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Resumo

As doencgas diarreicas totalizam a segunda principal causa de morte em criangas
menores de cinco anos de idade, perdendo apenas para a pneumonia. A cada ano a
diarreia mata cerca de 760.000 criangas nessa faixa etaria. A linhagem de E. coli
enterotoxigénica (ETEC) é considerada como um dos agentes causadores mais
frequentes da diarreia infantil e da diarreia dos viajantes nos paises de baixa e
meédia renda. Dentre os fatores de viruléncia secretados por ETEC, a exoproteina
EtpA foi descrita como uma importante proteina que se interage com as regides
altamente conservadas do flagelo bacteriano. Essas interagdes sdo criticas para a
adesao, colonizacdo e entrega das toxinas nos enterécitos por ETEC. Foi
desenvolvido no presente trabalho uma nova ferramenta de deteccéo para a bactéria
E. coli enterotoxigénica. Inicialmente foi determinado a melhor sequéncia antigénica
da proteina quimérica EtpA por ensaios de predicéo in silico. Apds a construcdo do
antigeno recombinante, avaliamos a produg¢ao de anticorpos policlonais anti-EtpA
em camundongos que foram estimulados com esse antigeno. O mapeamento de
epitopos utilizando peptideos sintéticos demonstrou que apenas o peptideo 1.1 foi
reativo ao pool de soros dos animais imunizados. O reconhecimento especifico dos
anticorpos anti-EtpA foram avaliados por citometria de fluxo. Os resultados
mostraram que o anticorpo desenvolvido foi capaz de reconhecer a proteina EtpA
nativa. A avaliacdo da especificidade dos anticorpos anti-EtpA contra diferentes
cepas de E. coli diarreiogénicas demonstrou a maior porcentagem e especificidade
para um isolado de ETEC (7.2%). Em seguida, os anticorpos foram acoplados em
beads magnéticas para a captura e deteccédo de isolados de ETEC. Os resultados
por citometria evidenciaram alta sensibilidade, especificidade e a eficacia do método
de separacédo e detecgdo desses patdogenos por beads magnéticas ligadas aos

anticorpos anti-EtpA.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Escherichia coli; ETEC; EtpA; anticorpos

policlonais; beads magnéticas.



Abstract

Diarrheal diseases account for the second leading cause of death in children
underfive years of age, below only pneumonia, killing about 760,000 children per
year. The enterotoxigenic E. coli (ETEC) lineage is considered to be one of the most
frequent causative agents of childhood diarrhea and travelers' diarrhea in low and
middle-income countries. Among the virulence factors secreted by ETEC, the
exoprotein EtpA has been described as an important protein that interacts with the
highly conserved regions of the bacterial flagellum. These interactions are critical for
adhesion, colonization, and delivery of toxins to enterocytes by ETEC. A new
detection tool for enterotoxigenic E. coli bacteria was developed in the present work.
Initially, the best antigenic sequence of the chimeric EtpA protein was determined by
in silico prediction assays. After the construction of the recombinant antigen, we
evaluated the production of anti-EtpA polyclonal antibodies in mice that were
stimulated with this antigen. The mapping of epitopes using synthetic peptides
demonstrated that only the 1.1 peptide was reactive to the pool of sera from the
immunized animals. Specific recognition of anti-EtpA antibodies were assessed by
flow cytometry. The results showed that the developed antibody was able to
recognize the native EtpA protein. The evaluation of the specificity of anti-EtpA
antibodies against different strains of diarrheogenic E. coli demonstrated the highest
percentage and specificity for the ETEC strain (7.2%). The antibodies were then
coupled into magnetic beads for the capture and detection of ETEC isolates. The
results by cytometry showed high sensitivity, specificity and the efficacy of the
method of separation and detection of these pathogens by magnetic beads bound to

anti-EtpA antibodies.

Keywords: Nanoparticles; Escherichia coli; ETEC; EtpA; Polyclonal antibodies;

Magnetic beads.
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1 INTRODUGAO

A diarreia € uma doenca classificada como uma importante causa de
morbidade e mortalidade observada em diversas regides do mundo. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (2013), as doencgas diarreicas totalizam a segunda
principal causa de morte em criangas menores de cinco anos de idade, perdendo
apenas para a pneumonia. A cada ano a diarreia mata cerca de 760.000 criancas
nessa faixa etaria. No mundo, ha cerca de 1,7 bilhdo de casos de doencga diarreica
resgistrados todos os anos (WHO, 2013; KUMAR et al., 2016). Existem diversas
condicdes que podem favorecer a disseminagao dessa doenga. As principais vias de
veiculacdo dos agentes causais da diarreia sdo a agua e os alimentos
contaminados. Também podem contribuir com o aumento da incidéncia da doenca,
as precarias condi¢des de higiene doméstica e pessoal, auséncia de tratamento
adequado do lixo e dejetos, fornecimento inadequado de agua, dificil acesso a rede
de saude pela populagdo socialmente menos favorecida, baixo nivel educacional,
interrupcdo da amamentagao de recém-nascidos e pescados provenientes de aguas
poluidas (GUERRANT et al., 2002; WALKER et al., 2010; WHO, 2013). Outro fator
relevante sdo os impactos diretos na economia e sociedade, gerando custos com
hospitalizagdes, servicos médicos e ambulatoriais, medicamentos e perdas de dias
de trabalho ou escola dos pacientes com diarreia (VRANJAC, 2004).

No Brasil as populagdes carentes e principalmente residentes das regides
menos desenvolvidas do pais, apresentam caracteristicas semelhantes da doenga
em relagcdo a outros paises de baixa e média renda. Ja em criangas pertencentes a
familias de condi¢des socioecondmicas elevadas, tanto a etiologia quanto o curso
clinico da doenga sao semelhantes ao descrito em paises desenvolvidos. Estudos
prospectivos tém mostrado que, onde as condi¢gbes higiénicas em que vivem as
populacdes sao desfavoraveis, a incidéncia de diarreia aguda é alta em criangas.
(GUERRANT et al., 2002; ORLANDI et al., 2001; ZAMBONI et al., 2004).

A diarreia pode ser definida quando ocorre a passagem de trés ou mais fezes
moles ou liquidas por dia. Isso ocorre devido a alteragdes nos mecanismos de
secrecado, osmose ou processos inflamatorios e de infecgao das células intestinais
(WHO, 2013; CANANI et al.,, 2015). Existem também as doengas diarreicas

classificadas como congénitas, estas se caracterizam por enteropatias raras



apresentando uma etiologia heterogénea, com um inicio precoce dos sintomas
tipicos (PEZZELLA et al., 2013; CANANI et al., 2015).

A lista de enteropatégenos que causam diarreia € extensa e inclui bactérias,
parasitas e virus. Entre os agentes patogénicos bacterianos, Escherichia coli
estabelece um importante papel como agente causador, sendo diagnosticada em
mais de 49% dos pacientes hospitalizados por diarreia em paises em
desenvolvimento (TANIUCHI et al., 2012; WALKER et al., 2010).

Escherichia coli € uma bactéria anaerdbia facultativa ndo patogénica,
pertencente a familia Enterobacteriaceae que predomina o trato gastrointestinal
humano, estabelecendo sua colonizagcao nas primeiras horas de vida. Geralmente
essas bactérias permanecem confinadas ao lumen intestinal sem oferecer riscos ao
hospedeiro, no entanto, em hospedeiros debilitados ou imunossuprimidos, ou
quando as barreiras gastrointestinais s&o violadas, algumas cepas de E. coli
desenvolvem a capacidade de provocar doengas gastrointestinais, do trato urinario e
do sistema nervoso central (NGUYEN et al., 2005; NATARO e KAPER, 1998).

As cepas de E. coli diarreiogénicas podem ser divididas em seis categorias
principais com base em distintas caracteristicas epidemiolégicas e clinicas,
determinantes de viruléncia especificos que afetam uma ampla variedade de
processos celulares e associagdo com certos sorotipos. As categorias sao: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasora
(EIEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (KAPER et al., 2004; NGUYEN et al.,
2005; TANIUCHI et al., 2012).

A linhagem de E. coli enterotoxigénica (ETEC) é considerada como um dos
agentes causadores mais frequentes da diarreia infantil e da diarreia dos viajantes
nos paises de baixa e média renda. Essa cepa resulta aproximadamente 400
milhées de casos de diarreia e quase 400.000 mortes por ano em criangas com
idade inferior a cinco anos (MENTZER et al., 2014). Nao existem métodos
apropriados para a identificagdo de ETEC nos paises em desenvolvimento. Por essa
razao, muitos laboratérios que conduzem estudos sobre diarreia nesses paises, nao
incluem ETEC em suas capacidades de diagnoéstico de rotina. Novas técnicas para a
deteccdo de ETEC sao de grande relevancia, pois direcionam as investigacdes

epidemioldgicas, previne os procedimentos invasivos desnecessarios e também
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servem como ferramenta para monitorar os pacientes infectados para o tratamento
imediato (KARCH et al., 1999; QADRI et al., 2005).

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos etiolégicos e clinicos da doenga diarreica

A diarreia é uma sindrome cuja manifestagdo predominante € o aumento do
numero de evacuagdes, com fezes aquosas ou de pouca consisténcia. Geralmente,
€ acompanhada de vomito, febre e dor abdominal (BRASIL, 2010). Essa doencga é
dividida em trés tipos clinicos: A diarreia aguda aquosa que persiste por varias horas
ou dias; a diarreia aguda sanguinolenta também classificada como disenteria e a
diarreia persistente que pode durar 14 dias ou mais (WHO, 2013).

As principais manifestagdes clinicas da doenga consistem na desidratagao e
perda de eletrdlitos (sédio, cloreto, potassio e bicarbonato), que sao eliminados
juntamente nos liquidos das fezez, vémito, suor e urina. A desidratagdo ocorre
quando essas perdas nao sado reconstituidas (WHO, 2013). Esse mecanismo de
secrecao pode ser provocado por toxinas ou pela colonizacdo e multiplicacdo dos
agentes etiologicos na parede intestinal, levando a lesao epitelial e, até mesmo, a
bacteremia ou septicemia (MORRIS et al., 1994; BRASIL, 2010). A desidratagao é
classificada em inicial, moderada e grave. Na desidratagao inicial nao existem sinais
ou sintomas. Na moderada os sintomas sao sede, comportamento agitado ou
irritavel, diminuicdo da elasticidade da pele e olhos encovados. A desidratacdo grave
consiste em choque, consciéncia diminuida, falta de producdo de urina,
extremidades umidas, pulso rapido e fraco, pressao arterial baixa ou indetectavel, e
pele palida (WHO, 2013).

Os disturbios diarreicos congénitos (diarreia crénica) sdao enteropatias que
podem ser divididas em duas principais categorias: diarreia secretora (DS) e diarreia
osmoética (DO); no entanto, em varios casos, ambos 0s mecanismos podem estar
envolvidos. Esse tipo de doenga tem como caracteristica a persisténcia de fezes
moles (geralmente com um aumento na freqiéncia de evacuagdes) durante pelo
menos 14 dias. Esses disturbios geralmente sdo doencgas hereditarias monogénicas
de forma autossbmica recessiva. A diarreia secretora é caracterizada por um

aumento do fluxo de eletrdlitos e agua em diregao ao lumen intestinal e a osmaética é
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provocada pela presenca de nutrientes ndo absorvidos no intestino, levando o fluido
para dentro do lumen por meio de forgas osmoéticas (PEZZELLA et al., 2013;
CANANI et al., 2015). As formas raras e com sinais clinicos leves da diarreia cronica
podem permanecer sem diagndstico até a idade adulta. Os pacientes podem ao
longo do tempo desenvolver complicagdes irreversiveis, como disfungao renal e gota
como consequéncia de uma contragéo crénica do espaco intravascular (ABOU ZIKI
e VERJEE, 2015).

As principais medidas de tratamento da diarreia incluem a reposicédo de
liquidos e eletrdlitos, suplementacdo com zinco e a utilizagcdo de agentes
antimicrobianos e drogas antidiarreicas. A administragcdo precoce da solugdo de
reidratacdo oral (ORS - oral rehydration salts) € aconselhavel para evitar a
desidratagdo provocada pela diarreia (AVERY et al., 1990; KELLY, 2015). ORS é
uma solugdo de reidratagdo oral que foi originalmente desenvolvida no inicio de
1970 para corrigir a desidratagao substancial que ocorre como resultado da diarreia
grave e diarreia infecciosa aguda. Essa solugdo é basicamente composta de glicose,
cloreto de sédio, citrato de sédio e cloreto de potassio que quando absorvida no
intestino repbe a agua e os eletrdlitos perdidos durante a diarreia (AVERY et al.,
1990; WHO, 2013; BINDER et al., 2014).

A deficiéncia de zinco € uma condigdo comum entre as criangas de paises em
desenvolvimento. Essa deficiéncia esta relacionada com o aumento das infecgoes
gastrointestinais, efeitos adversos sobre a estrutura e fungcdo do trato
gastrointestinal, e comprometimento da fungdo imunolégica (BUTTA et al., 1999;
PATEL et al, 2005; KHAN e SELLEN, 2011). Estudos demonstraram que a
suplementacao de zinco (20 mg por dia para criangas com mais de seis meses ou
10 mg por dia para criangas menores de seis meses, durante 10 a 14 dias) reduz
significativamente a gravidade e duracdo da diarreia (WHO, 2004; WHO, 2006;
KHAN e SELLEN, 2011).

Existe também uma variedade de drogas antidiarreicas que atuam no interior
do lumen intestinal que sao utilizadas para o tratamento das diarreias crénica e
aguda. Esses agentes incluem mecanismos de ativacdo dos receptores periféricos
dos opidides (agentes naturais, sintéticos e semi-sintéticos), reducdo das
concentragbes de acidos biliares no colon, alteragdo da microbiota e fungdo da
barreira intestinal (MENEES et al., 2012). Entretanto, o uso frequente dessas drogas
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nao sao recomendadas para criangas, pois podem ocorrer riscos de eventos
adversos, efeitos toxicos e desenvolvimento de bactérias resistentes. A utilizagao
dos antimicrobianos s6 é recomendada para criangas com diarreia sanguinolenta
(provavel Shigellose), colera com desidratagcdo grave, e infeccbes nao intestinais
graves, como pneumonia. Os medicamentos anti-protozoarios raramente sé&o
indicados (HAAK e CLAESON, 1996; WHO, 2005; CLEMENTS et al., 2012).

A principal via de transmissdo dos patégenos causadores da diarreia aguda
ocorre pela via fecal-oral. Isso pode ocorrer por meio da ingestdo de agua e/ou
alimentos contaminados ou por contato direto de pessoa a pessoa. A infecgdo é
mais comum quando coexiste falta de saneamento adequado, higiene e agua
potavel para beber, cozinhar ou limpar (WHO, 2013; KELLY, 2015). Dessa forma, a
prevencdo da doenca diarreica esta diretamente relacionada com a utilizagao de
agua potavel e alimentos seguros. Outros fatores também tém um impacto
preventivo direto sobre a incidéncia da doenca, dentre eles, destaca-se a
amamentacao exclusiva com leite materno durante os 6 primeiros meses de vida,
lavagem das méaos, uso de latrinas, eliminagdo segura de fezes e vacinagao contra
alguns patdégenos (DUPONT, 2005; XU et al., 2015).

Os agentes etiolégicos que estao relacionados com a diarreia infecciosa mais
aguda estao distribuidos entre bactérias, parasitas e virus. Os principais agentes
bacterianos incluem: Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter
spp., Bacteroides fragilis e Arcobacter spp. Os parasitas mais comuns sdo dos
géneros: Giardia, Cryptosporidium, Isospora, Cyclospora, Entamoeba e Balantidium
(O’'RYAN et al., 2005; MCGREGOR et al., 2012; KELLY, 2015). A diarreia aguda de
origem viral pode ser causada pelos Norovirus, Calicivirus, Adenovirus, Astrovirus e
Rotavirus (COLUCHI, 2002; KANG, 2008).

Entre os agentes etiolégicos bacterianos, as cepas de Escherichia coli
classificadas como diarreiogénicas afetam anualmente milhdes de pessoas em todo
mundo. As diferentes cepas de E. coli podem causar diversas doencas intestinais e
extra-intestinais por meio de fatores de viruléncia que afetam uma ampla variedade
de processos celulares. Essas bactérias sdo versateis e frequentemente se tornam
fatais. As consequéncias dessas infeccbes sdo observadas de forma individual,
familiar, comunitario e nacional em diversos paises em desenvolvimento (KAPER et
al., 2004; CROXEN e FINLAY, 2010; WALKER, 2010).
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2.2 Escherichia coli - Caracteristicas gerais

A bactéria Escherichia coli foi descrita inicialmente como Bacterium coli
commune pelo médico alemdo Theodor Escherich em 1885 (CHAUDHURI e
HENDERSON, 2012). Escherichia coli é classificada como um bacilo Gram-negativo,
anaerobio facultativo e membro da microbiota intestinal normal do ser humano e de
outros mamiferos (ELSAS et al., 2011). Em laboratérios de biologia molecular de
todo o mundo, E. coli € um modelo classico explorado na Tecnologia do DNA
recombinante (KAPER et al., 2004). No entanto, existem varios clones de E. coli
altamente adaptados que possuem a capacidade de adquirir atributos de viruléncia
especificos. Estes atributos conferem maior capacidade de adaptacdo a novos
habitats e permitem causar um largo espectro de doengas. Os fatores de viruléncia
sdo frequentemente codificados em elementos genéticos que podem ser
mobilizados em diferentes linhagens para criar novas combinagdes de fatores de
viruléncia (CASSELS e WOLF, 1995; KAPER et al., 2004; SWEENEY et al.,1996).

A transigcado de algumas cepas comensais de E. coli em agentes patogénicos
podem ocorrer por meio de transferéncia horizontal de genes ou aquisi¢ao de ilhas
de patogenicidade. Estes eventos de transferéncia ocorrem independentemente uns
dos outros com diferentes conjuntos de genes de viruléncia (CLARKE, 2001). Todas
as cepas patogénicas de E. coli contém regides gendmicas (ilhas) carregadas com
um conjunto de genes de viruléncia que codificam as caracteristicas essenciais para
a adesdo, colonizagdo, invasao, secregao de compostos toxicos e fungdes de
transporte (ELSAS et al., 2011; TOUCHON et al., 2009).

A sorotipagem de E. coli ocupa um lugar central na historia desse patégeno.
Antes da identificacdo dos fatores de viruléncia especificos de linhagens de E. coli
diarreiogénica, a analise do sorotipo era 0 meio predominante pelo qual as linhagens
patogénicas eram diferenciadas. Em 1944, Kauffman propdés um esquema para a
classificagdo sorolégica de E. coli, que sado sorotipadas em O (camada de
lipopolissacarideos-LPS), H (antigeno flagelar), K (capsulares) e F (fimbriais). Na
literatura sdo descritos mais de 700 sorotipos antigénicos de E. coli baseados em
seus antigenos O, H e K (KAPER et al.,, 2004). Existem ainda amostras rugosas,
autoaglutinantes, que nao podem ser sorotipadas devido a perda parcial ou total das
cadeias de polissacarideos (NATARO e KAPER, 1998; ROCHA, 2008; TRABULSI,
2005; WHITTAM, 1996).
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As E. coli que sao capazes de causar doengas em individuos saudaveis sao
classificadas nas categorias diarreiogénicas (DEC) e extra-intestinais (ExPEC)
(CROXEN e FINLAY, 2010). A categoria extra-intestinal € composta por dois
patotipos especificos que sao divididos em E. coli causadora de meningite neonatal
(NMEC) e E. coli uropatogénica (UPEC). As cepas diarreiogénicas compdem seis
patotipos que sdo divididos em E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasora
(EIEC), E. coli difusamente aderente (DAEC) e E. coli enterotoxigénica (ETEC)
(CROXEN e FINLAY, 2010; KAPER et al., 2004; NGUYEN et al., 2005; TANIUCHI et
al., 2012).

2.3 Patétipos de Escherichia coli diarreiogénica (DEC)

2.3.1 Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

EPEC foi o primeiro patétipo descrito como o responsavel por grandes surtos
de diarréia infantil nos anos de 1940 e 1950 (CHEN e FRANKEL, 2005; HU e
TORRES, 2015). Esta linhagem de E. coli é responsavel por quadros de diarreia
aquosa com presenga de muco e que pode ser acompanhada de vomitos e febre em
criangas abaixo de dois anos de idade (GOMES et al., 1998; TRABULSI., 2005).

De acordo com Kaper e colaboradores (2004), os mecanismos pelos quais
EPEC causa diarreia foram desconhecidos por décadas. Este patétipo somente era
identificado de acordo com os sorotipos O:H. Entretanto a partir de 1979, numerosos
avangos na compreensao da patogenia de EPEC foram elucidados o que permitiu a
sua definicdo. Os participantes do Segundo Simpédsio Internacional sobre EPEC em
1995 definiram em consenso que EPEC produz uma patologia caracteristica (A/E)
sobre as células epiteliais € ndo apresenta a toxina Shiga. Além disso, esse patotipo
foi subdividido em EPEC “tipica” (tEPEC) e “atipica” (aEPEC). Essa classificagao foi
baseada na presenca do plasmidio EAF (EPEC adherence factor) e expressao da
fimbria BFP (Bundle-forming pilus) presente somente nas cepas de EPEC tipica
(ABE et al., 2009; CHEN e FRANKEL, 2005; KAPER, 1996; NARA et al., 2010).

Os aspectos epidemioldgicos e os reservatérios das duas cepas de EPEC
também sao distintos. Segundo alguns estudos, as cepas de EPEC tipica estao



15

associadas a infecgdes de criancas menores de um ano de idade nos paises de
baixa e média renda e ndo sdo descritas em outros reservatorios diferentes do
homem (HERNANDES et al., 2009; HU e TORRES, 2015; TRABULSI et al., 2002).
As cepas de EPEC atipica estdo associadas com grandes surtos de doenga
diarreica envolvendo criangas e adultos nos paises industrializados e podem ser
encontradas em diferentes espécies de animais (KAPER et al., 2004; NATARO e
KAPER, 1998; NGUYEN et al., 2005).

As infecgdes provocadas por EPEC resultam em uma patologia intestinal
caracteristica, conhecida como A/E (attaching and effacing). As bactérias aderem
intimamente com as membranas das células epiteliais intestinais e causam
alteracbes surpreendentes no citoesqueleto, incluindo o acumulo de actina
polimerizada por baixo das bactérias aderentes, eliminagdo das microvilosidades e
formagdo de uma estrutura padrdo nos enterécitos em formato de pedestal (Figura
1). A capacidade para induzir a aderéncia (A/E) é codificada por genes presentes em
um locu conhecido como locu de eliminacdo dos enterdcitos (LEE). Este locu
codifica para proteinas de membrana externa, que atua como mediador da ligagao
intima de EPEC com as células epiteliais intestinais (CROXEN e FINLAY., 2010).

Figura 1. Destruicdo das microvilosidades (MV) e formagao do pedestal nos enterdcitos
provocados por EPEC. Fonte: Chen e Frankel, 2005.

O locu de eliminagao do enterécito (LEE) de 35,6 Kb da cepa de EPEC-
E2348/69 foi clonado em E. coli K12 para comprovar sua patogenicidade. O
resultado foi o aparecimento da histopatologia caracteristica (A/E) em E. coli K12,

que provou de maneira inequivoca, que o locu LEE é um cassete funcional
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necessario e suficiente para a viruléncia de EPEC (MCDANIEL et al, 1995;
MCDANIEL e KAPER, 1997).

A sequéncia genémica completa de LEE demonstrou um sistema altamente
regulado que realiza a translocagdo de proteinas efetoras bacterianas para dentro
do citoplasma das células hospedeiras. Essas sequéncias compreendem cinco
operons policistronicos e 41 ORFs (open reading frames). Os genes sdo separados
em dominios funcionais. Um dominio codifica para proteinas do sistema de secregao
do tipo lll (EspA, EspB, EspD e EspF) e suas respectivas chaperonas moleculares; e
outro dominio codifica para as proteinas relacionadas com adesao intima de EPEC
(Tir e intimina) (CHEN E FRANKEL, 2005; DEAN et al., 2005; YOUNIS et al., 2010).

O modelo de patogénese de EPEC é considerado mais complexo que uma
simples ligagao das células epiteliais por meio de uma unica adesina ou secregao de
uma enterotoxina que induz diarreia. O processo de colonizacdo ocorre em trés
etapas: adesao, producao e translocacao de proteinas efetoras e intima aderéncia
(CLEARY et al., 2004; GOMES et al., 2010). A fase de adesao de EPEC tipica
envolve a participacao do fator BFP (Bundle-forming pilus), da proteina intimina e do
filamento EspA (EPEC secreted proteins A) (CLEARY et al., 2004). O fator BFP é
codificado por um conjunto de 14 genes situados no plasmidio EAF (SOHEL et al.,
1996; STONE et al, 1996). O gene bfpA codifica para a subunidade estrutural deste
fator. Além dos genes plasmidiais, a formagdo do fator BFP requer um gene
cromossOmico (dsbA) que codifica uma dissulfeto isomerase, necessaria para
estabilizacao das pontes de dissulfeto (ZHANG & DONNEMBERG, 1996).

A fase de infeccao por EPEC é caracterizada pela producgao e translocagao
de proteinas efetoras a partir de um sistema de secrec¢ao do tipo Il (JARVIS et al.,
1995; CROXEN e FINLAY, 2010). O sistema de secrecao do tipo Ill é utilizado por
muitos agentes patogénicos entéricos que injeta suas proteinas efetoras diretamente
nas células hospedeiras (GARMENDIA et al., 2005). Em EPEC, o sistema de
secrecao do tipo lll é dedicado a secregao de proteinas especificas, incluindo Tir,
EspA, EspB e EspD que sao essenciais para as desordens das vias de transducgao
de sinal das células hospedeiras e formagdo das lesdes A/E (Figura 2)
(DONNENBERG et al., 1993; IDE et al, 2001).
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Figura 2. Sistema de secre¢do do tipo lll de EPEC. Complexo de proteinas efetoras
(EspA/EspB/D/ e Tir) utilizadas para a invasdo das células hospedeiras. Fonte: (CHEN E
FRANKEL, 2005).

O sistema de secrecéo do Tipo Ill de EPEC é um complexo que se estende
da parede celular bacteriana até a membrana da célula hospedeira. A polimerizagao
de EspA é realizada a partir do fator EscF que conduz a formagao de filamentos
ocos. Por meio desses filamentos ocorre a translocagdo das proteinas efetoras.
Essas proteinas atravessam a membrana das células hospedeiras por meio de
poros que sao formados pelos fatores EspB e ESPD (FRANKEL, et al., 1998).

Os efetores irdo atingir os alvos em diferentes compartimentos celulares. A
proteina Tir (translocated intimin receptor) € ancorada na membrana dos enterdcitos
onde funciona como um receptor para a proteina de superficie bacteriana
denominada intimina. A interagcao Tir-Intimina permite a ancoragem de EPEC na
superficie dos enterdcitos e posteriormente a formagao de um complexo proteico
capaz de realizar a polimerizagao dos filamentos de actina, formacao do pedestal e
a lesao histopatologica A/E (attaching and effacing) (KAPER, et al., 2004; SAL-MAN
et al., 2009; CAPELLONE, 2010).

A pesquisa sobre EPEC ja percorreu um longo caminho desde a sua primeira

descricao e muitos fatores de viruléncia foram elucidados ao longo dos anos.
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Atualmente, as pesquisas se concentram no desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas, diagndstico e vacinas para diarreia infantil provocada por EPEC.

2.3.2 Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

O reconhecimento de EHEC como uma classe de E. coli patogénica ocorreu a
partir de observagdes epidemiolégicas chave. A primeira observagao foi relatada por
Riley e colaboradores (1983) apds a investigagdo de dois surtos de uma doenca
gastrointestinal distintiva e caracterizada por dor abdominal (cdlica grave), seguido
de diarreia sanguinolenta e pouca ou nenhuma febre. A doencga foi designada como
colite hemorragica (CH) e foi associada com a ingestdo de hamburgueres mal
cozidos de uma cadeia de restaurantes de fast-food (NATARO e KAPER, 1998).

A segunda observagao importante foi realizada por Karmali e colaboradores
(1983) que relataram a associagcédo de casos de sindrome hemolitica urémica (SHU)
com a presenca de uma citotoxina especifica nas fezes produzida por E. coli. As
citotoxinas observadas por Karmali e colaboradores (1983-a) foram originalmente
relatadas por Konowalchuk e colaboradores (1977). Os pesquisadores relataram que
filtrados de culturas de algumas cepas de E. coli produziam um efeito citopatico
impressionante e irreversivel em culturas de células Vero. Apds um ano intenso de
publicagdes, Karmali e colaboradores (1983-b) concluiram que a citotoxina
observada nas células Vero era um fator de viruléncia comum entre pacientes que
apresentavam colite hemorragica e sindrome hemolitica urémica. Essa toxina foi
classificada como toxina Shiga (Stx ou verotoxina) que também sao produzidas por
alguns patégenos entéricos como a Shigella dysenteriae (CROXEN e FINLAY, 2010;
LIOR, 1994; O’LOUGHLIN e ROBINS-BROWNE, 2001).

As E. coli produtoras desta toxina sdo conhecidas como STEC (Shiga toxin-
producing E. col)). Dentre as STEC, o patétipo classificado como E. coli
enterohemorragica (EHEC) esta associada a grandes surtos de diarreia infantil em
todo o mundo. Essa cepa também é capaz de induzir a lesdo attaching and effacing
(A/E), de forma semelhante a que ocorre em EPEC (CROXEN e FINLAY, 2010;
KAPER, 2004; NATARO e KAPER, 1998).

EHEC é um agente patogénico altamente infeccioso que coloniza o ileo distal
e o intestino grosso nos seres humanos. Os sorotipos implicados em surtos de
diarreia variam de pais para pais. Os principais sorotipos de EHEC conhecidos sao:
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026:H11, 0103:H2, O111ac:H8; O118:H16, 0145:H28 e O157:H7 (BROOKS et al.,
2005; GYLES, 2007; SODONA et al.,, 2008). Esses patogenos podem ser
encontrados na microbiota intestinal de diversos animais como bovinos, suinos,
ovelhas, cabras, veados, cavalos, cachorros e em alguns passaros. A transmissao
ocorre geralmente através de agua e alimentos contaminados (GYLES, 2007;
CAPRIOLI et al., 2005).

Na América do Norte, Japao e partes da Europa, a maioria dos surtos de
diarreia sao relacionados ao sorotipo O157:H7 de EHEC. Adultos e criancas que sao
infectados com EHEC sofrem de colite hemorragica e outras complicagbes que
podem levar a sindrome hemolitica urémica (SUH). A sindrome hemolitica urémica é
definida pela insuficiéncia renal aguda, trombocitopenia e anemia hemolitica
microangiopatica e pode ser precedida por quadros de diarreia sanguinolenta
(CROXEN e FINLAY, 2010; NATARO e KAPER, 1998).

Os mecanismos de patogénese de EHEC sdo semelhantes aos descritos para
EPEC, ou seja, ocorre também o processo de adesao (mediado pela intimina e pela
proteina receptora Tir) e a formacdo da lesdao histopatolégica A/E. No entanto,
existem diferengas no acionamento da reorganizagdo de actina em relagdo a
proteina Tir, essencial para indugao do sinal (O'BRIEN e HOLMES, 1987; SAL-MAN
et al., 2009).

Quase todos os sorotipos de EHEC O157:H7 abriga um plasmideo de
viruléncia de 92 Kb denominado Po157. Esse plasmidio possui cerca de 100 ORFs
(open reading frames) que codifica para varios fatores de viruléncia, sendo o
principal a toxina Shiga (Stx). Essa toxina pode ser dividida em dois grupos
principais, Stx1 e Stx2, que podem ser encontradas em varias combinacdes
diferentes de isolados de EHEC. A toxina Stx1 é idéntica a toxina Shiga de S.
dysenteriae e esta associada a quadros de sindrome hemolitica urémica, enquanto o
grupo de Stx2 é mais prevalente em casos de colite hemorragica. Essas toxinas
pertencem a familia das toxinas do tipo ABs, apresentando uma subunidade A com
32 kDa e 5 subunidades B com 7,5 kDa (CLEMENTS et al.,, 2012; NATARO e
KAPER, 1998).

A subunidade A é composta por dois peptideos. O peptideo A1 que possui
atividade enzimatica e o peptideo A2 que liga a subunidade B ao complexo proteico.
A subunidade B é responsavel pela ligacdo da toxina Shiga ao receptor denominado
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globotriasilceramida (Gb3), que é localizado na superficie das células renais,
intestinais e cerebrais do homem. A interacdo da Stx com os receptores Gb3 induz
invaginagbes da membrana para facilitar a translocacdo da toxina. A Stx é
translocada para dentro das células hospedeiras por meio de endossomas precoces
que s&o transportados para o complexo de Golgi e entdo para o reticulo
endoplasmatico. No reticulo, o peptideo A1 (N-glicosidase) remove um residuo de
adenina da porcado 28S do ribossomo eucaridtico. Essa clivagem inibe a sintese
proteica levando a necrose e morte celular dos enterdcitos (JOHNSON et al., 2006;
ROMER et al, 2007; KURMANOVA et al., 2007).

O sequenciamento do genoma da cepa O157:H7 revelou numerosas ilhas
cromossdmicas que codificam fatores de viruléncia adicionais. Entre estes fatores,
incluem novas fimbrias, sistemas de absorgao, utilizacdo de ferro e uma urease que
€ semelhante a produzida por Klebsiella e outros agentes patogénicos do trato
urinario (KAPER, 2004). Outros fatores que também podem colaborar com a
patogenicidade de EHEC sao: O fator Sfp (sorbitol-fermenting plasmid), uma fimbria
presente em isolados de EHEC fermentadores de sorbitol do sorogrupo O157
(BRUNDER et al., 2001) e o fator EspP (extracellular serine protease, plasmid
encoded), uma serino protease codificada no plasmideo pO157 que tem a
capacidade de clivar o fator V de coagulagao, podendo resultar na exacerbacgao da
doencga hemorragica (BRUNDER et al., 1997).

2.3.3 Escherichia coli enteroinvasora (EIEC)

Esta cepa possui a capacidade de invadir as células do intestino, provocando
no homem a disenteria bacilar. A doenga ocorre geralmente em um intervalo de 8 a
24 horas apés o consumo de alimentos ou agua contaminados. As apresentacgdes
clinicas mais comuns sao: diarreia, colicas abdominais e febre, que em alguns casos
evolui para diarreia sanguinolenta com presenca de muco e leucécitos (LAMPEL,
2014). A invasao intracelular de EIEC possui uma relagcdo intima com os fatores
bioquimicos, genéticos e patogénicos aos descritos para Shigella spp. Muitos
estudos mostraram que Shigella e E. coli enteroinvasora sdo taxonomicamente
indistinguiveis ao nivel de espécie, mas, devido ao significado clinico de Shigella, a
distincdo da nomenclatura € mantida (KAPER et al., 2004; LAN et al., 2001;
SCHROEDER et al., 2008).
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Alguns sorotipos de EIEC e Shigella compartilham antigenos-O idénticos ou
comuns, entretanto, EIEC possui a capacidade de fermentar xilose e produzir gas a
partir do metabolismo de glicose, sendo que essas caracteristicas sdo negativas
para Shigella. A maioria dos isolados de E. coli s&o moveis e possuem a lisina
descarboxilase ativa. No entanto as cepas de EIEC nao apresentam motilidade,
carecem de lisina descarboxilase e cerca de 70% nao fermentam lactose (LAMPEL,
2014; MAURELLLI, 2013).

Os primeiros estudos genéticos demonstraram que, essencialmente, todos os
fatores de viruléncia necessarios para a expressao do fendtipo invasivo de EIEC e
Shigella séo codificados no plasmidio (pINV) de 220 kb. Os genes mais importantes
estao no lécus conhecido como mxi-spa, que codificam para o sistema secretor Tipo
[ll. Esse mecanismo € necessario para a secrecdo de varias proteinas como as
IpaA, IpaB, IpaC, IpaD e lpaH (invasion plasmid antigens), que possibilitam os
eventos de sinalizag&o epitelial, rearranjos do citoesqueleto, captagao celular, lise do
vacuolo endocitico, dentre outras agbes nas células hospederias (KAPER, 2004;
MOUNIER et al, 2009; OGAWA et al., 2008; PENDARIES et al, 2006;
SCHROEDER et al., 2008).

EIEC e Shigella spp. causam diarreia pela invasdo ostensiva das células
epiteliais no intestino grosso. Os sintomas clinicos de disenteria podem ser
diretamente atribuidos as etapas de invasdo dos enterdcitos, lise do fagossomo,
multiplicagao intracelular, movimentacao intracitoplasmatica direcionada, migracao
basolateral pelas células epiteliais e estimulagdo de uma resposta inflamatdria forte
das células hospedeiras (Figura 3) (GOLDEBERG e SANSONETTI, 1993;
MAURELLI, 2013).
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Figura 3. Estagios da invasao de EIEC/Shigella e propagagdo basolateral pelas células
epiteliais. Fonte: Adaptado de MAURELLI, 2013.
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A infecgdo comega no coélon (1), onde as bactérias passam através das
células M por transcitose para alcangar a mucosa subjacente. (2) Posteriormente as
bactérias sdo fagocitadas por macréfagos residentes. (3) Apds a fagocitose, os
patdogenos escapam do fagossoma dos macréfagos e induzem morte celular para
obter acesso ao lado basolateral dos enterécitos. (4) Em seguida, as cepas de
EIEC/shigella invadem os enterdcitos na regido basolateral por meio dos fatores de
viruléncia secretados pelo T3SS. (5) Uma vez no interior das células epiteliais, as
bactérias rompem a unica membrana do fagossomo e replicam-se dentro do
citossol. (6) Em seguida, elas polimerizam acitina das células hospedeiras, (7) e
criam uma “cauda” de actina para promover a sua propagacao célula a célula. (8)
Uma vez dentro de um segundo enterdcito, EIEC/shigella escapam de um novo
fagossomo de membrana dupla. (9) A replicagdo e a propagacédo bacteriana
continuam durante toda a mucosa do coélon do intestino. As células epiteliais
infectadas sofrem necrose e morrem, liberando os patégenos no lumen intestinal.
Desta forma, pode ocorrer a disseminacao das bactérias para outro hospedeiro pela
via fecal-oral. (A) Para maximizar a invasao, as células epiteliais infectadas induzem
através dos quimioatratores IL8 e hepoxilina A3, um massivo fluxo de leucécitos
polimorfonucleares para a regido infectada. A migragdo transepitelial destes
leucécitos rompe o revestimento intestinal e permite que as bactérias atravessem
entre as células epiteliais, atingindo assim a membrana basolateral para a
subsequente invasao (CROXEN e FINLAY, 2010; MAURELLI, 2013).

2.3.4 Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) sdo agentes causadores de diarreia
persistente (=14 dias) que foram descritos pela primeira vez por Cravioto e
colaboradores (1979). O fendtipo caracteristico descrito para esses patégenos sao
determinados pela sua caracteristica de adesao agregativa (AA) padrao em culturas
de células HEp-2 ou HeLa (BRUSSOW, 2014). Embora seja considerado um
patégeno emergente, EAEC é a segunda causa mais comum de diarreia dos
viajantes em paises de alta renda e de paises de baixa e média renda. Essas cepas
tornaram-se comumente reconhecidas como causa de diarreia endémica e

epidémica em todo o mundo. A diarreia causada por EAEC é geralmente aquosa,
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podendo ser acompanhada por muco ou sangue. A colonizagdo dessas bactérias
podem ocorrer na mucosa de ambos os intestinos e também conduzir uma
inflamagéao suave no célon (ASLANI et al., 2011; NAVANEETHAN e GIANNELLA,
2008).

O maior surto de diarreia por EAEC ocorreu no Japao. Este surto envolveu 16
escolas diferentes, totalizando 2.697 criangcas que foram contaminadas por essa
cepa apos o consumo de merenda escolar contaminada. Os Fatores de risco para o
desenvolvimento da infec¢ado por EAEC incluem refrigeragcéo imprépria de alimentos,
contaminagao de alimentos e falta de higiene. Outro fator de risco possivel inclui a
imunossupressao pela infeccdo avangada em pacientes com HIV. Alguns estudos
mostraram que 10 a 44% de pacientes infectados pelo virus do HIV também
apresentavam infec¢ao por EAEC (HUANG et al., 2004; HUANG et al., 2006).

A estratégia basica de infeccdo de EAEC é a colonizagdo da mucosa
intestinal, seguido pela secre¢do de enterotoxinas e citotoxinas. O fendtipo
caracteristico de adesao agregativa de EAEC (formacédo de um padrao de “tijolos
empilhados” em células HEp-2), € mediada por genes que sdo encontrados em uma
familia de plasmideos de viruléncia denominados plasmideos pAA. Estes
plasmideos de 100 kb codificam os genes de viruléncia necessarios para a
biogénese de fimbrias de aderéncia agregativa (AAFs), que até o momento foram
identificadas quatro tipos (AAF/ I, AAF/ II, AAF/ Il e Hda) (ASLANI et al., 2011;
BOISEN et al., 2013).

O fator de viruléncia mais estudado € descrito como AggR. Esse fator controla
a expressao dos fatores de aderéncia, de uma proteina de revestimento de
superficie denominada de dispersina e de um grande aglomerado de genes
codificados no cromossomo de EAEC, porém, as condigdes naturais que resultam
na ativagao de AggR sao desconhecidas (BOISEN et al., 2013; KAPER et al., 2004).

A aderéncia de EAEC estimula a produgdo de muco e a formagdao de um
biofiime sobre a superficie da mucosa. Os biofilmes formados por esses patdgenos
sao distintos dos biofilmes formados por E. coli nao patogénicas. Os biofilmes de
EAEC sao incorporados em camadas espessas na superficie dos enterdcitos e
podem contribuir para o desenvolvimento de desnutricdo e diarreia prolongada.
Pode ocorrer também uma resposta inflamatéria aguda apds a ocorrencia de danos

nos enterdcitos devido a adesdao das bactérias. A resposta inflamatéria do
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hospedeiro ocorre por meio da ativagdo do receptor do tipo Toll 5 (TLRS), que
estimula a liberacao de IL-8, provocando assim a destruicdo das células epiteliais e
secrecdo de fluido (CROXEN e FINLAY, 2010; HUANG et al., 2004;
NAVANEETHAN e GIANNELLA, 2008).

2.3.5 Escherichia coli de aderéncia difusa (DAEC)

A cepa classificada como DAEC, € um grupo heterogéneo de E. coli, definida
por um padrdao de aderéncia difusa em células do tipo HeLa e HEp-2. Esses
patégenos sao relacionados com diarreias que acomentem criangas com idade
superior a 12 meses, bem como adultos com recorrentes infecgdes do trato urinario.
Poucos estudos epidemioldgicos clinicos permitiu a descricdo adequada da
sindrome clinica associada a infecgdo por DAEC. No entanto, em alguns trabalhos
publicados, a maioria dos pacientes infectados com DAEC tiveram diarreia aquosa
sem sangue ou fezes que apresentaram leucdcitos (NATARO e KAPER, 1998;
SERVIN, 2005).

Cerca de 75% das cepas de DAEC produzem uma adesina fimbrial
denominada F1845. Esta fimbria pertence a familia de adesinas Dr, que inclui
adesinas de E. coli uropatogénicas, como AfaE-l e Afak-lll. DAEC induz um efeito
de transdugdo de sinal caracteristico no intestino delgado, e os enterdcitos se
manifestam com o crescimento de projecbes celulares que envolvem as bactérias.
Essas adesinas usam como receptor o DAF (decay-accelerating factor) que
normalmente protege as células do sistema complemento (KAPER et al., 2004;
NOWICKI et al., 2001). Yamamoto e colaboradores (1994) mostraram que as cepas
de DAEC sao capazes de induzir essas proje¢des que sdo semelhantes a dedos que
se estendem a partir da superficie de células Caco-2 ou HEp-2. Essas projecdes
aparentemente envolvem as bactérias, fornecendo protecdo contra alguns
antibiéticos como a gentamicina, porém, ndo ocorre internalizagcdo completa das
cepas.

Apesar da baixa prevaléncia de isolados de DAEC em relagao as outras
cepas de E. coli diarreiogénicas, alguns trabalhos foram realizados com o objetivo
de desenvolver estratégias terapéuticas contra esse patégeno. Araujo e Giugliano

(2000) demonstraram em um estudo que a adesao nos enterdcitos de duas cepas
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de DAEC e EAEC foi inibida por proteinas e imunoglobulinas encontradas no soro
do leite materno. Estas proteinas foram utilizadas em concentragdes mais baixas do
que as encontradas no leite natural. Segundo os autores, as glicoproteinas estéo
associadas com efeitos inibitorios de adesédo dessas bactérias. Além disso, os
resultados obtidos, indicam que os componentes do leite materno protegem os

bebés contra determinadas infecgdes intestinais.

2.3.6 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

A cepa de Escherichia coli enterotoxigénica foi inicialmente reconhecida
como agente causador de doenga diarreica em leitdes recém-nascidos. Os primeiros
mecanismos de patogénese também foram elucidados nesses animais infectados
por ETEC (NATARO e KAPER, 1998). DuPont e colaboradores (1971) foi um dos
primeiros pesquisadores a demonstrar a capacidade de ETEC infectar e causar
diarreia em seres humanos. ETEC é considerada como um dos agentes causadores
mais frequentes da diarreia infantil e da diarreia dos viajantes em paises de baixa e
média renda. Além disso, essa bactéria é relacionada com o desenvolvimento de
desnutricdo em criangas (DUBREUIL, 2014). De acordo com a Organizagao Mundial
de Saude, esse patdogeno provoca por ano a morte de aproximadamente 400.000
criangas com menos de 5 anos de idade (QADRI et al., 2005; MENTZER et al.,
2014).

Esse enteropatdgeno é contraido por meio do consumo ou utilizagdo de agua
ou alimentos contaminados e colonizam a superficie da mucosa do intestino
delgado, sintetizando enterotoxinas (LT/ST) que provocam diarreia (GAASTRA E
SVENNERHOLM, 1996). A doenga possui um inicio tipicamente abrupto, com um
curto periodo de incubacao entre 14 a 50 horas. A dose infectante avaliada em
voluntarios foi de aproximadamente 108 a 10"° unidades formadoras de col6nias. Os
aspectos clinicos mais comuns s&o diarreia aquosa, geralmente sem sangue, muco
e pus. Os sinais de febre e vOmitos estdo presentes numa minoria de pacientes.
Além disso, a diarreia pode ser leve, breve e auto-limitada ou pode resultar em
graves evacuacgdes, semelhante a observada na infecgcdo por Vibrio cholerae
(DUPONT et al., 1971; DUBREUIL, 2014).

Estudos referentes a epidemiologia desse patégeno demonstrou que em

diversas areas do mundo, incluindo principalmente paises em desenvolvimento,
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ETEC é responsavel por mais de 20% de todas as doengas diarreicas graves.
Estima-se que mais de 10 milhdes de turistas todos os anos sofram de diarreia
provocada por ETEC (DUBREUIL, 2014; QADRI et al., 2005; WHO, 2013). O padréo
epidemiologico da doenga diarreica provocada por ETEC ¢é determinada
basicamente pela compreensao da prevaléncia das toxinas (LT e ST) e pelos fatores
de colonizagdo (CF) utilizados por ETEC. Isidean e colaboradores (2011) fizeram
uma revisao sistematica da epidemiologia de ETEC com o foco nesses dois fatores.
Os autores coletaram dados de 17.205 isolados de ETEC que foram abstraidos de
136 estudos. Aproximadamente metade dos estudos (49%) envolveu apenas
populagdes endémicas, e 17% envolveram apenas viajantes. Na analise global, 60%
dos isolados de ETEC expressaram a toxina LT, sendo 27% isoladamente e 33%
expressaram LT em combinacdo com a toxina ST. Os resultados sobre a prevaléncia
dos fatores de colonizacdo demonstraram que 17% das cepas de ETEC
expressaram o fator CFA/l, 9% o CFA/Il e 18% o CFA/IV. Segundo os autores a
heterogeneidade ao longo do tempo, a populagédo, a regido, confundidos pela
variabilidade dos fatores de colonizagdo e metodologias de deteccéo das toxinas de
ETEC, ofuscam as estimativas racionais para os requisitos de legitimidade em
alguns estudos.

No Brasil, alguns estudos sobre a prevaléncia de ETEC também foram
realizados. Orlandi e colaboradores (2006) realizaram um estudo sobre a etiologia
das infecgdes diarreicas em criancas de Porto Velho-RO. Foram analisadas 470
criangas com menos de 72 meses de idade que apresentavam diarreia aguda.
Destas, foram constatados 21 casos de diarreia provocada por ETEC. Nunes e
colaboradores (2011) também conduziram um estudo que envolveu 250 criangas
com diarreia, com idade entre 1 e 5 anos, de familias de baixa renda em Teresina-
Pl. Nesse estudo foram isolados 9,2% de ETEC. Outro estudo envolveu uma analise
sobre a etiologia da diarreia infantil no Nordeste do Brasil. Moreno e colaboradores
(2010) analisaram 2.344 cepas de E. coli isoladas de 290 criangas com diarreia. Os
autores verificaram que 10% desses isolados eram de ETEC.

A patogénese de ETEC se inicia com a colonizagédo da superficie da mucosa
do intestino delgado mediada por fatores de colonizagado (CFs), que podem ser de
carater nao-fimbrial, fimbrial, helicoidal ou fibrilar (CROXEN E FINLAY., 2010;

TURNER et al.,2006). A fixagdo mais intima pode ser facilitada por duas proteinas
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de membrana externa denominadas de Tia e TibA (TURNER et al.,2006). Um
grande numero de fatores de colonizagdo foram identificados, no entanto, estudos
epidemioldgicos indicam que aproximadamente 75% das cepas de ETEC isoladas
de seres humanos expressam os fatores CFA/I, CFA/Il e CFA/IV (Figura 4) (KAPER,
2004; WOLF, 1997).

Figura 4. Fatores de colonizagao produzidos por ETEC (fimbrias/pili). A) Fator de
colonizacao linear CFA/IIl produzidos por ETEC (fimbrias de 5-7 nm de diadmetro). B) Fator
de colonizacdo CFA/I. Fimbrias abundantes e longas medindo aproximadamente 5 a 7 nm.
Fonte: Adaptado de Kaper, 2004.

A diarreia provocada por ETEC tem sido atribuida pela secrecdo das
enterotoxinas termolabeis (LT) e enterotoxinas termoestaveis ao calor (ST) (ROY et
al.,, 2010). As LTs de E. coli sao toxinas oligoméricas que estdo intimamente
relacionadas, em estrutura e fungdo, a enterotoxina da célera (CT) expressa por
Vibrio cholerae (NATARO e KAPER, 1998). As enterotoxinas termolabeis
apresentam heterogeneidade, constituindo-se de duas classes: LT-l e LT-Il. ALT-I &
isolada tanto de amostras de origem humana como de animal, sendo formada por
uma subunidade A e cinco subunidades B, apresentando um peso molecular de 86
KDa (DORSEY et al., 2006). A enterotoxina LT-Il possui grande homologia com a
LT-1 em nivel de subunidade A, mas & produzida por amostras de ETEC de origem
animal.

As subunidades B fazem a ligacao da holotoxina (LT) nos gangliosidios GM1
ou GD1 que estao presentes na superficie das células intestinais. A subunidade A é
responsavel pela atividade enzimatica da toxina. A subunidade possui atividade de
ADP-ribosil-transferase e transfere uma por¢cao de ADP-ribosil de NAD, para a

subunidade alfa da proteina estimuladora G. Isso resulta na ativagdo da enzima
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adenilato ciclase. A ativacdo permanente da enzima aumenta os niveis de AMP
ciclico intracelular. Com o aumento de AMPc, ocorre a ativacdo das quinases
dependentes e também a ativacdo do canal principal de cloreto das células
epiteliais, o regulador da conduténcia transmembranar da fibrose cistica (CFTR)
(KAPER et al., 2004; SPANGLER, 1992).

A fosforilagado desse canal resulta no efluxo de ions CI-, acumulo de liquidos e
diarreia aquosa (Figura 5) (KAPER, 2004; SEARS E KAPER, 1996; SPANGLER,
1992). As enterotoxinas termoestaveis (STs) incluem duas classes independentes
de toxinas (STa e STb) que diferem em estrutura e mecanismo de agéo. A classe
STa apresenta peso molecular de 2 KDa, € soluvel em agua e em solventes
organicos, sendo a classe associada a doengas humanas. STa liga-se a receptores
da enzima guanilato ciclase e estimula a sua atividade. Com a ativagdo da enzima,
ocorre um aumento dos niveis intracelulares de GMP ciclico, que ativa o canal
CFTR, o que resulta na absorgao deficiente de Na* (sd6dio) provocando o efluxo de

agua para o lumen intestinal (Figura 5) (KAPER et al., 2004).
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Figura 5. Mecanismos de ancoragem e patogénese de ETEC. Fonte: Adaptado de
CROXEN e FINLAN, 2010.

Os estudos empreendidos como uma investigacao inicial de respostas imunes
que se desenvolveram com a exposicao repetida a ETEC, demonstraram que os

antigenos sao reconhecidos durante a infeccao experimental em camundongos ou
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em infecgbes naturais em humanos. Estes antigenos sdo compostos por uma
variedade de proteinas de viruléncia que foram descobertas no decurso das mais
recentes investigagdes moleculares com a linhagem H10407 de ETEC. Dentre esses
antigenos incluem, flagelina, TibA, ClyA, proteinas autotransportadoras EatA e a
exoproteina descrita como EtpA, objeto de estudo do presente trabalho (CROXEN E
FINLAY., 2010; ROY et al., 2009; PATEL et al., 2004).

2.4 O fator de adesao EtpA

A adesao ao epitélio intestinal por ETEC € um processo muito complexo, que
pode envolver varias estruturas, incluindo os flagelos. O papel dos flagelos na
patogénese desse patdogeno ainda nao foi suficientemente explorado (GIRON, 2002;
WOLF, 1997). Os flagelos sao estruturas cilindricas complexas montadas a partir de
aproximadamente 20.000 flagelinas (FIiC - subunidade proteica). Essas moléculas
viajam para baixo do cilindro flagelar nascente até a ponta distal, onde elas sao
dirigidas por proteinas cap (FliD) para o flagelo crescente. A flagelina possui um
dominio central que se projeta sobre a superficie do eixo flagelar e representa a
variagao antigénica utilizada na sorotipagem H de E. coli. As regides conservadas da
flagelina (amino e carboxi) interagem com as subunidades adjacentes viradas para o
eixo do nucleo inacessivel do flagelo. (YONEKURA et al., 2000; YONEKURA et al.,
2003).

A adesina descrita como EtpA é uma proteina extracelular grande que
pertence a familia das proteinas conhecida como TPS (two-partner secretion) e foi
recentemente identificada em ETEC por Roy e colaboradores (2009). EtpA interage
com as regides altamente conservadas da flagelina. Essas interagbes sao criticas
para a adesdo e a colonizagao intestinal de ETEC (Figura 6). Os recentes esforgos
levaram a identificacao de dois loci descobertos no mesmo plasmideo de viruléncia
da cepa H10407 de ETEC que codifica o fator de colonizagao CFA/I. Estes, incluem
o etpBAC que é o responsavel pela produgcdo e a exportacdo de EtpA
(FLECKENSTEIN et al., 2006).
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Figura 6. A) ETEC fazendo a ancoragem nas células hospedeiras através das pontas dos
flagelos. B e C) EtpA se concentra nas pontas dos flagelos se interagindo com regides
altamente conservadas de flagelina. Fonte: Adaptado de Roy e colaboradores, 2009.

Luo e colaboradores (2015) demonstraram que a proteina EtpA é amplamente
representada em um conjunto diversificado de isolados de ETEC. Segundo os
autores, a adesina EtpA é expressa em mais da metade de diferentes ETEC,
distribuidas ao longo de diversas linhagens filogenéticas pertencentes a varios
grupos de fatores de colonizagdo e exibiu surpreendentemente pouca variagao de
suas sequéncias. Os autores utilizaram 181 cepas no estudo, das quais 56%
expressaram a adesina EtpA.

Embora tanto a adesdo bacteriana e colonizagdo intestinal sejam
considerados pré-requisitos importantes para entrega eficiente das toxinas, o papel
preciso da EtpA na entrega da toxina era até entdo desconhecido. No entanto, como
mostrado por Roy e colaboradores (2012), em algumas cepas de ETEC foi realizado
a delecdo de EtpA. Como resultado, estas cepas foram menos eficientes na
estimulacédo de respostas de AMP ciclico nas células-alvo em relagdo ao tipo
selvagem de ETEC H10407. Estes dados suportam os pressupostos anteriores
sobre a importancia de aderéncia bacteriana e fornecem evidéncias adicionais de
que a entrega da toxina € um processo complexo que envolve varios genes de
viruléncia.

Os novos dados sobre esse antigeno podem complementar de forma
significativa as abordagens atuais e promover melhores estratégias para o
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desenvolvimento de novas ferramentas para o diagnostico e vacinas amplamente
protetoras de ETEC.

2.5 Diagnéstico para deteccao de E. coli enterotoxigénica (ETEC)

O diagnéstico dos patégenos que causam as doengas diarreicas €
usualmente obtido por meio de varios ensaios, incluindo, sorotipagem, ensaios de
cultura em placa, microscopia, biologia molecular e imunoensaios. As principais
caracteristicas de um teste ideal para o diagnostico dessas doengas devem incluir a
rapidez, os custos relativamente baixos e a sensibilidade e especificidade do método
devem ser elevados (ANTIKAINEN et al., 2013; ZBOROMYRSKA, 2014).

O diagndstico para detecgédo de ETEC iniciou-se por meio da identificagédo dos
sorogrupos dessa bactéria. No entanto, o seu uso foi limitado em Bangladesh,
quando se tornou evidente a existéncia de um niumero muito elevado de sorotipos de
E. coli (QADRI et al., 2005). A ldentificacéo direta das enterotoxinas de ETEC tém
evoluido ao longo dos ultimos anos, e se tornou relevante pela interferéncia direta
que a deteccao dessa bactéria tém nas investigagbes epidemioldgicas direcionadas
para medidas de controle, no monitoramento dos pacientes infectados para o
tratamento imediato, na prevengao de procedimentos invasivos desnecessarios e
nos tratamentos inadequados, como o uso errado de antibiéticos (KARCH et al.,
1999; QADRI et al., 2005).

De acordo com Nataro e Kaper (1998), ETEC foi um dos primeiros micro-
organismos patogénicos para os quais foram desenvolvidas técnicas de diagndstico
molecular. Os métodos de deteccao para o diagndstico de ETEC estao diretamente
relacionados com a identificacdo de suas enterotoxinas LT/ST. Dentre os varios
métodos revistos por Quadri e colaboradores (2005), estdo listados os ensaios
fisioldgicos em coelhos, para deteccdo da toxina LT, e em ratos recém-nascidos,
para toxina ST, tidos como padrédo ouro nos primeiros diagnosticos; além destes, a
partir da década de 70, foram desenvolvidos dois ensaios com linhagens de cultura
de tecidos para deteccdo da toxina LT, sendo amplamente utilizados até o
surgimento da tecnologia de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Os
ensaios por aglutinagéo (ITO et al., 1983), ensaio de aglutinagdo de latex passiva
reversa e ensaio de coaglutinagdo estafilococcica (SCOTLAND et al., 1989),
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também mostraram-se especificos para o diagnostico de ETEC, no entanto, n&o
foram amplamente utilizados para fins de diagndstico.

Com o advento das técnicas moleculares, a partir da década de 80, novas
metodologias de diagndéstico foram elaboradas para a detecgéo das toxinas LT/ST e
dos fatores de colonizacdo (CFs) de ETEC. Tais métodos foram baseados em
analises com sondas radioativas, reacdées em cadeia da polimerase e imunoensaios
(FUJIOKA et al., 2009; STEINSLAND et al., 2003).

A técnica de reagdo em cadeia da polimerase emergiu como uma ferramenta
util para a detecgao desse patdogeno. Essa técnica pode ser realizada isoladamente
ou em combinacdo com eletroforese em gel, hibridizacdo de sondas, ou em tempo
real para a deteccado de fluorescéncia (LIU et al., 2012). Diversos estudos tém
explorado a metodologia baseada na PCR para fins de diagnéstico de ETEC e
também de outros agentes causadores da diarreia como EPEC, EHEC e EIEC
(ANTIKAINEN et al., 2013; FUJIOKA et al., 2009; LIU et al.,, 2012). No entanto,
ressalta-se que ainda ndo existe um teste de diagnéstico perfeito para ETEC, e os
testes por PCR podem ser caros, demorados e exigir mao de obra bem treinada e
especializada (SHEN et al., 2014).

Ensaios utilizando anticorpos sado ferramentas essenciais que tém sido
utilizadas no desenvolvimento de ensaios diagndsticos. De modo geral, anticorpos
policlonais sao obtidos a partir do soro de animais imunizados com o antigeno alvo e
conferem a sensibilidade ao teste (HORNBECK, 1991). O imunoensaio convencional
de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) tém elevada reprodutibilidade e
possibilidade para a quantificacdo simultdnea de um grande numero de ensaios.
Esse método tem sido amplamente utilizado para detectar a presenca de bactérias,
virus e proteinas (CHUNGLOK et al., 2011; ZHU et al., 2013). No entanto, o limite de
deteccdo de ELISA convencional para cepas de E. coli € de 10° a 10’ UFC mL™", o
que torna o método inadequado quando a dose infecciosa € menor que 100 células
(SHEN et al., 2014).

Nos ultimos anos, com surgimento da nanotecnologia, novos horizontes e
perspectivas tém sido exploradas para avancar sobre os limites de deteccédo de
patégenos (ZHOU et al., 2012). Diferentes formas, tamanhos e composicbes de
nanoparticulas tém sido utilizadas para a detecgdo de diversos microrganismos
(NAJAFI et al., 2014; SUNG et al., 2013; YANG et al., 2007). Além disso, um dos
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focos centrais no uso das nanoparticulas € o aumento da amplificacdo do sinal de
deteccdo. Um exemplo, € a utilizacdo de nanoparticulas magnéticas que tém sido
utilizadas para melhorar o limite de detecgdo de ELISA convencional (SHEN et al.,
2014; WANG et al., 2012).

A producdo de uma nova ferramenta de diagnostico para detecgdo de ETEC
por meio de nanoparticulas magnéticas associadas a anticorpos policlonais

especificos contra o fator de adesao EtpA, foi desenvolvido na presente pesquisa.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma nova ferramenta de diagndstico para deteccéo da bactéria

E. coli enterotoxigénica.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar a melhor sequéncia antigénica da proteina quimérica EtpA por
ensaios de predi¢ao in silico

e Avaliar a produgcdo de anticorpos policlonais anti-EtpA em camundongos

estimulados com a proteina recombinante EtpA de ETEC.

e Avaliar a sensibilidade e especificidade da técnica de deteccdo de ETEC,

utilizando nanoparticulas magnéticas associadas aos anticorpos anti-EtpA.



4 METODOLOGIA

4.1 Fluxograma das atividades desenvolvidas
O esquema abaixo ilustra as principais atividades realizadas no presente trabalho

Desenho do
gene EtpA

Analises In silico

Engenharia genetlca

¢ Clonagem do gene EtpA no vetor pGEM®-T Easy
* Confirmacgao da clonagem por andlise de restricio e PCR

¢ Subclonagem do gene EtpA no vetor de expressao pRSET- A
¢ Confirmagao da subclonagem por PCR e Andlise de Restricao

¢ Expressao génica em células de E. coli BL21 (DE3) pLysS™ h
¢ Purificagdo das proteinas recombinantes obtidas (EtpA-Rec)
* Excisdo da cauda de histidina da proteina recombinante )

Experimentos por Citometria de Fluxo

Produgao de Anticorpos

« Padronizagao dos anticorpos anti-EtpA para
reconhecimento de ETEC.
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EtpA-Rec
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4.2 Desenho da sequéncia de EtpA e analises genéticas in silico

A sequéncia do gene correspondente a proteina EtpA foi adquirida na base de
dados do genbank (numero de registro: AAX13509.2 - ncbi.nih.org). O desenho da
proteina recombinante foi realizado em estrutura de quimera e na sua extremidade
foi inserida uma sequéncia de restricdo para a enzima enterokinase e uma cauda de
histidina (6XHis). Por meio de analises in silico foram escolhidas trés regides da
proteina nativa que apresentaram maior imunogenicidade. O programa utilizado para
prever as regides imunogénicas foi o BepiPred 1.0 Server. Também foram
realizadas as analises in silico de predi¢cdo da acessibilidade a superficie proteica
utilizando o programa NetSurfP (ver.1.1); predicdo da desordem proteica por meio
do programa IUPRED.enzim.hu e a predigdo do peso molecular pelo programa
Expasy-ProtParam. A estrutura da proteina EtpA nativa foi visualizada no programa
I-TASSER que também corroborou para o desenho da quimera. Apds as analises
genéticas in silico, a sequéncia recombinante foi enviada para empresa IDT

(Integrated DNA Technologies) para realizar a sintese quimica da sequéncia génica.
4.3 Linhagens de micro-organismos utilizados

- Escherichia coli TOP10™ (Invitrogen) gendtipo: F— mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74 recA1 araD139 A(ara leu) 7697 galU galK rpsL
(StrR) endA1 nupG. Esta linhagem possibilitou que o DNA correspondente a EtpA,
presente nos vetores de clonagem e expressao, fossem manipulados e multiplicados
por meio da transformacgao e clonagem dessas bactérias.

- Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS™ (Life Technologies) gendtipo: F-
ompT hsdSB (rg, mg) galdcmrme131 (DE3) pLysS (CamR). Esta linhagem foi
utilizada para expressao da proteina recombinante EtpA.

- Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC). As linhagens de ETEC que foram
utilizadas no desenvolvimento da pesquisa, pertencem ao banco de amostras do
Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD-FIOCRUZ).

4.4 Meios de cultivo para bactérias

- Meio LB (Luria-Bertani) Agar: peptona bacteriolégica 10g; extrato de
levedura 5g; NaCl 10g; Agar bacteriolégico 10,5g; H2O destilada qg.s.p. 1L, pH 7.5
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(ajustado com NaOH). Este meio de cultivo foi utilizado para o crescimento das
colbnias bacterianas apds os eventos de clonagem e subclonagem.

- Meio LB (Luria-Bertani) Liquido: peptona bacteriolégica 10g; extrato de
levedura 5g; NaCl 10g; H20 destilada q.s.p. 1L, pH 7.5 (ajustado com NaOH). Este
meio de cultivo foi utilizado para crescimento das linhagens de E. coli e também para
a expressao da proteina recombinante.

- Meio SOC liquido. Composicao do meio: Bacto-triptona 2,0 %; extrato de
levedura 0,5 %; NaCl 10 mM; KCI 2,5 mM; estoque de magnésio 1 mL; estoque de
glicose 1 mL. Este meio foi utilizado na transformagao bacteriana por eletroporagao

para recuperacao das células apos o pulso elétrico.
4.5 Estratégias de Clonagem

ApoOs a sintese quimica da sequéncia génica EtpA foi realizada a insercao de
dATP (2'-deoxiadenosina 5'-trifosfato) nas extremidades do gene seguindo a
metodologia proposta pelo manual Cloning-Quick Instructions (Empresa IDT). Essa
inser¢ao foi necessaria para a realizagao da clonagem do gene no vetor pGEM®-T
Easy (Promega) (Figura 7). O vetor pPGEM®-T Easy apresenta um tamanho de 3015
pares de bases, gene que confere resisténcia ao antibiético ampicilina, origem de
replicacdo funcional em E. coli, um gene lacZa (e seu promotor) para a enzima [3-

galactosidase, e uma regiao do fago f1.
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Figura 7. Mapa e sequencia de pontos de referéncia do vetor pPGEM®-T Easy (Promega)
utilizado para clonagem do gene EtpA.

O fragmento génico correspondente a proteina EtpA foi clonada no vetor
pGEM®-T Easy com a utilizacdo da enzima T4 DNA ligase e seu tampao (2X). A
ligacao ocorreu por meio do pareamento das adeninas 3’ terminais do gene com as
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timinas 5 terminais do vetor linearizado. A relagcdo vetor/inserto utilizado na
clonagem foi de 1:3 respectivamente, e a reagdo ocorreu em um volume final de
20uL. Apds a clonagem, o sistema de ligagao foi precipitado com 1/10 V de acetato
de amoénia 7,5M e 2,5V de etanol 100% gelado.

Em seguida, foi realizada a transformagéo do sistema de ligagdo em células
de E. coli TOP 10 (Invitrogen). Foi adicionado 1,5 pyL do sistema de ligagéo
precipitado em 50 pL de células eletrocompetentes. As células foram submetidas a
pulso elétrico de 1,8kV (200 Q) em eletroporador (Mod. Eletroporator 2510
Eppendorf) com o objetivo de permitir a entrada do vetor recombinante na bactéria.
Posteriormente as células foram inoculadas em 1 mL de meio SOC e o conteudo foi
transferido para um microtubo de 1,5 mL. Esse microtubo foi incubado a 37° sob
agitacao (150 rpm) por 1 hora. Em seguida a suspensao bacteriana foi semeada nos
volumes de 50, 100 e 150 pL em 3 placas contendo meio LB sélido e 200 ug/mL de
ampicilina. As placas por sua vez, foram incubadas a 37°C durante 18 horas. Devido
a presenca do antibidtico ampicilina, foi possivel fazer a selegcdao das bactérias

transformadas.

4.5.1 Confirmagao da construg¢ao do vetor de clonagem por PCR e
analise de restrigao

Apos o crescimento dos transformantes, foram coletadas 10 colbénias
aleatoriamente. Em seguida, estas colénias foram inoculadas em meio LB liquido
contendo 100 pg/mL de ampicilina para a extragcédo do DNA plasmidial recombinante.
Apds 16 horas de crescimento, foi realizado a Mini-prep utilizando o kit: "QIAprep
Spin Miniprep Kit” de acordo com as instrugdes do fabricante (QIAGEN). Em seguida
a etapa de extragcdo do DNA plasmidial, foi realizada uma corrida eletroforética em
gel de agarose 0,8% em tampdo TBE 1X (40mM Tris, 40 mM acido bdérico e 0,5M
EDTA) para a confirmacgao do produto de extragao.

A confirmacgao da construgao do vetor de clonagem foi feita por PCR e analise
de restricdo. O gene EtpA foi amplificado por meio da técnica de Reacdo em Cadeia
da Polimerase, utilizando-se a enzima Taq DNA Polimerase (InvitrogenTM) e os
iniciadores R-EtpA e F-EtpA previamente sintetizados (Tabela 1). Foram inseridos

nas extremidades dos oligonucleotideos R-EtpA e F-EtpA as sequencias de corte
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correspondentes as enzimas de restricio EcoRl e BamHI respectivamente, para

realizar posteriormente a clonagem direcional do gene ao vetor de expressao.

Tabela 1. Sequencia nucleotidica dos iniciadores R-EtpA e F-EtpA

Iniciadores Sequéncia Sitio de restricao
R-EtpA 5- TCTAGAGAATTCTTATGCTGATCCTGCAGCA -3"  EcoRI
F-EtpA 5 - GGATCCGATGATGACGATAAG - 3 BamHiI

A reacdo de amplificagdo foi elaborada em um volume total de 25 uyl em
termociclador  Mastercycler®  personal  (Eppendorf). Foram  utilizados
aproximadamente 20 ng de DNA, 1 U (unidade) de Taqg DNA polimerase
(InvitrogenTM), tampdo da enzima Taq 1X; 0,25 mM de uma mistura de dNTPs (2’-
desoxinucleotideos 5’-trifosfatos), 1 mM de MgCl2, 5 pmol de cada iniciador e agua
deionizada esterilizada que completasse o volume de 25 yL. O programa utilizado
para amplificacdo consistiu de um ciclo de desnaturagao inicial a 94°C/5 minutos;
seguidos de 35 ciclos (ciclo = 94°C/1 minuto; 60°C/40 segundos; 72°C/1,5 minutos);
e um ciclo de extensao final a 72°C/5 minutos. O amplicon foi visualizado por meio
de eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e visualizado
sob luz ultravioleta em equipamento de fotodocumentagao.

A correta construgdo do vetor de clonagem também foi confirmada por uma
digestao analitica utilizando as endonucleases de restricao BamHI| e EcoRI conforme
descrito na tabela 2. A confirmacgéo da liberagdo da sequencia codificante de EtpA
foi visualizada por eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de

etidio (0,5ug/ml) e visualizado em luz ultravioleta.

Tabela 2. Sistema utilizado para digerir o vetor pGEM-T Easy com as enzimas
BamHI e EcoRl.

Reagentes Volume (pL)
H20 15,25
Tampao (10X) 2,5

BSA 0,25
EcoRI (20 U/uL) 1,0

BamHI (10 U/uL) 1,0

Vetor 5

Total 25
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4.6 Construgao do vetor de expressao pRSET- EtpA

O vetor utilizado para expressar a proteina EtpA na bactéria Escherichia coli
BL21 (DE3) pLysS™, foi o vetor de expressao pRSET-A (Invitrogen™) (Figura 8).
Este vetor possui um tamanho de 2.9 kb, gene que confere resisténcia ao antibiotico
ampicilina, uma regido de origem de replicagdo para vetores tipo pUC, uma regiéao

do fago f1 e o forte promotor T7 que regula a expressao do gene heterdlogo.
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Figura 8. Mapa do vetor de expressdo pRSET A,B,C. Este vetor foi utilizado para a
expressao da proteina recombinante EtpA de ETEC.

A construgao do vetor de expressao se iniciou com a retirada do inserto EtpA
do vetor de clonagem pGEM-T Easy e finalizou com ligagdo do mesmo ao vetor de
expressdao pRSET-A. A primeira etapa da construcdo foi feita por uma dupla
digestdo enzimatica em ambos os vetores com as mesmas endonucleases de
restricdo. Os vetores pGEM-T Easy e pRSET-A foram digeridos com as enzimas
BamHI e EcoRl (New England Biolabs). O sistema de digestdo foi incubado em
estufa a 37 °C durante 2 horas, sendo utilizado 1 U/ug de cada enzima e
aproximadamente 100ng de DNA. Em seguida procedeu-se uma analise qualitativa
dos produtos das digestdes por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com
brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta (UV). A segunda
etapa consistiu do processo de purificagcdo em gel de agarose dos insertos liberados
e do vetor de expressdao pRSET-A. O procedimento de purificagdo foi realizado
utilizando o kit comercial “QIAquick Gel Extraction Kit Protocol” seguindo as
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recomendagdes do fabricante (QIAGEN). Este processo foi necessario para a

realizagdo da subclonagem dos genes no vetor de expressdo pRSET-A.

4.6.1 Subclonagem do gene EtpA no vetor de expressao pRSET-A

A subclonagem ocorreu por meio da ligagdo do gene purificado EtpA ao vetor
de expressdo pRSET-A linear. Foram utilizados os seguintes reagentes nas
determinadas concentragdes: enzima T4 DNA ligase (400 U/uL), tampdo da enzima
(10X); vetor pRSET linearizado (500 ng/uL); inserto EtpA (150 ng/uL) e agua
deionizada estéril. O sistema de ligacéo foi elaborado em um volume final de 20 uL.
A reacao foi incubada por 18 horas a 16 °C obedecendo as especificacbes do
fabricante da enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs). Apdés a reacdo de
ligacéo, foi realizado o processo de precipitagdo do sistema com 1/10 V de acetato
de amobnio 7,5M e 2,5 V de etanol 100% gelado. A mistura foi incubada por 4 horas e
ap6s procedeu-se a centrifugacdo a 12.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1 mL de etanol 70% gelado. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco em temperatura ambiente.

O pellet seco foi dissolvido em 10 uL de agua deionizada estéril e estocado a 4 °C.

4.7 Confirmagao da construgcao do vetor de expressao pRSET-EtpA

Depois do evento de subclonagem, foi realizada a transformacgéo do plasmidio
recombinante (cassete de expressao) em células de E. coli TOP 10 (Invitrogen). Os
eventos de transformacado bacteriana seguiram a mesma metodologia supracitada
para o vetor de clonagem. Apds a transformacao, foi selecionado aleatoriamente das
placas oito colénias para a realizagao da extracdo do DNA plasmidial. Estas colénias
foram inoculadas em meio LB liquido contendo 100 ug/mL de ampicilina. Apés 16
horas de crescimento, as culturas foram centrifugadas e a extragdo do DNA
plasmidial foi realizada com o kit: “QIAprep Spin Miniprep Kit” de acordo com as
instrugbes do fabricante (QIAGEN). A construgdo do vetor de expressado foi
confirmada por trés metodologias diferentes que incluiram analise de restricdo, PCR

e sequenciamento.
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Inicialmente o DNA plasmidial extraido foi digerido com as endonucleases
BamHI e EcoRI. No sistema de digestao foi pré-estabelecido uma concentragao de 1
Unidade/puL de cada enzima e aproximadamente 100 ng de DNA plasmidial. A
reacdo foi incubada em estufa a 37 °C por 2 horas. A analise do resultado foi
visualizada por eletroforese em gel de agarose 1%, sob luz ultravioleta.

Na reacdo de PCR, os iniciadores R-EtpA e F-EtpA foram utilizados para
amplificar o DNA plasmidial extraido das oito colénias. As reagdes foram elaboradas
em um volume final de 25 uL e incubadas em termociclador Mastercycler® personal
(Eppendorf). O programa para as amplificagbes constituiu-se de um ciclo de
desnaturagao inicial a 94°C/5 minutos; seguido de 35 ciclos (94°C/35 s, 60°C/40 s,
72°C/90 s); e um ciclo de extensado final a 72°C/5 minutos. Para a anadlise da
presenga do produto da PCR correspondente ao gene de interesse, procedeu-se
uma corrida eletroforética em gel de agarose 1%.

A terceira e ultima metodologia empregada para a confirmagéo da construgao
foi o sequenciamento do vetor pRSET-EtpA e também dos amplicons gerados pela
PCR. O iniciador T7 sense foi usado para o sequenciamento do vetor e os
iniciadores R-EtpA e F-EtpA foram usados para o sequenciamento dos amplicons.
As reagdes foram elaboradas com o Kit Big Dye Terminator 3.1 (Life Technologies) e
sequenciadas no equipamento ABI 3130 Genetic Analyzer 96 pocgos (Applied
Biosystems). Os fragmentos obtidos no sequenciamento foram comparados com a

sequencia original do gene EtpA por meio do programa BLASTn (ncbi.nih.org).

4.8 Preparo de células eletrocompetentes de E. coli BL21 (DE3) pLysS™

As bactérias Escherichia coli da linhagem BL21 (DE3) pLysS™ foram
preparadas para se tornar eletrocompetentes e receber o cassete de expressao
resultante da subclonagem. Uma col6nia do estoque dessa linhagem de E. coli foi
inoculada em um tubo de ensaio contendo 3 mL de meio LB liquido. Esse tubo foi
incubado em agitador a 37°C por 16 horas. Em seguida, o pré-inéculo foi transferido
para um Erlenmeyer de 1L contendo 500 mL de meio LB liquido € 34 mg/mL do
antibiodtico cloranfenicol (as cepas de BL21 (DE3) pLysS™ apresentam resisténcia
ao antibidtico cloranfenicol). Apds a transferéncia, o indculo foi levado ao agitador a

temperatura de 37°C até atingir 0,6 de transmitdncia (A600) medido em


https://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_marketing/documents/generaldocuments/cms_041990.pdf
https://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_marketing/documents/generaldocuments/cms_041990.pdf
http://www.ncbi.nih.org/
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espectrofotdmetro. O frasco contendo a cultura com a D.O desejada foi resfriado em
gelo por 1 hora e seu volume foi distribuido em tubos de 50 mL. O conteudo de cada
tubo foi centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos em uma temperatura de 4°C. O
sobrenadante resultante da centrifugacao foi descartado e em seguida ressuspenso
gentilmente com 10 mL de glicerol 10% gelado e estéril. As etapas de centrifugagéo
e lavagens dos pellets foram repetidas seis vezes. Na ultima lavagem, o pellet foi
ressuspenso em 1 mL de glicerol 10% gelado, aliquotado em volume de 50 L,
congelados imediatamente e estocados em freezer — 80°C, tornando assim as

células eletrocompetentes.

4.9 Transformacao de E. coli BL21 (DE3) pLysS™ por eletroporagiao e
expressao proteica

A transformacgao foi realizada com a adi¢cao de 1 uL do cassete de expressao
recombinante em 50 uL de células eletrocompetentes. A cubeta de eletroporacéo e
as células misturadas com o DNA recombinante foram previamente resfriadas em
gelo e em seguida submetidas a um pulso elétrico de 1,9 kV (200 Q) no
Eletroporador 2510 (Eppendorf). Posteriormente as células foram inoculadas em 1
mL de meio SOC e o conteudo foi transferido para um microtubo de 2,0 mL. O
microtubo foi incubado a 37° sob agitagéo (150 rpm) por 1 hora para a recuperagao
das células recém transformadas. Os volumes de 100 e 150 pL das células foram
semeados em duas placas contendo meio LB sélido com 200 pg/mL de ampicilina e
34 mg/mL de cloranfenicol. As placas por sua vez, foram incubadas a 37°C durante
16 horas.

A expressao proteica foi realizada com cinco colénias de E. coli BL21 (DE3)
pLysS™ que cresceram apdés o evento de transformagdo com o cassete de
expressao. Estas colbnias foram escolhidas aleatoriamente das placas e pré-
inoculadas separadamente em tubos de ensaio contendo 3 mL de meio LB liquido
com 100 ug/mL de ampicilina e 34 mg/mL de cloranfenicol. Os tubos foram
incubados em agitador a 37°C durante 16 horas. Em seguida, houve a transferéncia
dos pré-inéculos para um frasco Erlenmeyer de 2 L contendo 1L de meio LB liquido
e os antibidticos ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (34 mg/mL). Apds a
transferéncia, o inéculo foi levado novamente ao agitador na mesma temperatura até

atingir uma transmitancia de A600 de 0,6 medido em espectrofotbmetro. Nesse
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momento, foi acrescido na cultura bacteriana 1 mM de IPTG (isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside). Esse reagente € um analogo sintético de lactose altamente
estavel. Sua fungcdo é inativar o repressor lac e induzir a sintese de beta-
galactosidase, uma enzima que promove a utilizagado de lactose. O IPTG é utilizado
para induzir a expressdo de genes clonados em vetores que possui o controle do
operon lac, como por exemplo, o vetor pPRSET-A. A inducdo da expressao com IPTG
foi mantida por 4 horas e depois a cultura foi centrifugada a 4000 rpm por 15 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet bacteriano formado foi armazenado

em freezer — 20 °C para o posterior processo de sonicacao.

4.10 Purificagao da proteina recombinante EtpA

Para proceder a purificacdo da proteina recombinante, inicialmente o pellet
das bactérias induzidas foi lisado por sonicagao. A sonicacao foi realizada com a
adicéo de 2,5 mL do tampao MCAC-O (20 mM de Tris pH =7,9; 0,5 M de NaCl; 10%
de glicerol e 1 mM de PMSF) nos tubos de 50 mL que continham os pellets
bacterianos. Em seguida, o conteudo sonicado foi centrifugado a 12.000 rpm a 4 °C
e o sobrenadante nativo formado foi utilizado para a purificacdo da proteina
recombinante.

A proteina recombinante foi purificada em coluna Ni-NTA-Agarose de 5 mL de
acordo com as recomendagdes do fabricante (QIAGEN). Essa coluna é uma matriz
de cromatografia de afinidade para a purificacdo de proteinas recombinantes que
possuem uma cauda de Histidina. A coluna de purificagdo é constituida de niquel
ligado ao acido nitrilotriacético, associada a uma matriz de agarose a 6% que tem
afinidade a histidina. A eluicdo da proteina EtpA foi realizada por diferenca de
concentragdo de imidazol adicionado na coluna Ni-NTA-Agarose de acordo com o
fabricante (QIAGEN). Apés a eluicao, foi feita a confirmagédo da purificagdo em gel
SDS-PAGE e western blot.

4.11 Analise da proteina recombinante em gel SDS-PAGE e Imunoblot

A andlise do resultado da expressdao e da purificacdo da proteina
recombinante EtpA foi feita por meio de eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida (SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) conforme descrito por Sambrook e colaboradores (1989) e por
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Western blot seguindo o protocolo de imunodetec¢cdo cromogénica Western Breeze
(QIAGEN).

Foram preparados quatro géis de poliacrilamida para a corrida eletroforética.
A eletroforese foi realizada em tampao de corrida Tris-glicina 1X pH 8,3 por 2 horas
em voltagem de 110V. Foi utilizado como marcador de massa molecular o marcador
PageRulerTM Unstained-Protein ladder (Fermentas Life Sciences). As amostras que
apresentavam a proteina recombinante foram ressuspensas em tampao de amostra
de eletroforese 1X (200 mM Tris-Hcl pH 6,8; 0,1% azul de bromofenol p/v; 4% SDS
v/v; B-mercaptoetanol 4%; 20% glicerol v/v), incubadas a 95 °C por 5,0 minutos e
aplicadas nos geis. Apds a corrida, trés géis foram corados por 18 horas com a
solucdo de Azul Brilhante de Coomassie G250 para a deteccido da expressao e da
purificagdo proteica. Em seguida, os géis foram descorados com solugao descorante
(100mL acido acético; 450 mL de agua; 450 mL de etanol 100%) para as analises e
fotografia.

O outro gel foi sobmetido a técnica de western blot revelado com um
anticorpo monoclonal anti-histidina seguindo as instrugdes do fabricante (QIAGEN).

A ultima etapa consistiu da fotografia do gel para as analises dos resultados.

4.12 Excisao da cauda de histidina

Antes de proceder as imunizagbes dos camundongos com a proteina
recombinante EtpA, foi necessario retirar a cauda de histidina presente na proteina
expressa. Esse experimento foi realizado para excluir a possibilidade de geragao de
resposta imune contra a cauda apos as imunizagdes. Para a produgao de anticorpos
especificos apenas contra a proteina EtpA recombinante, esta etapa exclui possiveis
reagcdes cruzadas no reconhecimento de E. coli. A excisdo foi feita pela agcao da
enzima enterokinase (NEB).

A proteina purificada (5 mL) foi concentrada na coluna Centriprep Centrifugal
Filter devices YM-3 (Millipore) por 50 minutos a 3.000 g. Apds a centrifugacéo, o
volume recuperado foi ressuspenso no tampao da enzima enterokinase (20 mM de
Tris-HCI pH = 8,0; 50 mM NaCl; 2 mM de CaCl) e entado foi adicionado a enzima. O
sistema de digestdo da cauda foi incubado por 20 horas a 23 °C. Em seguida, a
amostra foi adicionada a resina de niquel por 10 minutos. A cauda excisada foi
ligada ao niquel e o sobrenadante contendo apenas a proteina EtpA purificada foi
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eluida. Também foi retirada a enzima enterokinase do sistema por meio da resina
Tripsin Inibidor Agarose de acordo com as instrugbes do fabricante (SIGMA-
ALDRICH). A confirmagdo da excisdo da cauda de histidina foi feita em gel SDS-
PAGE.

4.13 Imunizagao dos camundongos contra a proteina EtpA recombinante

Foram utilizados para a producéo dos anticorpos anti-EtpA, dez camundongos
da linhagem Balb/C. A solicitacdo de autorizagdo para uso de animais em
experimentagcdo, foi submetida ao CEUA/INPA de acordo com a Lei Arouca
11.794/2008. O parecer consubstanciado sobre o protocolo da presente pesquisa foi
aprovado sob o numero 019/2014 conforme o anexo A.

Cinco camundongos dessa linhagem foram utilizados para o primeiro teste de
imunizagao. Os animais foram capturados e imobilizados por um curto periodo de
tempo. Em seguida, foram contidos pela parte posterior da cabeca e seguros na
palma da mao. Quatro animais foram imunizados com a proteina recombinante
purificada EtpA e um animal serviu de controle sendo imunizado apenas com
adjuvante de Freund completo. Apds as imunizagdes, os camundongos foram
anestesiados via intraperitoneal com 90 mg.Kg-' de Quetamina (Dopalen,
Vetbrands) em associagdo com 16 mg.Kg' de Xilazina (Anasedan, Vetbrands) para
a coleta do sangue por meio de venopunc¢ao da veia caudal. Todas as imunizagdes
foram realizadas na regiao intraperitoneal. Foram imunizados 50ug da proteina
recombinante purificada EtpA somadas (volume/volume) com o adjuvante de Freund
completo. Quinze dias depois, os camundongos foram novamente imunizados
(reforco) com a proteina recombinante e com adjuvante de Freund incompleto
(volume/volume). No total foram realizadas trés imuniza¢gdes com um intervalo de 15
dias cada, totalizando 45 dias. Ao final dos 45 dias, os animais foram anestesiados e
submetidos a eutanasia para a coleta do sangue total. Os soros obtidos foram
analisados pelo método de ELISA que sera descrito no préximo topico.

Apos a confirmagao da producao dos anticorpos policlonais, foi realizado uma
segunda etapa de imunizagdo com os outros 5 animais restantes. O desenho
experimental seguiu a mesma metodologia supracitada, afim de se obter maiores

concentragdes de anticorpos anti-EtpA.
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4.14 Confirmagao da producao de anti-EtpA por ELISA “Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assays”

Os soros obtidos apds a coleta foram utilizados nos testes de reatividade. O
teste de ELISA foi realizado para avaliar a resposta dos camundongos contra a
proteina recombinante imunizada. Esse teste detecta a ligacdo de um antigeno ao
seu anticorpo especifico. Quando os anticorpos reconhecem o antigeno, ocorre uma
ligagcéo especifica e forma o complexo antigeno-anticorpo. A fase subsequente € a
deteccao do anticorpo primario por um anticorpo secundario acoplado a uma
enzima. Um substrato cromogénico para a enzima produz uma mudanga de cor
visivel, o que indica a presenga do antigeno (GAN e PATEL, 2013).

O antigeno EtpA recombinante e purificado em fase fluida foi sensibilizado na
placa de microtitulacdo de 96 pocos durante 18 horas e incubada a 37 °C. Em
seguida, foi realizado o bloqueio da placa com BSA 3% e PBS 1X por duas horas.
Apds o bloqueio foi feita lavagens da placa com PBS 1X. A préxima etapa foi a
adicdo dos soros dos animais imunizados que possuiam os anticorpos policlonais
produzidos. Nessa fase, a placa foi incubada por uma hora a 37 °C. Em seguida, a
placa foi novamente lavada com PBS 1X e entdo foi adicionado o anticorpo
secundario biotinilado anti-camundongo (KPL) diluido 1/5000. Apés uma hora de
incubacdo e lavagens, houve a adicdo de Streptavidina peroxidase (1/5000). A
ultima etapa consistiu da revelagdo com a solugdo cromogénica TMB 0,1 mg/mL e
peréxido de hidogénio (H202 0,04%) diluido em tampao fosfato-citrato. A leitura

colorimétrica apos a revelagao foi feita em 450 nm em leitor de ELISA (BIORAD).

4.15 Purificagcao e quantificagdo dos anticorpos anti-EtpA obtidos apés as
imunizagées em Balb/C

A purificagdo dos soros dos camundongos imunizados foi feita em coluna de
proteina A - high salt. Foi misturado 1/10 do volume da solugdo de NaCl 3.3 mM e 1
M de borato de sddio pH 8,9 aos soros. Em seguida, os soros foram adicionados na
coluna de proteina A - high salt. A préxima etapa consistiu da lavagem da coluna
com a solucédo 3 M de NaCl e 50 mM de Borato de Sodio pH 8,9. Foi feita dez
lavagens seguidas da coluna com a adi¢ao de 1 mL por vez da solugao supracitada.
A coluna foi novamente lavada por dez vezes, porém, com a diminuicdo da

concentragdo do Borato de soédio para 10 mM. Os anticorpos foram eluidos da
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coluna pela passagem do tampéao Tris-glicina 0,1 M pH 3,0 e entdo foram estocados
a temperatura de — 20 °C.

A quantificagdo dos anticorpos purificados seguiu o método de Bradford. Para
realizar a quantificagdo, fez-se necessario a constru¢ao de uma curva padrao de
BSA. A construcido da curva foi realizada pelas variagcdes de concentracido de BSA
1% variando de 0 a 32. As leituras das absorbancias em espectrofotdbmetro foram
feitas em filtro de 595 nm. As diferentes concentragdes de BSA gerou uma equagao

da reta que foi utilizada para fazer a quantificacido dos anticorpos.

4.16 Dot Blot com peptideos sintéticos da proteina recombinante EtpA

Foram sintetizados pela empresa Peptidase 2.0 dez peptideos baseados na

sequéncia da proteina quimérica EtpA conforme a tabela 3.

Tabela 3. Sequéncias dos peptideos sintéticos baseado na proteina recombinante EtpA.

Sequéncias dos peptideos Sequéncias dos peptideos - Sequéncia do peptideo
Epitopo 1 Epitopo 2 Epitopo 3:

1.1-VGNAKATGSVEGEKSPRRGV
1.2-EGEKSPRRGVRAMALSLLSG | 2.1 - ITATGGQGGGEVYVGGGWQG | VSKTETTQSPPHTQFAPTAA
1.3-RAMALSLLSGMMIMAHPAMS
1.4-MMIMAHPAMSANLPTGGQIV | 2.2 - GQGGGEVYVGGGWQGKDSNI
1.5-NLPTGGQIVAGSGSIQTPSG

1.6-AGSGSIQTPSGNQMNIHQNS
1.7-QMNIHQNSQNMVANWNSFDI

Esses peptideos foram utilizados para o determinar quais regides da proteina
recombinante foram imunogénicas. O mapeamento dos epitopos foi realizado pela
técnica de dot blot utilizando os peptideos sintetizados contra um pool de soros dos
animais imunizados com a proteina recombinante EtpA.

A membrana de nitrocelulose (MN) foi recortada e disposta num aparelho de
blot (Minifoldtm SRC-96) de 96 pocos onde adicionou-se, em cada pogo, 50 uL de
uma solucdo de PBS 1X. As membranas contendo os peptideos sintéticos foram
lavadas trés vezes com tampao PBS 1X pH 7.4 e entdo saturadas em solugao
contendo 1 mL de tampé&o de bloqueio (coating buffer, Sigma) e 0,5 g de sacarose,
em 20 mL de tampao PBS-Tween 0,1%, overnight. Em seguida, a membrana foi
lavada com o tampao PBS-Tween 0,1% e incubada com o pool de soros dos

camundongos, diluido na mesma solugdo bloqueio, durante 1h e 30 min sob
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agitacdo constante. Apos a incubagdo, a membrana foi lavada com PBS-Tween
0,01% por 10 min. A revelacdo foi realizada com o anticorpo secundario ligado a

fosfatase alcalina.

4.17 Imunofenotipagem de bactérias por citometria de fluxo

4171 Teste de padronizagdo dos anticorpos anti-EtpA para
reconhecimento de bactérias ETEC.

Para a deteccdo da proteina EtpA encontrada nos flagelos das bactérias
ETEC nativa foi utilizado os anticorpos anti-EtpA purificados (concentragdo de
1ug/pL). O reconhecimento especifico dos anticorpos anti-EtpA contra a proteina
alvo de ETEC foi avaliado por citometria de fluxo, a fim de se obter valores
numéricos precisos desse reconhecimento por meio da analise de fluorescéncia de
anticorpos anti-IgG mouse (2°) conjugados ao fluorocromo Alexa fluor 488 na
concentracido de 1uL/200 uL de PBS-Wash 1X.

Os experimentos foram realizados por citometria de fluxo no equipamento BD
FACSCanto™ Il (BD). Inicialmente duas amostras clinicas de ETEC padrao mais um
controle negativo para EtpA (EPEC) pertencentes ao banco de amostras da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz Amazénia) foram utilizadas no teste. As amostras
foram crescidas em meio LB liquido a 37 °C por 16 horas e apés foram centrifugadas
a 14.000 rpm em temperatura ambiente. O pellet formado foi lavado trés vezes com
PBS-Wash filtrado (PBS 1X; 5% de Albumina; 1% de Azida pH 7,2) e ressuspensos
com 300 pL da mesma solugdo. Foram adicionados aos pellets os anticorpos
policlonais purificados (diluido 1/50 em PBS-Wash) e posteriormente as amostras
foram incubadas por 45 minutos em temperatura ambiente. Apdés o periodo de
incubacao, as amostras foram lavadas trés vezes por centrifugacao (5000 rpm) com
PBS-Wash. A etapa seguinte foi da adicao do anticorpo secundario Anti-lgG Mouse
(Alexa Fluor 488) diluido 1/200 em PBS-Wash. Apds a adicdo do anticorpo
secundario as amostras foram incubadas por 45 minutos, lavadas novamente com
PBS-Wash por trés vezes por centrifugagdo e lidas no citometro de fluxo BD
FACSCanto™ Il (BD). O experimento supracitado foi realizado trés vezes, a fim de
analisar a reprodutibilidade e gerar confiabilidade nos resultados obtidos.


http://www.bd.com/scripts/brasil/productsdrilldown.asp?CatID=114&SubID=311&siteID=10056&d=brasil&s=brasil&sTitle=&metaTitle=Portf%C3%B3lio+Cl%C3%ADnico%3A+cit%C3%B4metros+de+fluxo%2C+reagentes+e+softwares&dc=brasil&dcTitle=BD+%2D+Brasil#4309
http://www.bd.com/scripts/brasil/productsdrilldown.asp?CatID=114&SubID=311&siteID=10056&d=brasil&s=brasil&sTitle=&metaTitle=Portf%C3%B3lio+Cl%C3%ADnico%3A+cit%C3%B4metros+de+fluxo%2C+reagentes+e+softwares&dc=brasil&dcTitle=BD+%2D+Brasil#4309
http://www.bd.com/scripts/brasil/productsdrilldown.asp?CatID=114&SubID=311&siteID=10056&d=brasil&s=brasil&sTitle=&metaTitle=Portf%C3%B3lio+Cl%C3%ADnico%3A+cit%C3%B4metros+de+fluxo%2C+reagentes+e+softwares&dc=brasil&dcTitle=BD+%2D+Brasil#4309
http://www.bd.com/scripts/brasil/productsdrilldown.asp?CatID=114&SubID=311&siteID=10056&d=brasil&s=brasil&sTitle=&metaTitle=Portf%C3%B3lio+Cl%C3%ADnico%3A+cit%C3%B4metros+de+fluxo%2C+reagentes+e+softwares&dc=brasil&dcTitle=BD+%2D+Brasil#4309
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4.17.2 - Padronizagcao do experimento de especificidade dos anticorpos
anti-EtpA contra isolados de E. coli diarreiogénicas.

Apos a padronizacdo dos titulos dos anticorpos primarios e secundarios, foi
avaliado por citometria de fluxo a especificidade do anticorpo anti-EtpA contra as
cepas de ETEC. Deste modo, os anticorpos anti-EtpA produzidos foram analisados
contra diferentes cepas de E. coli diarreiogénicas.

Inicialmente as amostras de E. coli diarreiogénicas EHEC; EAEC; EIEC;
EPEC; DAEC e ETEC pertencentes ao banco de amostras da Fundacdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz Amazénia) foram crescidas separadamente em tubos de ensaio
contendo meio LB liquido. Apds o crescimento das cepas (37 °C por 16 horas), as
bactérias foram centrifugadas a 14.000 rpm em temperatura ambiente. Os pellets
formados foram lavados trés vezes com PBS-Wash filtrado (PBS 1X; 5% de
Albumina; 1% de Azida pH 7,2) e ressuspensos com 300 yL da mesma solugao.
Foram adicionados aos pellets os anticorpos policlonais purificados anti-EtpA
(diluido 1/50 em PBS-Wash) e posteriormente as amostras foram incubadas por 60
minutos em temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacdo, as amostras foram
novamente lavadas por trés vezes por centrifugacao (5000 rpom) com PBS-Wash. Em
seguida foram adicionados aos tubos o anticorpo secundario Anti-lgG Mouse (Alexa
Fluor 488) diluido 1/200. Em seguida as amostras foram incubadas por 45 minutos,
lavadas novamente com PBS-Wash por trés vezes por centrifugagcéo e levadas ao
citometro de fluxo BD FACSCanto™ Il (BD) para as leituras e analises.

O experimento supracitado também foi repetido trés vezes, a fim de analisar a

reprodutibilidade e gerar confiabilidade nos resultados obtidos.

4.17.3 Avaliagcao da deteccao da proteina EtpA entre diferentes isolados de
ETEC por citometria de fluxo.

Com o objetivo de avaliar o grau de reconhecimento dos anticorpos anti-EtpA
entre diferentes isolados de ETEC, foram contabilizados por citometria de fluxo as
porcentagens de reconhecimento da proteina EtpA entre 11 isolados diferentes de
ETEC. Esses isolados foram escolhidos aleatoriamente do banco de amostras
clinicas de E. coli da Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz Amazénia). A busca pelas
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bactérias classificadas como ETEC foram feitas por PCR utilizando um par de
iniciadores dirigidos contra a regido conservada de EtpA.

O gene EtpA foi amplificado por meio da técnica de Reagdo em Cadeia da
Polimerase, utilizando-se a enzima Taq DNA Polimerase (InvitrogenTM) e os primers
previamente sintetizados (R-EtpA 5- CTAGAGAATTCTTATGCTGATCCTGCAGCA
-3 e F-EtpA 5" - GGATCCGATGATGACGATAAG - 3°).

A reacdo de amplificagdo foi elaborada em um volume total de 25 uyl em
termociclador  Mastercycler®  personal  (Eppendorf). Foram  utilizados
aproximadamente 20 ng de DNA de cada amostra, 1 U (unidade) de Tag DNA
polimerase (InvitrogenTM), tamp&o da enzima Taqg 1X; 0,25 mM de uma mistura de
dNTPs (2’-desoxinucleotideos 5’-trifosfatos), 1 mM de MgClz, 5 pmol de cada
iniciador e agua deionizada esterilizada que completasse o volume de 25 pL. O
programa utilizado para amplificagdo consistiu de um ciclo de desnaturagao inicial a
94°C/5 minutos; seguidos de 35 ciclos (ciclo = 94°C/1 minuto; 60°C/40 segundos;
72°C/1,5 minutos); e um ciclo de extensao final a 72°C/5 minutos. O amplicon foi
visualizado por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo
de etidio e visualizado sob luz ultravioleta em equipamento de fotodocumentacgao.

Os diferentes isolados confirmados como ETEC foram crescidos em meio LB
a 37°C por 16 horas e ap6s foi realizado o experimento de imunofenotipagem

conforme descrito no item 4.17.1.
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4.18 Acoplamento dos anticorpos anti-EtpA as nanoparticulas magnéticas
(Beads).

As nanoparticulas magnéticas foram inicialmente ativadas para o
acoplamento dos anticorpos produzidos. Foram pesado 20 mg de beads e apos foi
adicionado 1 mL de agua ultrapura. Em seguida a mistura foi agitada por vortex e
submetido a base magnética para a decantagdo das beads. O sobrenadante foi
retirado e entéo foi adicionado o tamp&o de acoplamento (10 mM potéassio fosfato +
0,15 M NaCl pH 5,5). Apos a adigdo do tampao, a solugéo foi agitada no vortex. Em
seguida, a solugdo foi incubada por 3 minutos em temperatura ambiente sem
agitacdo, e o sobrenadante foi retirado apds o processo de decantagcédo. Esse
procedimento foi repetido 2 vezes.

O acoplamento dos anticorpos as beads foi realizado apds a retirada do
sobrenadante. Foi adicionado 1ug/uL dos anticorpos anti-EtpA purificados e sem a
cauda de histidina na solucdo de beads previamente ativadas. Apos a adicao dos
anticorpos a solugao foi homogeneizada por agitagdo em vértex durante 3 minutos.
Foi adicionado a solugdo um volume de 400 pL de EDAC [Cloreto de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropril) carbodiimida] a 570 ug/mL. Em seguida a solugao foi incubada
durante 24 horas sob agitacao lenta.

Apods o tempo de incubagao, a solugéo foi colocada na base magnética e o
sobrenadante foi retirado e armazenado a 4 °C. As beads com os anticorpos anti-
EtpA acoplados foram entao lavadas 2 vezes com 1 mL do tampao de lavagem (10
Mm tris base + 0,15 M NaCl + 0,1% BSA + 1 mM EDTA+ 0,1% Azida - pH 7.5). Apos
as lavagens foi realizado o bloqueio da solugao contendo os anticorpos adicionados
as beads. A solucgéao foi incubada por uma 1 hora em 500 pL de tampao de bloqueio
(1 M de glicina pH 8.0). Ap6s o periodo de bloqueio, a solugao foi novamente lavada
por 2 vezes com tampao de lavagem e apods foi ressuspensa com o tampao de
acoplamento. Apds esses procedimentos, as beads acopladas foram armazenadas a
4 °C.
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4.19 Ensaios de separagao imunomagnético por Beads associadas ao
anticorpo Anti-EtpA.

4.19.1 Padronizagcdao da marcacao do material genético das bactérias
ETEC com o corante Brometo de Etideo para detec¢cao em citometria de fluxo.

Para avaliar a detecgdo das bactérias ETEC utilizando beads magnéticas
associadas ao anticorpo anti-EtpA, foi realizado um ensaio de padronizagdo com o
corante Brometo de Etidio — EtBr (FL3- Percp) para marcar o material genético das
bactérias. Inicialmente as bactérias cresceram por 16 horam em meio LB liquido e
apo6s foram centrifugadas a 14.000 rpm por 3 minutos. Os pellets formados foram
resuspensos em 50 pL de brometo diluido (8 uL de Brometo em 5 mL de PBS 1X).
Em seguida, a solugao foi incubada por 30 minutos no escuro. Apds o periodo de
incubacéo, os pellets foram lavados duas vezes por centrifugacao utilizando PBS 1X
para retirar o excesso de brometo. A marcacio das bactérias foi analisada por meio
do deslocamento da fluorescéncia no citometro de fluxo.

Depois dos ensaios de padronizagao das concentracées do corante brometo
de etideo, anti-EtpA e anti-IgG Mouse Alexa fluor 488, foi realizado o teste de
captura com beads magnéticas com dois isolados diferentes de ETEC confirmados

anteriormente por PCR e citometria.

4.19.2. Deteccao de bactérias ETEC por Beads magnéticas associadas
ao anticorpo Anti-EtpA.

As amostras clinicas de ETEC pertencentes ao banco de amostras do
Instituto Lebnidas e Maria Deane (ILMD-FIOCRUZ) nomeadas como 144 e 178
foram utilizadas nos ensaios para a detecgdo por beads. As culturas puras de
bactérias foram cultivadas em caldo nutriente a 37 °C durante 16 horas antes da sua
utilizacdo. Apds o crescimento, as cepas foram marcadas com o corante brometo de
etideo conforme descrito no item anterior. Em seguida, as bactérias marcadas foram
ressuspensas em 450 uyL de PBS 1X e entdo foi adicionado 2 pL das beads
magneéticas associadas ao anticorpo anti-EtpA. Apos a adi¢gao das beads, a solugao
foi incubada em agitagao lenta por 1 hora. Em seguida, as amostras foram lavadas
com PBS 1 X utilizando a rack magnética. Primeiro adicionou-se 1 mL de PBS 1X na
solugdo que continha as beads mais bactérias marcadas com FL3- Percp; apds o
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tubo foi condicionado na rack magnética e entdo as beads foram puxadas pela forga
magnética para a lateral do tubo, apos o sobrenadante foi retirado. Esse
procedimento de lavagem foi realizado 10 vezes com as amostras ETEC e também
com os tubos identificados como controles da reagao.

Apds as lavagens o anticorpo secundario anti-lgG mouse conjugados ao
fluorocromo Alexa fluor 488 na concentracdo de 1uL/200 pL foi adicionado nos
tubos. As amostras foram incubadas durante 30 minutos e depois foi realizado
novamente a etapa de 10 lavagens com PBS 1X utilizando a magna rack. Depois
das ultimas lavagens, as amostras foram ressuspensas em 200 pL de PBS e
transferidas para tubos de ensaio para serem lidas no citometro de fluxo BD
FACSCanto™ Il (BD).

Os controles da reagao foram divididos em 6 tubos denominados de C1:
apenas beads magnéticas; C2: beads bloqueadas + anticorpos secundarios; C3:
beads + anticorpo primario (anti-EtpA) + anticorpo secundario; C4: Bactéria marcada
com brometo; C5: somente a cepa bacteriana 144; C6: somente a cepa bacteriana
178. Esse experimento foi repetido por trés vezes, a fim de analisar a
reprodutibilidade e gerar confiabilidade nos resultados obtidos.

Também foi realizado o mesmo experimento supracitado para avaliar a
especificidade de captura das beads acopladas com anti-EtpA contra diferentes
isolados de E. coli diarreiogénicas (DAEC; EPEC; EIEC; EAEC e ETEC).

4.20 Analises de citometria e confecgao dos graficos

Os graficos obtidos de todos os resultados submetidos ao citometro de fluxo
foram analisados pela intensidade de fluorescéncia dos anticorpos utilizados nos
experimentos e também das bactérias marcadas com EtBr (FL3- Percp). As analises
foram feitas pelos programas FACS DIVA e posteriormente reanalisadas pelo
programa Flow-Jo versao 10.0. A confecgao dos graficos apos analises de citometria

de fluxo foram realizadas utilizando o software Graph Pad Prism 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises in silico de EtpA

A sequéncia da proteina EtpA nativa obtida no genbank (AAX13509.2 -
ncbi.nih.org) e modelada no programa I-TASSER gerou uma estrutura tridimensional
conforme a figura 9. De acordo com Zhang (2008), o programa I-TASSER (lterative
Threading ASSEmbly Refinement) € uma abordagem hierarquica de modelagem de
estrutura de proteinas baseada na estrutura secundaria aprimoradas pelo perfil de
alinhamentos. Segundo o autor, o programa de bioinformatica gerou as melhores
previsdes de estrutura 3D entre todos os servidores automatizados.

A quimera foi desenhada com trés epitopos conforme a predicdo da
acessibilidade para a superficie proteica, regides imunogénicas e analises da
estrutura tridimendional. As regides imunogénicas analisadas no programa BepiPred
1.0 foi de acordo com a localizacdo de epitopos lineares de células B usando uma
combinacdo de um modelo de Markov oculto e um método de propensao em escala.
De acordo com Pushpakumara e colaboradores (2016), este modelo destina-se
principalmente as propriedades dos epitopos, tais como hidrofilicidade, flexibilidade,
acessibilidade, voltas, exposi¢ao, superficie, polaridade e propensao antigénica. Os

epitopos escolhidos apds as analises in silico estao apresentados na tabela 4.

Tabela 4. Sequéncias dos trés epitopos escolhidos para a sintese do gene EtpA.

Epitopos Sequéncia de Aminoacidos

1 VGNAKATGSVEGEKSPRRGVRAMALSLLSGMMIMAHPAMSANLP
TGGQIVAGSGSIQTPSGNQMNIHQNSQNMVANWNSFDI

ITATGGQGGGEVYVGGGWQGKDSNI

VSKTETTQSPPHTQFAPTAAGSA

Os aminoacidos escolhidos para os epitopos 1, 2 e 3 da proteina nativa foram
nos intervalos do 25° ao 107° 350° ao 374° e do 470° ao 492°, respectivamente.
Apods a escolha dos epitopos alvo, foi realizado a sintese quimica das sequencias do

gene conforme demonstrado no anexo B.
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Figura 9. Modelagem tridimensional da proteina nativa EtpA para analises e desenho da
quimera (I-Tasser).

5.2 Analise da construcao do vetor de clonagem por PCR e digestao
enzimatica

As hospedeiras de E. coli TOP10 foram transformadas com o vetor de
clonagem pGEM T- Easy ligado com a sequéncia EtpA recombinante. Diversos
transformantes foram obtidos em meio de cultivo LB sélido. Apds a extragao do DNA
plasmidial dos transformantes, os plasmideos foram utilizados para a confirmagao
da construcéo do vetor de clonagem via PCR e analise de restricdo. A confirmacgao
da clonagem da sequéncia do gene sintético de EtpA feita por PCR com os primers
R-EtpA e F-EtpA pode ser observada na figura 10. O tamanho do amplicon gerado

foi de 500 pb como o esperado.

5002[_)|

Figura 10. Analise dos produtos da PCR das amostras 1; 2; 3; 4; 5 que foram amplificados
no vetor pGEM T-EtpA. M - Marcador de massa molecular de 500 pb (Ludwigbiotec).



57

A proteina EtpA nativa possui um tamanho de 177 kDa (FLECKENSTEIN et
al., 2006). Normalmente proteinas de membrana e proteinas com pesos moleculares
acima de 60 kDa se tornam mais dificeis de expressar, principalmente pela possivel
formacao de corpos de inclusdo e o problema da toxicidade proteica. Quando um
gene estranho € introduzido em E. coli, o controle tempo/espacgo de sua expressao é
perdido. O polipeptideo recombinante pode diferir da fonte original em termos de pH,
osmolaridade, potencial redutor, cofatores e mecanismos de dobragem. O problema
da toxicidade da proteina pode surgir quando a proteina recombinante de elevado
peso molecular desempenha uma fungdo desnecessaria e prejudicial na célula
hospedeira. Esta funcéo interfere com a proliferagdo normal e a homeostase do
microrganismo, e o resultado visivel é a taxa de crescimento mais lenta, a baixa
densidade celular final e a morte (DONG et al., 1995; ROSANO e CECCARELLI,
2014).

Desta forma, nods resolvemos optar pela construgdo de uma proteina
recombinante quimérica com um peso molecular bem menor quando comparada a
proteina nativa. No resultado acima podemos observar o amplicon de 500pb que
corresponde apenas a quimera construida com as regides mais imunogénicas
anteriormente analisadas in silico.

Apos a reacdo da PCR, também foi realizada uma digestao analitica para a
confirmagao do inserto no vetor de clonagem. Foi utilizada para a montagem do
sistema de digestdo a amostra numero 1. O plasmideo foi duplamente digerido com

as endonucleases EcoRI e BamHI conforme mostrado na figura 11.

Figura 11. 1) Analise do perfil de restricdo do plasmideo recombinante com as enzimas
EcoRl e BamHIl. 2) Vetor nado digerido. M - Marcador de massa molecular 1 Kb
(Ludwigbiotec).
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Podemos observar na figura 11 a liberagao do inserto (indicado pela flecha)
que apresenta peso molecular de aproximadamente 500 pares de bases conforme o
esperado. Também visualizamos o vetor linear pGEMT-Easy nao digerido com 3015
pb. Apos a confirmagdo da construcdo do vetor pGEM T-EtpA foi realizado a

construcao do vetor de expressao.

5.3 Analise da construgao do vetor de expressao pRSET-EtpA

Na montagem do vetor de expresséo o plasmideo pGEM T-EtpA e o vetor de
expressao pRSET-A foram digeridos com as enzimas de restricdo EcoR|l e BamHl.
Apos a digestdo, o gene liberado e o vetor de expressao linearizado foram
purificados do gel de agarose. O gene purificado pelo kit QIAquick Gel Extraction Kit
Protocol” foi visualizado analiticamente em gel de agarose 1% conforme mostrado

na figura 12.

100091}|
500pb,

Figura 12. Perfil eletroforético do gene EtpA purificado. M - marcador de massa molecular 1
Kb (Ludwigbiotec).

O gene EtpA purificado foi subclonado ao vetor de expressao pRSET-A pela
acao da enzima T4 DNA ligase. O sistema de ligacdo foi precipitado e as
hospedeiras da linhagem TOP10 foram transformadas por eletroporacdo. Apds a
transformacao, seis coldénias foram selecionadas aleatoriamente do meio de cultivo

contendo ampicilina. Procedeu-se entdo a extragdo do DNA plasmidial e a



59

confirmagao da constru¢cao do cassete de expressao via PCR, analise de restricao e
sequenciamento. O resultado da construcdo do plasmideo recombinante pRSET-
EtpA por digestdo com as endonucleases EcoR|l e BamHI, foi avaliado em gel de
agarose. O fragmento correspondente ao gene de estudo foi liberado da amostra 2 e
5 e apresentou um tamanho de 500 pb. O vetor de expressdo apresentou um
tamanho de aproximadamente 2.900 pares de bases, assim como representado na

figura 13.

Figura 13. Perfil de Analise de restricao do cassete de expressdo pRSET-Etpa. Amostras 2
e 5 confirmando a correta construcao do vetor com o tamanho das bandas esperadas. M -
Marcador de massa molecular 1Kb (Ludwigbiotec).

As amostras 2 e 5 foram utilizadas no sequenciamento. As sequencias de
EtpA que estavam no vetor de expressao apresentaram 99% de similaridade com a
sequencia depositada no banco de dados apds as analises no programa BLASTn.

Com esse resultado foi confirmada a correta construgao do cassete de expressao.

5.4 Confirmagao da expressao proteica por imunoblot

O imunoblot do pellet das proteinas insoluveis e do sobrenadante nativo que
foram formados apds a inducao proteica seguido das sonicagdes € apresentado na
figura 14. O resultado foi positivo na deteccdo da proteina recombinante expressa
por meio do reconhecimento do anticorpo monoclonal anti-histidina a cauda de
histidina que estava acoplado na proteina EtpA.

A cauda de purificagdo mais comum e utilizada em laboratérios em todo o

mundo € a cauda de Poli-histidina ou His-tag. O pequeno tamanho, o custo
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relativamente baixo e seu efeito minimo ou nenhum na estrutura ou funcédo da
proteina alvo, fizeram da cauda de histidina um sucesso de utilizagdo nos processos

de detecgao da expressao e purificagao proteica (WOOD, 2014).

Deteccédo da
cauda de 6xHis

i

F e

Figura 14. Imunoblot contra a cauda de histidina para a detecg¢ao da proteina EtpA expressa
em E. coli BL21. M - Marcador de massa molecular preparado com diferentes proteinas
(caseiro).

5.5 Expressao de pRSET-EtpA em BL21 e purificagao proteica

A linhagem de E. coli BL21 (DE3) pLysS™ foi transformada com as amostras
2 e 5 para realizar a expressao de EtpA. Esta linhagem foi escolhida pois possui
diversas vantagens para a expressdao de genes heterdlogos. Essas células sao
deficientes na protease Lon, que degrada muitas proteinas estranhas. Outro gene
ausente do genoma de BL21 é o que codifica para a protease de membrana externa
OmpT, cuja funcdo é degradar proteinas extracelulares. Como essa linhagem néao
possui OmpT, a proteina recombinante expressa nao pode ser clivada por esse
mecanismo (GRODBERG e DUNN, 1988). Além disso, a perda plasmidica € impedida
gracas a mutacdo denominada hsdSB presente na linhagem parental (B834) que
deu origem a BL21. Como resultado desta mutagdo, a metilagdo e degradacao do
DNA ¢ interrompida (ROSANO e CECCARELLI, 2014).

Quando o gene de interesse é clonado sob um promotor T7, a enzima T7
RNA polimerase deve ser fornecida. A popular linhagem BL21 (DE3) pLysS™
contém o gene da RNA polimerase T7 controlado pelo promotor lacUV5 no seu DNA
cromossOmico e o gene da lisozima T7 no plasmideo pLysS. A RNA-polimerase T7 &

expressa por adicao de isopropil-1-tio-p-D-galactopiranosideo (IPTG) que induz uma
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expressao proteica de alto nivel a partir de vetores de expressdo que sao acionados
pelo promotor T7 (por exemplo, pRSET). A lisozima T7 suprime a atividade da RNA
polimerase T7, que reduz a expressao da proteina a nivel basal a partir do gene de
interesse. Esse mecanismo é importante caso a proteina seja toxica para as células
bacterianas. A presenca da lisozima T7 aumenta a tolerancia dessas E. coli contra a
toxicidade. O plasmideo pLysS também contém um gene de resisténcia ao
cloranfenicol e uma origem de replicagdo p15A que € compativel com os vetores
pBR322 e plasmideos derivados de pUC. Todas essas caracteristicas fazem de
BL21 (DE3) pLysS™ e os seus derivados as linhagens mais utilizadas para a
expressao de proteinas heterdlogas (MOFFATT e STUDIER, 1988; PAN e
MALCON, 2000; (ROSANO e CECCARELLI, 2014).

A inducdo da expressao de pRSET-EtpA em E. coli BL21 (DE3) pLysS™ foi
realizada pela adicdo do indutor IPTG e teve a duragdo de 4 horas. Apds esse
periodo as culturas foram centrifugadas e os pellets formados foram sonicados para
proceder a purificagcdo proteica. Apds a sonicacdo, 0s sobrenadantes nativos
formados foram purificados trés vezes em coluna Ni-NTA-Agarose. A analise dos
resultados da expressao e da purificagao da proteina recombinante EtpA feita por
SDS-PAGE estdo representadas nas figuras 15 e 16. A Figura 15 mostra as
sequencias das primeiras lavagens com MCAC - 0, MCAC - 20; MCAC - 40; MCAC -
60 e MCAC — 80 e as quatro primeiras eluicbes da proteina EtpA realizadas com

100 e 200 mM de Imidazol, respectivamente.
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Figura 15. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE da proteina recombinante EtpA expressa
pelos clones 2 e 5. Lavagens e primeiras eluigdes com diferentes concentragbes de
Imidazol. Setas indicam as bandas correspondentes a proteina expressa. M — Marcador de
massa molecular (Color Plus Biolabs: 10-230 kDa).

A figura 16 mostra as elui¢des utilizando diferentes concentragdes de Imidazol
(de 300 até 700 mM). A eluicdo 300-E2 apresentou a maior concentragdo proteica

(indicado pela seta).

E—

300 E1 300 E2 400 E1 400 E2 500 E1

Figura 16. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE das eluicbes da proteina EtpA purificada
em coluna Ni-NTA-Agarose. M — Marcador de massa molecular (Color Plus Biolabs: 10-230
kDa).

A proteina recombinante EtpA purificada apresentou um tamanho de
aproximadamente 16 kDa, resultado consistente com as analises in silico realizadas

anteriormente.

5.6 Analise da excisdao da cauda de histidina

Embora os marcadores de afinidade como a cauda de histidina sejam
frequentemente utilizados para facilitar a expressdo e purificacdo de proteinas
recombinantes, cada marcador, seja grande ou pequeno, tem o potencial de
interferir na estrutura e fungao da proteina recombinante na qual ele esta fusionado.
Por esta razao, sdo necessarios métodos confiaveis para a remogao dessas caudas
de afinidade e apenas algumas enzimas tém a especificidade requerida para agir
neste propésito (WAUGH, 2011).
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A enterokinase ou enteropeptidase € um heterodimero ligado por pontes de
dissulfeto composto de cadeias "pesadas" e "leves" (com pesos moleculares
aparentes de 110 e 35 kDa, respectivamente), que sdo extensivamente glicosiladas.
Avancos recentes facilitaram a producdo de uma cadeia leve recombinante no
periplasma de E. coli (New England Biolabs). Essa protease especifica catalisa a
hidrolise das ligagdes peptidicas em proteinas e, ao contrario de outras quinases,
nao catalisa a transferéncia de grupos fosfato. A enterokinase exibe atividade
semelhante a tripsina, clivando as proteinas apds a lisina no sitio especifico (Asp-
Asp-Asp-Asp-Lys) (ANDERSON et al., 1977; LIEPNIEKS e LIGHT, 1979; WAUGH,
2011).

Desta forma, utilizamos a enzima enterokinase (NEB) para a clivagem da
cauda de histidina que estava fusionada a proteina EtpA. A excisdao da cauda de
histidina pode ser observada na figura 17. Visualmente é possivel notar que a banda
proteica sem a cauda apresenta um menor peso molecular quando comparada com

a banda que representa EtpA fusionada com His-tag.
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Figura 17. Perfil Eletroforético da excisdo da cauda de histidina pela agédo da enzima
enterokinase. Seta mostrando as bandas proteicas com e sem cauda respectivamente. M —
Marcador de massa molecular (Color Plus Biolabs: 10-230 kDa).
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5.7 ELISA indireto com os anticorpos policlonais produzidos

Um teste de ELISA indireto foi realizado com os anticorpos policlonais anti-
EtpA produzidos por quatro animais contra a proteina EtpA imobilizada na placa. Os
resultados do teste com a imunizacdo da proteina EtpA recombinante purificada e
sem cauda de histidina estdo representados na figura 18. O animal que melhor
respondeu as imunizagdes foi o camundongo denominado como C4. Esse animal
produziu anticorpos policlonais anti-EtpA que na leitura do teste de ELISA
apresentou apdés a terceira imunizacdo uma D.O de aproximadamente 0,7. O
segundo animal que melhor respondeu as imunizag¢des foi o camundongo C1 (D.O =
0,6). Um animal serviu de controle, sendo imunizado apenas com adjuvante de
Freund completo. Esse camundongo esta representado no grafico pela linha preta.
Os resultados do teste de ELISA indireto confirmam que apds trés imunizagdes
seguindo intervalos de 15 dias em 15 dias, os camundongos respondem
imunologicamente contra a proteina recombinante imunizada, produzindo assim

anticorpos policlonais.
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Figura 18. Gréfico representando os resultados do primeiro teste de ELISA indireto para os
anticorpos policlonais produzidos contra a proteina EtpA. C1 a C4: animais imunizados com
EtpA purificada. CADJ -: animal imunizado apenas com adjuvante.
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5.8 Mapeamento de epitopos da proteina quimérica EtpA

Com o objetivo de determinar as regides imunogénicas da proteina
recombinante, realizamos o mapeamento de epitopos utilizando peptideos sintéticos
conforme descritos na tabela 3. Foi reativo ao pool de soros dos animais imunizados

apenas o peptideo 1.1, conforme demonstrado na figura 19.

EtpA_rec
—

Figura 19. Dot blot com peptideos sintetizados a partir da sequéncia quimérica de EtpA.
Circulo amarelo destaca a revelagado do peptideo numero 1.1 do epitopo 1 contra o pool de
soros dos camundongos imunizados. O quadro verde representa os controles positivos de 2
lisados bacterianos, e o dot apontado pela flecha representa a proteina EtpA-Recombinante.

Apods as analises da sequéncia da proteina quimérica no programa BepiPred
1.0 Server, foi possivel observar que a regido correspondente ao peptideo 1.1
apresenta uma alta probabilidade de ser reconhecido por células B (Figura 20).
Porém, outras regides também apresentaram alta probabilidade de serem
reconhecidas segundo o programa como, por exemplo, a regido C-terminal da
proteina recombinante. Contudo, os resultados obtidos no dot blot indicam uma

reatividade especifica na por¢gao N-terminal da proteina recombinante.
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Figura 20. Perfil das regides imunogénicas da proteina recombinante EtpA. Andlise predita
no programa BepiPred 1.0 Server.
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5.9 Imunofenotipagem de bactérias por citometria de fluxo

Os resultados dos experimentos de imunofenotipagem com as amostras
clinicas de ETEC e outras cepas de E. coli diarreiogénicas foram analisados por
citometria de fluxo. As populacbes de bactérias foram analisadas por tamanho
(FSC), granulosidade (SSC) e fluorescéncias emitidas por meio das marcagdes.

A citometria de fluxo permite analises multiparamétricas de caracteristicas
morfolégicas das células, interagbes entre moléculas celulares e avaliagao
qualitativa e quantitativa da composicdo de bactérias diretamente do material
analisado sem a necessidade do cultivo (JUZWA e CZACZYK, 2012). O uso de
citometria de fluxo em microbiologia foi originalmente limitado a quantificacdo de
células de culturas puras, uma vez que particulas inorganicas podem interferir
fortemente com as contagens bacterianas (CZECHOWSKA et al., 2008).

Uma das alternativas mais promissoras consiste na contagem de células por
citometria de fluxo apds a coloragao do acido nucleico ou marcacao de anticorpos ou
particulas proteicas usando fluorocromos que também sdo empregados nas
contagens diretas de células na microscopia. A citometria de fluxo supera as duas
principais desvantagens da microscopia por fluorescéncia, o viés do observador e o
baixo rendimento da amostra. Deste modo, as analises por citometria aumenta a
confiabilidade das estimativas de abundancia celular, e reduz muito o tempo de
processamento das amostras (HAMMES e EGLI, 2010; FROSSARD et al., 2016).

O equipamento de citometria avalia as células em suspenséo e particulas que
fluem por meio da camara de fluxo. As células da suspensdo sdo convertidas em
corrente de fluido, e apds sdo escaneadas pela interceptagdo do feixe de laser a
medida que passam pelo ponto de observacdo. Os parametros medidos sdo a
dispersao de luz do laser e a emissao de luz de fluorocromos (fluorescéncia) quando
sdo excitados pelo laser. O citdmetro de fluxo permite a medicdo simultdnea da
intensidade de emissdo de fluorescéncia (proveniente de fluorocromos excitados
marcando diretamente a estrutura celular especifica ou conjugada com anticorpos) e
a luz do laser quando é dispersa em cada evento (SHAPIRO, 2003; COMAS-RIU e
RIUS, 2009; JUZWA e CZACZYK, 2012).

Deste modo, a utilizagao desta técnica no presente trabalho foi essencial para
a validacao da ferramenta desenvolvida.
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5.9.1 Analise do Reconhecimento de EtpA por citometria de fluxo.

Para a deteccdo da proteina EtpA encontrada nos flagelos das bactérias
ETEC foi utilizado os anticorpos anti-EtpA purificados (concentragdo de 1ug/uL). O
reconhecimento especifico dos anticorpos anti-EtpA contra a proteina EtpA das
bactérias ETEC foram avaliados por citometria de fluxo, a fim de se obter valores
numéricos precisos desse reconhecimento por meio da analise de fluorescéncia de
anticorpos anti-IgG mouse (2°) conjugados ao fluorocromo Alexa fluor 488 na
concentracdo de 1uL/200 uL de PBS 1X. O resultado deste teste pode ser
observado na figura 21. Os resultados indicam que o anticorpo desenvolvido (anti-
EtpA) foi capaz de reconhecer a proteina EtpA nativa que esta presente nos flagelos
das bactérias ETEC. Na figura 21 (A) é possivel observar a gate que representa a
populagdo das bactérias que foram analisadas no citdmetro. A figura 21 (D)
demonstra um deslocamento dos eventos dentro da gate (quadrado rosa),
resultantes do reconhecimento do anticorpo secundario ao anticorpo primario. Este
mesmo deslocamento ndo € observado no grafico B e C onde nao foi adicionado os

anticorpos anti-EtpA (controles da reagao).
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Figura 21. Analise do reconhecimento de EtpA por citometria de fluxo em amostras ETEC
positiva confirmadas por PCR. (A) Populacdo das bactérias analisadas; (B) Controle
negativo: bactérias sem marcacdo. (C) Controle secundario: Bactéria + Anti-lgG mouse
Alexa fluor 488; (D) Bactéria + Anti-EtpA + Anti-IgG mouse Alexa fluor 488 (2°).
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A adesina EtpA utilizada para a deteccdo das bactérias ETEC por meio de
anticorpos policlonais acoplados a beads magnéticas foi escolhida como proteina
alvo no desenvolvimento desse trabalho porque € uma proteina conservada dentro
do patovar ETEC (LUO et al, 2015; KUMAR et al., 2016).

De acordo com Roy e colaboradores 2009, estudos recentes demonstraram
que a patogénese de ETEC é consideravelmente mais complexa do que
previamente apreciada, e envolve moléculas de viruléncia adicionais. Estas incluem
a exoproteina EtpA.

Kansal e colaboradores (2012) demonstraram que as interagcbes de ETEC
com as células hospedeiras promovem alteracbes nididas no transcriptoma de
ETEC. Estas alteracbes sdo acompanhadas por uma modificagdo significativa da
arquitetura destes organismos na interface patogéno-hospedeiro. Coletivamente, os
dados obtidos pelos autores sugerem que as interagdes ETEC/hospedeiro sao
finamente orquestradas, com a implantacdo sequencial de multiplas adesinas a
medida que as bactérias se envolvem nas alcas epiteliais culminando na liberacao
efetiva de suas toxinas.

No lumen intestinal, as bactérias encontram glicoproteinas de mucina,
incluindo MUC2 que é secretada por células de calice dentro da mucosa. No cdlon, a
MUC2 forma uma barreira complexa e espessa entre a pesada carga de organismos
comensais e o epitélio. A glicoproteina MUC2 localizada na regiao adjacente a
superficie epitelial do célon esta fortemente empacotada e unida, excluindo de modo
eficaz as bactérias. As cepas de ETEC colonizam preferencialmente o intestino
delgado onde estes organismos conseguem de maneira efetiva entregar suas
toxinas. Em contraste com a camada de mucina no colon, a camada da glicoproteina
MUC2 no intestino delgado é relativamente fina e ligeiramente ligada a superficie
epitelial (JOHANSSON et al., 2008; BERGSTROM et al., 2010).

Os autores Kumar e colaboradores (2016) demonstraram que as bactérias
ETEC podem estar equipadas para a adesao a glicoproteina MUC2. Os dados
fornecidos sugerem que a colonizacao do intestino delgado mediada anteriormente
por EtpA ocorre em parte por meio das interagdes desta adesina com MUC2 no
limen intestinal. Além disso, verificou-se que molécula efetora principal de ETEC, a
toxina termolabil (LT), pode aumentar as interagdes das bactérias com as células
intestinais por meio da estimulagao da produgédo de mucina MUC2 formadora de gel.
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Alguns estudos mostraram que EtpA participa das interagbes mais
complexas e dinamicas entre ETEC e as mucosas gastrointestinais nas quais as
glicoproteinas hospedeiras promovem a ligagdo bacteriana, ao mesmo tempo que
limitam o engajamento epitelial necessario para a liberacao eficaz das toxinas.

Knutton e colaboradores (1984) ja haviam demonstrado que as bactérias
ETEC interagem com o glicocdlice na superficie apical dos enterdcitos. Esta rica
camada de glicoproteinas que revestem as microvilosidades do intestino delgado &
formada por um certo numero de mucinas transmembranares. A mucina mais
abundante e mehor estudada € denominada de MUC3 (WEISS et al., 1996).

Roy e colaboradores (2009) ja haviam demonstrado que a exoproteina EtpA
também interage com a superficie das células epiteliais intestinais. Desta forma, os
autores Kumar e colaboradores (2016) investigaram se esta adesina também
poderia envolver a glicoproteina MUC3. Os autores incubaram a proteina EtpA com
secgdes de intestino delgado de ratos. Apds os experimentos, eles demonstraram
que EtpA também se liga as vilosidades intestinais superficiais nos locais de
expressao da glicoproteina MUC3. Esses resultados sugerem que a exoproteina
EtpA pode engatar tanto nas mucinas segregadas formadoras de gel como nas
moléculas transmembranares.

Esses dados fornecem uma visao adicional sobre a natureza das interagdes
de ETEC com os epitélios intestinais e promove implicagdes potenciais para o uso

da adesina EtpA como molécula alvo no diagnéstico de ETEC.

5.9.2 Teste de especificidade dos anticorpos anti-EtpA contra isolados
de E. coli diarreiogénicas.

ApoOs a padronizagao dos titulos de anticorpos primarios e secundarios, o
reconhecimento dos anticorpos anti-EtpA contra diferentes cepas de E. coli
diarreiogénicas foi avaliado por citometria de fluxo. Os resultados demonstrados na
figura 22 indicam o reconhecimento dos anticorpos com maior porcentagem para o
isolado classificado como ETEC (que possui 0 gene para a proteina EtpA),

demonstrando assim a especificidade significativa dos anticorpos desenvolvidos.
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Figura 22. Avaliacdo da especificidade de anticorpos anti-EtpA contra diferentes cepas de
E. coli diarreiogénicas. Foram analisados por citometria de fluxo, a porcentagem de
bactérias reconhecidas por anticorpos anti-EtPA. EHEC (0.5%); EAEC (0,7%); EIEC (1,2%);
EPEC (0.5%); DAEC (0,8%) e ETEC (7.2%).

Conforme os resultados demonstrados no grafico 22, é possivel observar que
houve uma fluorescéncia basal quando foi avaliado a especificidade dos anticorpos
anti-EtpA contra as cepas EHEC; EAEC; EIEC; EPEC e DAEC. Esses
deslocamentos menores que 2%, provavelmente ocorrem pela interferéncia dos
anticorpos secundarios anti-lgG mouse conjugados ao fluorocromo Alexa fluor 488
que podem estar se ligando de forma inespecifica a algum debrie celular. Esse
deslocamento basal também foi observado nas amostras controle, onde somente o
anticorpo secundario foi adicionado na reacdo. Porém, quando analisamos a
especificidade dos anticorpos anti-EtpA contra a cepa ETEC, é possivel observar o
maior deslocamento da fluoréncencia dentro da gate. Esses resultados corroboram
com a validagdo da especificidade dos anticorpos anti-EtpA produzidos para o
reconhecimento de ETEC. Como dito anteriormente, a proteina EtpA é conservada
dentro das cepas de ETEC (LUO et al, 2015; KUMAR et al., 2016).



71

5.9.3 Avaliagcao da deteccao da proteina EtpA em diferentes isolados de
ETEC por citometria de fluxo.

Com o objetivo de avaliar o grau de reconhecimento dos anticorpos anti-EtpA
em diferentes isolados de ETEC, as porcentagens de reconhecimento de EtpA foram
contabilizadas por citometria de fluxo. Os resultados de acordo com a figura 23,
demonstraram diferentes porcentagens de reconhecimento da proteina alvo quando

comparados entre 11 isolados diferentes de ETEC.
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Figura 23. Diferentes isolados de ETEC evidenciando porcentagens variadas da proteina
alvo EtpA.

Experimentos com microarranjo de DNA confirmaram que a transcricdo de
multiplos genes de viruléncia, incluindo um numero de genes de adesina, €
modulada quer por exposi¢ao a meios condicionados por células hospedeiras ou por
contato de células hospedeiras (KANSAL et al., 2016).

Os nossos resultados conforme demonstrado na figura 23, evidenciam a
ocorréncia de variagao da expressao da proteina EtpA quando as cepas de ETEC
sao cultivadas in vitro e sem exposigao a células hospedeiras. Contudo, esses niveis
de expressdo e deteccdo desta proteina podem ser ainda maiores se esse
experimento for testado in vivo, visto que EtpA é modulada pelo contato de ETEC
com as ceéluas hospedeiras intestinais.
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A plasticidade inerente dos genomas de E. coli contribui substancialmente
com a dificuldade da busca por antigenos unicos para o patotipo de ETEC que sao
amplamente conservados. Nenhum antigeno unico exclusivo e conservado neste
patotipo, foi descrito até a presente data. Alguns autores sugerem que isto poderia
ser previsto com base no fato de que as toxinas LT e ST codificadas por plasmideos,
que definem ETEC, poderiam formar um complemento minimo de genes de
viruléncia numa grande variedade de estirpes de E. coli No entanto, estudos
anteriores conduzidos com cepas filogeneticamente dispares da Guiné Bissau e do
Chile, sugeriram que genes que codificam dois antigenos especificos EatA e EtpA,
estavam presentes na grande maioria das cepas (CROSSMAN et al., 2010; SAHL et
al., 2011; DEL CANTO et al., 2011).

Neste contexto, Luo e colaboradores (2015) examinaram a conservagao
genética e a produgéao real das proteinas EatA e EtpA em uma grande colegéo de
cepas bem caracterizadas de Bangladesh, complementadas por outras cepas
oriundas de outros locais que estavam associados com a doenga diarreica grave
provocada por ETEC. Os resultados obtidos demonstraram que os dois antigenos
EatA (serina protease) e EtpA, sdo compartilhados amplamente entre as cepas
pertencentes a diferentes grupos de fatores de colonizagédo (FC), com excegao das
cepas que produzem antigenos descritos como CS4, CS5 e CS6 que raramente
produzem a exoproteina EtpA.

Como se observa nos nossos resultados, os niveis de deteccdo da
exoproteina EtpA difere entre as onze cepas testadas. A cepa numero 167
apresenta a menor porcentagem de detecgdo, enquanto a cepa 178 apresenta a
maior porcentagem. Estas diferengas podem estar relacionadas com os diferentes
grupos de fatores de colonizagdo a que estas cepas pertencem. Desta forma,
estudos adicionais futuros serdo necessarios para caracterizar estas cepas quanto

aos grupos de fatores de colonizagao.
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5.10 Ensaio de separagao imunomagnético por Beads associadas ao anticorpo
Anti-EtpA.

5.10.1 Marcacao do material genético das bactérias ETEC com o corante
Brometo de Etideo para detec¢cao em citometria de fluxo.

Para avaliar a detecgdo das bactérias ETEC por beads magnéticas
associadas ao anticorpo anti-EtpA, foi realizado um ensaio de padronizagao
utilizando o corante Brometo de Etidio — EtBr (FL3- Percp). O brometo marcou o
material genético das bactérias assim como demonstrado na figura 24. Na figura
24-A observamos as bactérias sem a marcagcdo por brometo e na figura 24-B
observamos por meio do deslocamento da fluorescéncia as bactérias marcadas com

0 corante.
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Figura 24. Avaliagcédo da marcagado de bactérias por brometo de etideo. (A) Bactérias sem
marcacao; (B) Bactérias marcadas com EtBr (FL3- Percp).
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5.10.2 Deteccao dos anticorpos anti-EtpA acoplados em beads
magnéticas (Bioclone).

Para a deteccao dos anticorpos anti-EtpA produzidos e acoplados as beads
magnéticas foram utilizados o anticorpo monoclonal anti-lgG mouse conjugados ao
fluorocromo Alexa fluor 488 na concentracdo de 1uL/200 puL de PBS 1X. O resultado
analisado por meio de citometria de fluxo demonstrou um acoplamento de 98% dos

anticorpos anti-EtpA nas beds magnéticas conforme evidenciado na figura 25.

S5C-A
|

FITC-A - Anti-lgG Mouse

Figura 25. Avaliacdo do acoplamento dos anticorpos anti-EtpA em beads magnéticas. (A)
Beads magnéticas nao acopladas. (B) beads acopladas ao anti-EtpA e reconhecidas pelo
anticorpo anti-IgG mouse Alexa fltor 488.

5.10.3 Deteccgao de bactérias ETEC por Beads magnéticas

Depois dos ensaios de padronizagdo das concentracdes do corante brometo
de etideo, anti-EtpA e anti-IgG Mouse Alexa fluor 488, foi realizado o teste de
captura com beads magnéticas com dois isolados diferentes de ETEC confirmados
anteriormente por PCR e citometria. Os resultados do ensaio de captura das duas
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cepas foram positivos conforme analisado por citometria de fluxo (Figura 26). A
fluorescéncia dentro da gate corresponde as bactérias marcadas com brometo de
etideo e que foram capturadas pelo anticorpo anti-EtpA acoplado as beads
magnéticas conforme mostra o esquema da Figura 27. Foi observado que o isolado
178 apresentou uma porcentagem de marcagéo e detecgdo maior que o isolado 144,

corroborando assim com os resultados anteriores demonstrados na Figura 23.

ETEC 144 ETEC 178

Fd  EfBr-AntiigG Mouss - & EBr- Anti-laG Mouse .
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FITC-A: Anti-10G Mouse

PerCP-Cyos-5-2

Figura 26. Avaliagdo da captura dos isolados 144 e 178 de ETEC-EtpA por citometria de
fluxo utilizando beads associadas ao anticorpo Anti-EtpA.
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Figura 27. Esquema de captura da proteina EtpA de ETEC por beads magnéticas
acopladas ao anticorpo Anti-EtpA.
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5.10.4 Teste de especificidade e captura com diferentes isolados de E.
coli diarreiogénicas.

Depois de avaliado o sistema de captura de isolados de ETEC-EtpA, foram
realizados os testes de especificidade de captura das beads acopladas com anti-
EtpA contra diferentes isolados de E. coli diarreiogénicas. Os resultados conforme
mostrados na figura 28 evidenciam a diferencga significativa da porcentagem de
reconhecimento de ETEC pelas beads em relagdo as outras cepas de E. coli
diarreiogénicas. As bactérias ETEC apresentaram a maior porcentagem de captura

em comparacao aos outros isolados de E. coli.
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Figura 28. Porcentagem de captura de bactérias diarreiogénicas por beads acopladas ao
anticorpo Anti-EtpA.
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As nanoparticulas magnéticas exibem propriedades unicas e tém sido
amplamente utilizadas em diversas areas, incluindo a médica, eletrénica, ambiental,
farmacéutica e energética. Essas nanoparticulas sao plataformas sintéticas versateis
para revestimentos de superficie por meio de conjugagdo quimica a bioreceptores
(tais como anticorpos, aptdmeros e outros agentes). Devido as suas excelentes
propriedades, tornam-se ferramentas poderosas para o monitoramento de varias
espécies sob diferentes propdsitos bioldgicos e ambientais (KLOEPFER et al., 2003;
KOEDRITH et al., 2015).

Métodos classicos para a deteccdo de bactérias patogénicas envolvem os
seguintes passos basicos: pré-enriquecimento, enriquecimento  seletivo,
plaqueamento seletivo, triagem bioquimica e confirmagédo soroldgica. Assim, os
métodos classicos, tais como a cultura e a contagem de colbnias, a eletroforese em
gel e as transferéncias de membrana, para a deteccdao de bactérias se tornam
demorados e os resultados desses testes muitas vezes ndo estdo disponiveis na
escala de tempo desejada no laboratdrio clinico, razdo pela qual o desenvolvimento
de tecnologias alternativas de deteccao e identificagdo tornou-se cada vez mais
importante nos ultimos anos (DOU et al., 2013; LI et al., 2014). Nesse sentido,
diversas pesquisas tém sido feitas para melhorar a sensibilidade e rapidez da
deteccao de bactérias patogénicas por meio do uso de biossensores que incluem
principalmente a imunossensibilidade, que se baseia nas interagdes anticorpo-
antigeno especificos (LI et al., 2012; NADZIRAH et al., 2015).

Na literatura encontramos alguns exmplos da utilizagdo de beads magnéticas
para a detecgdao da cepa enterohemorragica de E. coli O157:H7. Jayamohan e
colaboradores (2015), desenvolveram um método de detecgao eletroquimica indireta
ultra-sensivel de E. coli O157:H7 usando esferas primarias (magnéticas)
funcionalizadas com anticorpos para a captura e esferas secundarias (poliestireno)
funcionalizadas com oligonucleotidos de poliguanina como wuma marca
eletroquimica. Segundo os autores, a quantidade de sinal de polyG pode ser
correlacionada com a quantidade de E. coli na amostra. O método foi capaz de
detectar concentracdes de até 3 CFU/100 mL de E. coli O157:H7, o que é 67 vezes
menor do que a técnica mais sensivel relatada na literatura. Os autores também
demonstraram a utilizagao funcional deste método para a detecgéo de E. coli O157:
H7 semeado em amostras de efluentes de aguas residuais.
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Os autores Shen e colaboradores (2014), desenvolveram um método
imunoenzimatico (FNP-ELISA) para deteccdo de Escherichia coli entero-
hemorragica (EHEC) O157:H7. As nanoparticulas imunomagnéticas (IMMP) foram
conjugadas com anticorpo monoclonal anti-O157:H7 para serem utilizadas para
capturar esta cepa. Segundo os autores, o sinal foi significativamente amplificado
com limites de detecgdo de 68 CFU mL-' em PBS e 6,8 x 102 a 6,8 x 103 CFU mL""
nas amostras de alimento. O método desenvolvido por esses autores foi de quatro
ordens de magnitude mais sensivel do que o C-ELISA, e o processo de detecgéo
completo de EHEC O157:H7 durou apenas 3 h, gerando assim uma grande
economia de tempo.

Os autores Wang e colaboradores (2015), desenvolveram um imunossensor
de impedéancia baseado no uso de beads magnéticas e eletrodos interdigitados com
tela impressa para a detecgao rapida de E. coli O157:H7. Segundo os autores, as
beads magnéticas acopladas com anticorpos anti-EHEC O157:H7 foram misturados
com uma amostra de E. coli para realizar o isolamento e a concentracao das células
bacterianas. A amostra foi suspensa em solucdo de sonda redox e colocada num
eletrodo interdigitado impresso em tela. Um campo magnético foi aplicado para
concentrar as células na superficie do eletrodo e a impedancia foi medida. O
imunossensor de impedancia detectou E. coli O157:H7 a uma concentracéo de
104,45 CFU/mL" (~ 1400 células bacterianas em um volume aplicado de 25 uL) em
menos de 1 h sem pré-enriquecimento. Uma relagéao linear entre a concentragao de
bactérias e o valor de impedancia foi obtida entre 104 CFU/mL' e 107 CFU/mL™". O
campo magnético e a impedancia foram simulados usando o software COMSOL
Multiphysics.

Até o presente momento, nao foi encontrado em nenhuma base de dados da
literatura a utilizagado de anticorpos anti-EtpA acoplados as beads magnéticas para a
deteccdo da bactéria Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC). Desta forma, o
presente trabalho visa contribuir para o avango das pesquisas sobre a deteccao
deste patégeno a nivel nacional. A ferramenta aqui desenvolvida, procurou adequar-
se dentro das principais exigéncias de um método de deteccdo que se aproxima do
ideal, ou seja, a alta especificidade (detectando apenas a bactéria de interesse), a
alta sensibilidade (capacidade de detectar as bactérias em baixas concentragdes

nas amostras), e o tempo de execugao operacional relativamente rapido.
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6 CONCLUSAO

e A sequéncia escolhida para a construgao da proteina quimérica a partir das
analises in silico, permitiram a producao de anticorpos policlonais que foram
capazes de reconhecer a proteina EtpA nativa da bactéria E. coli

enterotoxigénica de forma especifica.

e Os anticorpos policlonais foram produzidos com éxito em modelo murino a

partir das imunizagdes com a proteina recombinante.

e O mapeamento de epitopos demonstrou que os anticorpos produzidos neste
modelo, possuem uma reatividade especifica para a regido N-terminal da

proteina recombinante.

e O método de separacao das bactérias ETEC realizado por beads magnéticas
ligadas aos anticorpos anti-EtpA foi um método eficaz de separagao desse

patdgeno.

e As analises por citometria de fluxo permitiram a caracterizagdo dos
anticorpos obtidos e demonstrou uma alta sensibilidade e especificidade do
método de separagao e deteccdo de bactérias ETEC por beads magnéticas

ligadas aos anticorpos anti-EtpA.
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ANEXO - B

Sequencia — gene sintético (Quimera - gblocks gene fragments)

Gene: EtpA_ep1_ep2_ep3.

GAATTCCATCATCACCATCACCATGATGATGACGATAAGGGGCCCCACGTGGTG
GGAAACGCTAAAGCAACGGGTTCTGTTGAGGGCGAGAAGTCTCCAAGACGAGG
TGTGAGAGCAATGGCCTTGTCATTGTTAAGTGGCATGATGATTATGGCTCACCC
TGCCATGTCTGCAAACTTACCAACAGGAGGTCAAATCGTCGCAGGTAGTGGGTC
AATTCAAACTCCTTCCGGTAACCAGATGAATATTCATCAAAACTCTCAAAACATG
GTAGCTAATTGGAACTCTTTTGACATCACGCGTACTAGTGGGCCCATCACAGCT
ACTGGAGGGCAAGGAGGAGGAGAGGTCTACGTTGGAGGAGGTTGGCAGGGCA
AGGATTCCAATATCCACGTGCCCGGGACGCGTGTTTCAAAAACTGAGACTACGC
AGTCTCCTCCCCACACACAGTTCGCCCCAACTGCTGCAGGATCAGCACCCGGG
ACTAGTTAAGCGGCCGC
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ANEXO C - SOLICITAGAO DE ESTUDO DE VIABILIDADE PATENTARIA

Ministério da Saude

Fundag¢ao Oswaldo Cruz

Presidéncia

Vice-presidéncia de Producao e Inovagdo em Satude
Coordenacao de Gestao Tecnoldgica

DECLARACAQO

Declaro, para os devidos fins, que o contetido da tese de doutorado intitulada "Detecgdo
de Escherichia coli enterotoxigénica por anticorpos anti-EtpA ligados a nanoparticulas magnéticas",
de autoria de Helber Abellini Astolpho, foi encaminhado a Coordenagdo de Gestdo Tecnoldgica da
Fundag¢do Oswaldo Cruz (coédigo de solicitagio SOL,.00700037.2016) a fim de se verificar a
pertinéncia da patenteabilidade dos resultados relacionados a mesma.
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