
utilizou-se uma adaptagao do protocolo fornecido pelo kit Imjet® EDC Carrier Protein (Thermo
Scientific™) onde 400 pL dos peptideos sintéticos a 1 mg/mL foi secado em concentrador de
amostra (Genevac™ miVac), e ressuspendido com 450 pL de tampao de conjugacao (0.1M de
MES, 0,9 M de cloreto de sddio), em seguida adicionou-se 200 uL. de BSA (10 mg/mL). A essa
solucao foi adicionado 10 mg de EDC, homogeneizada gentilmente e incubada em temperatura
ambiente. Para troca de tampao da solucdo, utilizou-se a coluna de concentragdo Amicon®Ultra
(Merk-MilliPore®) com “cut off” de 10 kDa. Em seguida os 8 pg/mL de peptideos acoplados
ao BSA foram sensibilizados em placa em tampao carbonato/bicarbonato pH 9,6, incubados a
37 °C por uma hora e bloqueados com tampao “ELISA blocking buffer” (Scienco) a 4 °C por
16 horas. Apds o descarte do tampao de bloqueio, adicionou-se em triplicata, os soros de
galinhas correspondentes as coletas realizadas e mais o controle negativo diluidos em tampao
“ELISA blocking buffer” a 1:100 e incubou-se a 37 °C por 1 hora. Em seguida a placa foi lavada
cinco vezes com PBS-tween20 0,05%. Subsequentemente adicionou-se o anticorpo secundario
“goat anti-chicken-HRP" (Thermo Scientific™) diluido a 1:5000 em “ELISA blocking buffer”
e incubado nas mesmas condi¢des ja descritas. Apds cinco lavagens, adicionou-se aos pogos a
solugdo de revelagao adicionada (One Step TMB Linear - Scienco™), com a qual ficou
incubada por 10 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz, finalmente, a solu¢do de
acido sulfurico 2M foi adicionada a placa para interrup¢ao da reagdo e esta foi submetida a
leitura espectrofotométrica utilizando o filtro de 450 nm.

Extracao de IgY total e analise por “dot blot”

A obtencdo dos anticorpos IgY total foi realizada a partir do método patenteado por
Yoon et al. (2011), o qual consistiu na diluicao das gemas de ovo com agua ultrapura, mudar o
pH da mistura para 5, incubar a 4 °C por 6 horas e centrifugar a 2500 x g a 4 °C, com recuperacao
do sobrenadante. As amostras obtidas passaram por uma etapa adicional de retirada de
resquicios de lipidios por acido caprilico, seguida da determinagdo da concentragdo por
reagente Bradford (BIORAD). Posterior a esse processo, o material obtido foi estocado a -20°C
até o uso. Para a anélise de anticorpos obtidos (IgY total), bem como sua purificagao, utilizou-
se a técnica de eletroforese em gel poliacrilamida-SDS-PAGE 15% SDS- (running gel) e 5%
(stacking gel), segundo Maniatis (1988). Os anticorpos foram aplicados no gel com tampao de
amostra (Tris 0,01M, pH 6,8; SDS 10%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,06% e DTT a 4%)
e em seguida desnaturados por aquecimento a 95 °C por 10 minutos, a eletroforese foi realizada
sob corrente constante de 150 V. Apds corrida em gel de poliacrilamida, fixou-se os anticorpos
em solucdo corante, contendo comassie blue 0,2%, acido acético glacial 7%, etanol 40%,
diluidos em 4gua destilada. Uma vez corados, foram submetidos a descoloragdo, utilizando os
mesmos reagentes citados acima, exceto o comassie blue, para visualizacdo e andlise de
proteinas.Apos extracdo dos anticorpos IgY, um imunoensaio “dot blot” foi realizado para
analisar a capacidade de reconhecimento destes aos peptideos utilizados na etapa de
imunizagdo. Para tanto, 20 pg dos peptideos (tabela 1) foram imobilizados em membrana de
nitrocelulose utilizando o sistema “Bio-Dot 96-Well Microfiltration” (Bio-rad). Em seguida, os
pocos foram bloqueados com tampao PBS-BSA 3% por 30 min. Apos, foram adicionados
individualmente aos pogos 10 pul de IgY (16 pg/ml) anti-FimH e anti-ETpA. Apds lavagem com
PBS-tween, foi adicionado secundario anti-chicken conjugado a alcalino fosfatase (Sigma) na
concentracao recomendada pelo fabricante de 1/10.000. Os pogos foram lavados novamente, a
membrana retirada do sistema e revelada utilizando o tampao “1-Step™ NBT/BCIP Substrate
Solution” (Thermo Fisher) por cerca de 5 min.
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Conjugaciao de anticorpos IgY total a pontos quinticos

Para a conjuga¢do dos anticorpos anti-ETpA e anti-FimH, foi seguida a metodologia
descrita por Wang et al. (2020). Logo, foram utilizados 500 ul de NHS (10mg/mL), 500 ul de
EDC (10 mg/mL), 20 microlitros de “quantum dots” (10mg/mL), sob incubagdo a 22 °C por 60
minutos, seguido de incubacao com 16 ug/mL de anticorpos IgY durante 18 horas. Apos, o
material foi centrifugado a 4 °C, seguido de ressuspensdo em 1 mL de tampao “Tris-Buffered
Saline, 0.1% Tween”. A sonda IgY-QDs obtida foi armazenada a 4 °C até o uso, a uma
concentragdo final de 0,02 mg/mL. Em etapa final, foi realizada uma eletroforese em gel de
agarose 0,8% para avaliar o perfil do anticorpo IgY conjugado ao nanomaterial.

Conjugacio de anticorpos IgY total a nanoparticulas magnéticas

Para ligacdo dos anticorpos IgY anti-ETpA e anti-FimH as esferas magnéticas (BMs),
1 mL de BMs (20 mg/mL) foi lavado com agua ultrapura em base magnética. Ao sistema foi
adicionado 1 mL de tampao de acoplamento (10 mM potassio fosfato + 0,15M NaCl pH 5.,5)
com agitagdo em vortex por 30 segundos e repouso por trés minutos em temperatura ambiente.
O sobrenadante foi coletado sob base magnética e a este foi adicionado 1 mL de tampao de
acoplamento. Sob essas condigdes as esferas magnéticas ficaram prontas para uso. A esse
sistema, foram adicionados 16 ug/mL de anticorpo total IgY, com homogeneizagdo em vortex
por trés minutos. Em seguida, foram adicionados 400 ul de EDC (Cloreto de etil-3-
(3dimetilaminopropil) a 10 mg/mL com homogeneiza¢do em vortex por 3 minutos, seguido de
incubagdo sob agitacdo leve por um periodo de 24 horas a temperatura ambiente. Apds o
término desse periodo, as “beads” foram lavadas em “rack” magnética com tampdo de
acoplamento (10 mM de Tris base, 0,15M NaCl, 0,1% BSA, ImM EDTA, 0,1% Azida pH 7,0)
por duas vezes, seguido de bloqueio com 1M Glicina pH 8,0, sob agitacdo lenta por 1 hora. Em
etapa posterior, o sistema foi lavado com tampao de acoplamento duas vezes e ressuspendido
com 1 mL de tampao de lavagem, seguido de estocagem a 4 °C até o uso.

Ensaios de Citometria de fluxo

Configuracao 1: avaliagdo dos anticorpos marcados com “quantum dots” (IgY-QDs)

Inicialmente, culturas isoladas de cepas ATCC de E. coli EHEC, EPEC, EAEC, DAEC,
EIEC e isolados clinicos de E. coli ETEC, Shigella flexneri e S. dysenteriae foram utilizados
foram cultivadas em caldo nutriente a 37 °C por 16 horas. Posteriormente, 500 pL de suspensdo
bacteriana a 1x10> UFC/mL foram lavadas e ressuspendidas em 100 pL de PBS 1X filtrado
(pH 7,0) e marcadas com 8 pl de brometo de etideo (1/1000), por 1h no escuro sob agitacao
leve e a temperatura ambiente. Em seguida, 10 pL dos anticorpos IgY-QDs anti-FimH e anti-
ETpA (16 pg/mL) foram colocados em contato individualmente com cada bactéria citada e
incubados por 30 minutos no escuro sob agita¢do leve. O sistema foi lavado com PBS 1X
filtrado por centrifugacdo a 800 x g, 4 vezes por 3 minutos. ApOs esse processo, as
amostras com bactérias foram lavadas 4 vezes com PBS 1X filtrado, com ressuspensdo em 200
uL finais para posterior andlise em citometro FACS canto II (BD). Diferentes controles foram
utilizados neste ensaio para evitar interpretacdo vieses: C1 (Controle 1) — apenas esferas
magnéticas; C2 — apenas esferas magnéticas com IgY + anticorpo IgY marcado com “quantum
dots”; C3 — apenas bactérias marcadas com brometo. As anélises foram realizadas utilizando o
software FACS DIVA, Flow-Jo versao 10.0 e GraphPad Prism 5.0. O método aplicado para a
analise estd apresentado na figura 2.
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Configuracio 2: avaliacdo do uso de beads magnéticas com IgY (IgY-BMs) em conjunto com
anticorpos IgY marcados com “quantum dots” (IgY-QDs)

O preparo das bactérias com brometo para avaliagdo nessa configuracdo foi realizado
conforme descrito no topico anterior. Apds, 10 uL da “beads” magnética IgY-BMs (16 pg/mL)
foram adicionados e incubados por 30 minutos no escuro sob agitagao leve. O sistema foi lavado
com PBS 1X filtrado por separacdo em rack magnética, 4 vezes por 3 minutos. Em seguida,
foram adicionados 10 pL da sonda reporter I[gY-QDs, (16 pg/mL), foi adicionada ao sistema e
incubada por 30 minutos, sob agitacao leve no escuro. ApoOs esse processo, as amostras foram
lavadas 4 vezes com PBS 1X filtrado, com ressuspensao em 200 uL finais. ApoOs esse processo,
as amostras foram analisadas utilizando citometro FACs Canto II (BD). As combinagdes de
anticorpos de captura ligados as esferas magnéticas e anticorpos reveladores ligados aos
“quantum dots” estdo descritas na figura 4. O método aplicado para a analise em citometria esta
apresentado na figura 2.

Events
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B 800 = c 5

T | L | EtBr+ E
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200 =
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Figura 2 - Estratégia de gate para detec¢ao de Bacterias EtBr+/QD+ por citometria de fluxo.
(A) andlise de tamanho (FSC-A) por complexidade (SSC-A), (B) Histograma da analise de
Bacterias EtBr+, © Dot Plot para a determinacao de bacterias QD+ (vermelho).

Analise estatistica

As avaliagOes estatisticas foram realizadas utilizando o software Prism (GraphPad Inc.).
As comparagdes entre amostras foram realizadas usando ANOVA unidirecional. Significado
foi considerado quando p foi < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

PRODUCAO DOS ANTICORPOS IGY

As andlises de resposta imune humoral IgY produzidas pelas galinhas imunizadas
revelaram que o pool de peptideos EtpA provocou uma producao de anticorpos mais elevada e
prolongada, quando comparada a resposta humoral aviaria contra o antigeno FimH. Os soros
dos animais imunizados com este antigeno apresentaram alta reatividade trinta dias apds o
ultimo inéculo (D93) (figura 3a).

A utilizagdo dos nanotubos de carbono como carreadores vém se mostrando promissora
em imunizacdo de peptideos, no entanto, alguns fatores devem ser levados em consideracao,
como a composi¢ao quimica dos peptideos, que podem influenciar tanto a imunogenicidade
quanto a capacidade de se ligarem covalentemente aos nanotubos de carbono (PARRA et al.,
2013). Logo, a diferenca de resposta humoral aviaria observada entre os antigenos FimH e EtpA
pode estar relacionada as suas caracteristicas unicas presentes em cada peptideo, evidenciando
EtpA como o antigeno de maior imunogenicidade quando comparada a FimH. E da mesma
forma notavel a necessidade da realizacao de grande niimero de inoculagdes dos peptideos para
producdo de niveis elevados de anticorpos, contudo, sempre restrito a capacidade do imundgeno
em ser reconhecido pelo sistema imune do animal.

A eficiéncia dos métodos empregados para o isolamento dos anticorpos foi confirmada
por meio de SDS-PAGE 15% (Figura 1C). As IgY’s totais anti- anti-EtpA e anti-FimH obtidas
apresentaram bandas correspondentes a cadeia pesada (HC), fragmento de 65 kDa e cadeia leve
(HL), fragmento de 27 KDa (Figura 1C). Em virtude dos fatos evidenciados por SDS-PAGE, a
obtengao dos anticorpos foi alcangada com éxito.

Os anticorpos IgY anti-FimH extraidos das gemas dos ovos das galinhas imunizadas
(figura 3b) apresentaram reatividade observavel em imunoensaio “dot blot” contra o peptideo
P9, corroborando também com dados de estudos anteriores realizados por nossa equipe
(PARDO, 2016), no qual anticorpos IgG produzidos em camundongos apresentaram
reatividade contra peptideo P9 do antigeno FimH, utilizados em nosso estudo.

Nas andlises realizadas utilizando os anticorpos IgY anti-EtpA, apenas um dos
peptideos utilizados no pool de imunizag¢do foi detectado, correspondendo ao peptideo 2.1
(tabela 1) (figura 3c). As mesmas regioes da proteina ETpA utilizados neste estudo para sintese
dos peptideos foram utilizadas em estudos anteriores realizados por nossa equipe para a
producao de uma proteina recombinante quimeérica (ASTOLPHO et al. 2024 — artigo no prelo).
Esta foi utilizada em imunizag¢des de camundongos para obtenc¢do de anticorpos IgG anti-EtpA.
Curiosamente, o unico peptideo reativo detectavel por dot blot foi o nomeado 1.1 (tabela 1). As
caracteristicas de resposta humoral proprias de cada organismo podem ser a razdo desta
diferenca de resposta. Vale pontuar que como os anticorpos direcionados ao peptideo 1.1 foram
capazes de reconhecer os isolados de ETEC, assim como os anticorpos contra o peptideo 2.1
aqui obtidos. O que indica facil acesso destes epitopos no antigeno nativo, corroborando assim
com as analises de bioinformatica realizadas utilizando os algoritmos disponiveis no site IEDB.

Apos confirmagao de reatividade, os anticorpos IgY foram conjugados com sucesso aos
“quantum dots” (figura 3d). A conjugacdo das sondas repodrteres IgYQDs Anti-EtpA e IgYQDs
Anti-FimH foi confirmada através da eletroforese em gel de agarose, conforme descrito por Li
e colaboradores (2022), na qual ndo apresenta o perfil de migra¢do quando a estrutura proteica
do anticorpo estd conjugada a nanoparticula quantum dots..
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Figura 3: Producao e avaliagdao dos anticorpos IgY anti-FimH e anti-EtpA, e conjugacao aos
“quantum dots”. 1A: andlise por ELISA indireto da produgdo anticorpos anti-EtpA e anti-
FimH; 1B: SDS-PAGE 12% mostrando perfil eletroferético de anticorpos IgY anti-EtpA e anti-
FimH isolados por precipitagdo 4cida: 1 e 2, M: marcador molecular (PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder - Thermo Scientific™); 1C: “Dot blot” utilizando os anticorpos
produzidos contra os peptideos sintéticos em membrana de nitrocelulose; 1D: anticorpos totais
anti-EtpA (canaleta 1) e anti-FimH (canaleta 2) conjugados a nanoparticulas “quantum dots”.
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ANALISE DE CITOMETRIA POR DETECCAO DIRETA DOS ANTICORPOS IGY-QD

Os anticorpos IgY-QDs anti-EtpA e anti-FimH foram avaliados quanto a sua capacidade
de reconhecimento do antigeno alvo presente na superficie bacteriana de E. coli e Shigella spp.
(figura 4a). As analises utilizando o método estatistico ANOVA revelaram que houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos de bactérias analisados. Nas analises das médias de
intensidade de fluorescéncia (MIF) em ambos os ensaios, apesar do teste ANOVA apresentar
uma diferencga estatistica significativa, fica notavel a proximidade entre os valores obtidos entre
os grupos analisados, dificultando assim a utilizagcdo deste pardmetro como determinante de
especificidade de reconhecimento (Figura 4b e 4c).

Nas analises realizadas utilizando os anticorpos IgY-QD anti-EtpA, dado que o
reconhecimento a E. coli ETEC-ST fica notavelmente mais elevado quanto ao percentual de
fluorescéncia detectada (proxima a 30%) quando comparada a todas as bactérias analisadas,
entende-se que esta apresentou maior significancia (P valor<0,0021) (figura 4d). Os anticorpos
IgY-QD anti-FimH apresentaram também um maior percentual de fluorescéncia para E. coli
ETEC, havendo, contudo, uma alta reatividade cruzada com as outras bactérias analisadas. Esta
reatividade cruzada ja era esperada, visto que a FimH esta presente em E. coli e Shigella sp.
(figura 4e).

Em bactérias patogénicas, as fimbrias do tipo 1 t€m um papel importante na adesdo e
invasdo (CONNEL et al., 1996; PUSZ et al., 2014). Alguns estudos também demonstraram que
a presenca e alta expressao do fator de viruléncia FimH em bactérias patogé€nicas aumentam a
evasdo da resposta imune (SHEIK et al., 2017; VIZCARRA et al., 2016). No entanto, além das
bactérias virulentas, a FimH esta presente na grande maioria das bactérias comensais, ainda que
em menores niveis (IIDA et al., 2001), o que corrobora a reatividade cruzada observada entre
o IgY anti-FimH e a bactéria ndo-diarreiogénica.

Ao observar a baixa reatividade do IgY anti-FimH com Shigella e maior reatividade
com as cepas de E. coli, ha relatos que aproximadamente 80% de todas as cepas de E. coli de
origem fecal sdo capazes de produzir fimbrias do tipo 1, que sdo codificadas pelo operon “fim”
cromossomico (KACZMAREK; BUDZYNSKA; GOSPODAREK, 2012). Por outro lado,
ambas as bactérias podem ainda apresentar o estado fimbriado e ndo fimbriado (inativo ou
inativado) ou completamente ausentes (deletado) em decorréncias de mutagdes, um indicativo
de que nem sempre Shigella spp. expressam fimbrias tipo 1 (BRAVO et al. 2015; SNELLINGS;
TALL; VENKATESAN, 1997).
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Figura 4 — Analise por citometria de fluxo por detecgdo direta dos anticorpos IgY-QDs. A -
Esquema detalhando a “configuragdo 1” dos ensaios utilizando anticorpos ligados as esferas
magnéticas e “quantum dots”. B - Avaliacdo através de MIF (média de intensidade de
fluorescéncia) da reatividade dos anticorpos IgY-QD anti-ETpA; C - avaliagdo através de MIF
da reatividade dos anticorpos IgY-QD anti-FimH; D - avaliagdo através do percentual de
fluorescéncia utilizando IgY-QD anti-EtpA; E - avaliagdo através do percentual de
fluorescéncia utilizando IgY-QD anti-FimH. Eixo X: Cepas de Escherichia coli diarreiogénicas
(EHEC, EPEC, EAEC, DAEC, EIEC, ETEC-LT e ETEC-ST); Cepa de E. coli nao
diarreiogénica (ND); St (Shigella flexneri); Sd (Shigella dysenteriae).
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ANALISE DE CITOMETRIA POR DETECCAO EM SISTEMA UTILIZANDO BEADS
MAGNETICAS E QUANTUM DOTS

Diferentes combinagdes de anticorpos de captura e anticorpo primério marcado com
QDs foram testadas nesta analise (figura 5a). A “combinacdo A” apresentou uma detec¢do mais
elevada para E. coli ETEC-ST em comparagao as demais bactérias testadas ao ser analisada a
porcentagem de fluorescéncia detectada nos ensaios. Em comparagdo ao teste citometria
anteriormente descrito (figura 4), o uso das esferas magnéticas parece ter aumentado a
reatividade do ensaio, tornando-o, contudo, menos especifico (figura 5b e d). Isto fica claro ao
se comparar a analise de reconhecimento do IgY QD anti-ETpA em ambas as configuracdes
testadas, onde na “configura¢do 2 houve uma maior detec¢ao de bactérias ndo-diarreiogénica
(ND) em comparagdo a “configuragao 1.

Da mesma forma, o uso das esferas magnéticas elevou o MIF e a porcentagem de
fluorescéncia do ensaio contendo os anticorpos anti-FimH (“combinagdo B”), tanto para as
bactérias diarreiogénicas quanto para a nado-diarreiogénica. Esta elevagdo nos valores
observados pode estar associada ao proprio uso das esferas magnéticas, as quais servem como
concentrador celular, elevando a sensibilidade do teste (KHAMLAMOON;
NAWATTANAPAIBOON; SRIKHIRIN, 2023; SAFARIK; SAFARIKOVA, 2004; XIA et al.,
2021). Ensaios contendo a combinagdo dos anticorpos anti-fimH e anti-ETpA no mesmo teste
também foram realizados ndo sendo observada melhora significativa no teste (dados ndo
mostrados no artigo, “apéndice I”” desta tese).

Ao considerar que FimH ¢ um antigeno fimbrial compartilhado entre os membros
bacterianos Gram-negativos da familia Enterobacteriacea, a utilizagao das sondas magnéticas
e reporteres anti-FimH tem aplicagdo em testes que busquem a detec¢do de coliformes fecais
em amostras como em testes para analise de alimentos ou potabilidade de agua. Hong et al.
(2023), por exemplo, estabeleceram uma nova estratégia para detectar E. coli em amostras de
agua utilizando esferas magnéticas conjugadas a proteina de fibra de cauda (TFP), descrevendo
uma detecgdo minima de 10> UFC/ml com analise por reagio colorimétrica.

O teste aqui desenvolvido podera em trabalhos futuros ser utilizado da mesma forma,
podendo ser analisada a substitui¢do do uso de anticorpos marcados com “quantum dots” por
ensaio colorimétrico que utilize da propria bioquimica da bactéria isolada para realiza¢do do
teste de confirmagao de positividade da amostra. Além disso, o gene da adesina FimH de UPEC
(E. coli uripatogénica) pode ser encontrado em 92,8% em isolados de pacientes com infec¢do
urinaria por UPEC (E. coli uropatogénica) em infec¢des extraintestinais (HOJATI et al., 2015).
Logo, podera ser avaliado o uso dos anticorpos desenvolvidos neste estudo na triagem de
pacientes com infecgdes causadas por E. coli ndo diarreiogénica.

Como dito anteriormente, ao comprarmos os ensaios com e sem o uso de esferas
magnéticas, fica claro que a metodologia utilizando unicamente IgY QD anti-EtpA apresentou
uma especificidade maior ao alvo E. coli ETEC. Nos ensaios utilizando esferas magnéticas com
anti-EtpA e IgY QD anti-EtpA também houve uma maior reatividade para E. coli ETEC-ST,
apresentando, contudo, um aumento de reatividade cruzada com as demais bactérias testadas.
Este dado diverge do apresentado por Astolpho et al. (2024), o qual observou um aumento da
especificidade ao utilizar esferas magnéticas para o isolamento prévio das bactérias. Contudo,
¢ importante pontuar que a reatividade observada no presente estudo foi cerca de 5 vezes maior
no teste sem esferas magnéticas e 3 vezes maior no ensaio com esferas magnéticas quando
comparado aos resultados reportados por Astolpho et al. (2024). Uma explicagdo para esta
diferenca pode residir na diferencga da resposta gerada entre as imunizagdes em camundongos
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e galinha. Como apresentado na figura 3c, o peptideo 2.1 foi o que gerou maior resposta nas
imunizagdes do presente trabalho, enquanto Astolpho et al. (2024) relatou detec¢ao apenas do
peptideo 1.1. Trabalhos futuros poderdo ainda avaliar a variacdo de tampdes de lavagem
utilizado para assim aumentar a especificidade do imunoensaio.
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Figura 5: Analise por citometria de fluxo utilizando anticorpos IgY anti-EtpA e anti-FimH
acoplados a esferas magnéticas e “quantum dots”. A - Esquema detalhando as variagdes
realizadas na “configuracdo 2” dos ensaios utilizando anticorpos ligados a esferas magnéticas
e “quantum dots”. B - Avaliacdo através de MIF (média de intensidade de fluorescéncia) da
reatividade dos anticorpos IgY-QD anti-ETpA (combinagdo A); C - avaliacdo através de MIF
da reatividade dos anticorpos IgY-QD anti-FimH (combinag¢do B); D - avaliacdo através do
percentual de fluorescéncia utilizando IgY-QD anti-ETpA (combinacdo A); E - avaliagdo
através do percentual de fluorescéncia utilizando IgY-QD anti-FimH (combinagdo B). Eixo
“X”: Cepas de Escherichia coli diarreiogénicas (EHEC, EPEC, EAEC, DAEC, EIEC, ETEC-
LT e ETEC-ST); Cepa de E. coli nao diarreiogénica (ND); St (Shigella flexneri); Sd (Shigella
dysenteriae).
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CONCLUSAO

Portanto, no presente estudo, anticorpos policlonais contra as proteinas FimH de
Shigella sp./E. coli e ETpA E. coli ETEC foram produzidos com sucesso utilizando peptideos
sintéticos baseados nestes antigenos. Os ensaios de citometria de fluxo com a “configuragdo 1”
aqui descrita demonstraram a capacidade dos anticorpos anti-FimH em reconhecer de maneira
pan-especifica E. coli e Shigella sp., e dos anticorpos anti-ETpA de reconhecerem de formar
especifica E. coli ETEC. A “configuragdo 2” dos ensaios de citometria apresentaram um
aumento da sensibilidade dos ensaios utilizando os anticorpos anti-FimH, havendo uma redu¢ao
da especificidade nos ensaios utilizando anticorpos anti-EtpA. Trabalhos futuros poderdo
aplicar tais ferramentas em testes para analise da alimentos e potabilidade de amostras de dgua
em ensaios que permitam a deteccao rapida do resultado.
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Doengas diarreicas continuam sendo um grande problema de saude ptblica no mundo,
principalmente em paises de baixa e média renda, sendo um fator importante para a desnutri¢ao
de criancgas, afetando o seu desenvolvimento e levando a elevacao das taxas de mortalidade
infantil. Em criangas e adultos em paises de baixa e média renda e entre viajantes e militares de
paises de alta renda, a Shigella e E. coli enterotoxigénica (ETEC) figuram entre os principais
causadores de diarreia (Khalil ez al., 2018).

O trabalho aqui apresentado buscou contribuir para o entendimento e controle destas
doengas, representando a continuidade de estudos realizados por nosso laboratério de pesquisa
(DCDIA - Diagnostico e Controle de Doengas Infecciosas na Amazénia/FIOCRUZ) ao longo
dos altimos 17 anos de trabalho, que envolveram as areas de epidemiologia, biologia molecular,
imunologia e protedmica. Os trabalhos liderados pela Prof. Dra. Patricia Puccinelli Orlandi e
Prof. Dr. Paulo Afonso Nogueira descreveram de forma inédita o perfil de infeccdes
gastrointestinais ocorridas em criancas em Manaus - AM e na comunidade de Rio Pardo
(Presidente Figueiredo - AM), buscando ndo s6 a identificagdo do patodgeno (bacteriano ou
viral) causador das infec¢des, como também sua caracterizagdo molecular.

Neste estudo, buscamos unir o conhecimento adquirido na produgdo de anticorpos
produzidos em ovos de galinha, IgY, ao uso de particulas que propiciam uma maior detec¢ao
de analitos, correspondentes as esferas magnéticas e as nanoparticulas fluorescentes “quantum
dots”. Logo, no primeiro capitulo desta tese, foi apresentado um levantamento dos ultimos
estudos publicados sobre o uso de particulas magnéticas na identificacdo e isolamento de
bactérias.

Nota-se uma crescente aplicagdo desta metodologia em diferentes sistemas de
imunoensaios, com a constante descricao de beneficios referentes a praticidade e aumento de
sensibilidade pelo uso desta metodologia. Com a disponibilizagdo de versdes nanoestruturadas
destas esferas magnéticas e a associagdo destas a testes imunocromatograficos, fica a
expectativa de uma grande mudanca, nos proximos anos, da sensibilidade dos testes rapidos
comercializados, atualmente descrita como abaixo dos niveis desejaveis (Wang et al., 2020).

O segundo capitulo desta tese apresenta uma patente depositada referente ao método de
producao de anticorpos IgY contra peptideos baseados nos antigenos OmpA, OmpC e FimH de
E. coli e Shigella sp. para uso contra bactérias da familia Enterobacteriaceae. A metodologia
aqui descrita serviu de base para a realiza¢do do estudo descrito no Capitulo 3, além de ter sido
aplicada em diversos outros estudos realizados por nossa equipe. Vale ressaltar que esta patente
também tomou como base trabalhos anteriores realizados por nossa equipe, como a dissertagao

de Pardo (2016) e Souza (2018), que investigaram em modelo murino o uso dos peptideos
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protegidos no documento como antigenos vacinais. Os resultados promissores obtidos nestes
estudos levaram a ideia da geragdo de anticorpo IgY contra tais antigenos e a investigacao de
como aplica-los.

Para a realizagdo das imunizagdes nos animais, foi utilizada uma segunda metodologia
patenteada anteriormente por nossa equipe relacionada a solubilizagdo de nanotubos de carbono
e seu uso como carreador vacinal. Esta metodologia foi utilizada em galinha pela primeira vez
no presente estudo. Contudo, foi observada uma dependéncia da imunogenicidade do peptideo
utilizado para garantir uma resposta humoral satisfatoria nas aves imunizadas. Gloria (2022)
aplicou a mesma metodologia para a producdo de anticorpos contra peptideos baseados em
antigenos de Plasmodium vivax. Da mesma forma, foi observada uma alta produgdo de
anticorpos com alta capacidade de deteccdo de amostras clinicas em ensaios utilizando
microesferas de latex com leitura por citometria de fluxo.

Os grandes beneficios desta metodologia sdo: o alto rendimento, dada a alta
concentragdo de anticorpos obtidos em cada ovo dos animais imunizados; a alta possibilidade
de escalonamento de producao, visto que basta aumentar o numero de animais imunizados; nao
causar dor significativa no animal, visto que ndo sdo necessdarias coletas de grandes volumes de
sangue do animal, assim como realizado em mamiferos, como os cavalos; ¢ a distancia
filogenética com mamiferos, o que reduz a possibilidade de reacdo com fatores sanguineos
(Schade et al., 2005). Devido aos beneficios €ticos e ao alto rendimento, esta metodologia torna-
se comercialmente atrativa para o desenvolvimento de imunobioldgicos para diagndstico e
tratamento de doencas.

No Capitulo 3, como continuidade ao estudo apresentado na patente anteriormente
descrita, foi apresentado um artigo original contendo as analises realizadas utilizando os
anticorpos anti-FimH contra o peptideo P9 juntamente com novos anticorpos produzidos contra
peptideos baseados na proteina ETpA de E. coli ETEC. Estes ultimos ndo estdo contidos na
patente apresentada no Capitulo 2 desta tese, carecendo ainda de uma andlise de viabilidade
patentaria, a qual sera iniciada junto a Fiocruz.

Como apresentado no artigo, os anticorpos gerados apresentaram caracteristicas pan-
especificas e especificas, a depender da conformac¢do do imunoensaio utilizado. Para fins de
deteccao rapida, as analises indicam que o uso direto dos anticorpos anti-ETpA acoplados aos
“quantum dots” apresentam uma reatividade especifica para E. coli ETEC, com porcentagens
significativas de marcagdo de fluorescéncia. O uso de beads magnéticas aumentou a reatividade
para as outras bactérias testadas, reduzindo assim a especificidade do ensaio. Curiosamente,

este resultado diverge de Astolpho (2017), que observou um aumento da especificidade ao
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utilizar as esferas magnéticas em seus experimentos. Tal diferenca pode residir no fato de os
anticorpos produzidos reconhecerem uma regido distinta dos desenvolvidos nesta tese.
Contudo, vale pontuar que a porcentagem de fluorescéncia observada no estudo aqui
apresentado foi aproximadamente 3 vezes maior que a obtida por Astolpho (2017). Logo,
trabalhos futuros devem avaliar se o uso de outros tampdes na etapa de lavagem propiciard uma
melhora na especificidade da reagdo, visto que tais reconhecimentos inespecificos podem ser
fruto de ligagdes fracas.

De modo oposto, os anticorpos anti-FimH apresentaram uma melhora no
reconhecimento do antigeno-alvo ao serem associados as beads magnéticas, demonstrado pela
elevacao da porcentagem de fluorescéncia, detectando um maior nimero de bactérias dentre as
testadas. Como este ¢ um antigeno comum entre as bactérias testadas, esta reatividade pan-
especifica era esperada. Aproximadamente 80% de todas as cepas de E. coli de origem fecal
sdo capazes de produzir fimbrias do tipo 1, que sdo codificadas pelo operon “fim”
cromossomico (Kaczmarek et al., 2012). Por outro lado, a menor reatividade observada contra
os isolados de Shigella sp. testados pode ser devido a esta apresentar ou nao fimH sendo
expressa em sua superficie, como relatado por Bravo et al. (2015).

A avaliagdo do uso destas ferramentas com diferentes tipos de amostras torna-se
necessaria em trabalhos futuros para completa anélise do potencial uso destes insumos. Nesta
etapa, a participagdo de institutos com area produtiva ou empresas com experiéncia no mercado
de testes diagnodsticos ¢ imprescindivel para a real comercializagdo e distribuicdo desta
tecnologia. Outro ponto importante ¢ a analise destes anticorpos em diferentes plataformas de
imunoensaios. Vale ressaltar que o uso de “quantum dots” e esferas magnéticas nao € essencial,
podendo estes anticorpos serem avaliados em plataformas ja muito bem estabelecidas, como os
testes em fluxo lateral, ELISA e imunofluorescéncia, os quais, em suas versdes classicas, ndo
utilizam estes nanomateriais para sua realizagdo. Contudo, a avaliagdao do uso destas novas
estruturas pode trazer beneficios aos imunoensaios, como j& demonstrado na literatura (Cho;

Irudayaraj, 2013; Sanvicens et al., 2011; Wang et al., 2020).
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O método desenvolvido para producdo de anticorpos em ovos de galinha utilizando
peptideos baseados em antigenos de E. coli e Shigella sp. com uso de nanotubos de
carbono como carreadores vacinais foi capaz de gerar uma resposta humoral IgY
detectavel e com potencial escalonavel de produgao. A qualidade da resposta imune
obtida ¢ dependente da imunogenicidade do peptideo aplicado, sendo a imunizagdo
inicial em pools de peptideos para posterior determinacdo do peptideo mais
imunogénico por imunoensaio a melhor estratégia para escolha do antigeno a ser

utilizado em imunizagdes posteriores;

O uso dos “quantum dots” se mostrou uma estratégia simples para marcagdo
fluorescente de anticorpos, ndo inibindo a capacidade dos anticorpos gerados em
reconhecer o antigeno-alvo. As esferas magnéticas, da mesma forma, ndo provocaram
esta inibicdo. Contudo, nos ensaios aqui apresentados, levaram a um aumento da

sensibilidade e inespecificidade dos testes realizados.

Os anticorpos anti-ETpA foram capazes de reconhecer especificamente E. coli ETEC
quando conjugados unicamente com “quantum dots”. Os ensaios, somados ao uso de

esferas magnéticas, aumentaram a reatividade contra as outras bactérias avaliadas;

Os anticorpos anti-FimH apresentaram uma reatividade pan-especifica, como esperado.
A deteccao de um maior nimero de bactérias foi obtida nos imunoensaios utilizando os

anticorpos gerados conjugados a “quantum dots” e esferas magnéticas.

Por fim, ferramentas e imunoensaios foram desenvolvidos para a detec¢@o especifica de
E. coli ETEC e pan-especificas para E. coli e Shigella sp., os quais, em trabalhos futuros,
poderdo ser avaliados quanto ao seu potencial uso para rapida deteccdo em amostras

clinicas e ambientais.
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Apéndice I - Teste de citometria utilizando beads magnéticas e quantum dots com

anticorpos anti-fimH e anti-etpa em combinacio

Nestes ensaios foi observado uma reducao da sensibilidade do teste com o uso de
anticorpos anti-ETpA junto as esferas magnéticas e IgYQD anti-fimH como primario
(porcentagem de fluorescéncia maxima proximo a 5%), havendo ainda uma maior reatividade
para E. coli ETEC. Quando a posi¢do dos anticorpos foi invertida, esferas com anti-FimH e
IgYQD anti-ETpA como anticorpo primario, foi observada uma sensibilidade do ensaio ainda
inferior as combinagdes “A” e “B” (porcentagem maxima proximo a 25%), apresentando maior
reatividade para as bactérias E. coli EHEC e ETEC-ST.
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Figura anexo III: Anélise por citometria de fluxo utilizando anticorpos IgY anti-ETpA e anti-
FimH combinados em esferas magnéticas e “quantum dots”. A - Esquema detalhando as
variagoes realizadas na “configuragdo 2” dos ensaios utilizando anticorpos ligados a esferas
magnéticas e “quantum dots”. B - Avaliacdo através de MIF (média de intensidade de
fluorescéncia) da reatividade dos anticorpos IgY-QD anti-FimH e esferas magnéticas com anti-
ETpA (combinagdo C); C - avaliacao através de MIF da reatividade dos anticorpos IgY-QD
anti-ETpA e esferas magnéticas com anti-FimH (combinagdo D); D - avaliagdo através do
percentual de fluorescéncia da combinagdo C; E - avaliacdo através do percentual de
fluorescéncia da combinagdo D. Eixo “X”: Cepas de Escherichia coli diarreiogénicas (EHEC,
EPEC, EAEC, DAEC, EIEC, ETEC-LT e ETEC-ST); Cepa de E. coli ndo diarreiogénica (ND);
St (Shigella flexneri); Sd (Shigella dysenteriae).
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Apéndice II - Anélise da concentraciio de beads magnéticas detectiaveis em citometria

A concentracdo minima de nanoparticulas magnéticas foi determinada por citometria de
fluxo, utilizando o FACS CANTO II (Flow Jow versao 2.0) da Plataforma de Citometria do
Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD-FIOCRUZ AMAZONIA). Um estoque inicial de
beads magnéticas a 20 mg/mL foi diluido em série a 1/10 (A), 1/100 (B), 1/1000 (C) e 1/10.000
(D) (figura anexo 2), sendo esta ultima considerada uma dilui¢do satisfatoria para iniciar os
acoplamentos de anticorpos por apresentar menor quantidade de material ainda detectavel.

NN PRI P

B |
. >4
C 1
- 1<
D

Figura Anexo II - avaliacdo da menor concentragio de beads detectaveis em citdometro de fluxo. Perfis de detecgdo em diluicdo
seriada: 1/10 (A), 1/100 (B), 1/1000 (C) e 1/10.000 (D).
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ANEXOS
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7

Anexo I — Certificado de aprovacao no Conselho de Etica Animal (CEUA)
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Anexo II - Producio cientifica realizada durante o doutorado
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A. Standardization of a Cytometric Bead Assay Based on Egg-Yolk Antibodies. J. Vis. Exp.
(195), 65123, d0i:10.3791/65123 (2023).
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Introduction

test. Thousands of these events are read in a single assay, thus ensuring high assay
accuracy and reproducibility. This methodology can also be used in the validation of
new inputs, such as IgY antibodies, for the diagnosis of diseases. These antibodies are
obtained through immunizing chickens with the antigen of interest and then extracting
the immunoglobulin from the yolk of the animals' eggs; therefore, this is a painless and
highly productive method for obtaining the antibodies. In addition to a methodology
for the high-precision validation of the antibody recognition capacity of this assay, this
paper also presents a method for extracting these antibodies, determining the best
coupling conditions for the antibodies and latex beads, and determining the sensitivity

of the test.

Among the immunoassay techniques aimed at diagnosing of smaller volumes of samples, also presents great flexibility,
diseases, the cytometric bead assay has emerged as a highly since it allows for the detection of several molecules, such
sensitive and reliable approach, since it allows forthe analysis as cytokines, adhesion molecules, antibody isotypes, and
of thousands of particles in a single assay1. This technique, pruteinszvg.

in addition to having high productivity and allowing the use
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