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Shigella é o patógeno Gram-negativo que causa a disenteria aguda, acometendo principalmente 

crianças menores de cinco anos de idade em países de baixa e média renda, ocasionando milhares 

de óbitos por ano. Em decorrência disso, diversos estudioso tem se empenhado com a busca por 

uma alternativa eficaz e segura, principalmente pela falta de uma vacina eficaz e a disseminação 

de cepas multirresistentes. O peptídeo P9 (FimH) de Shigella flexneri foi utilizado neste estudo, 

para imunizar galiformes Gallus galus Dekalb White afim de produzir e avaliar IgY 

(Imunoglobulina Y). A IgY anti-P9 obtida e isolada por métodos de precipitação com 

polietilenoglicol e cromatografia de afinidade, foi avaliada quanto a sua reatividade pelas técnicas 

imunológicas Dot blot, Western blot e Citometria de fluxo. IgY anti-P9 foi capaz de reconhecer o 

antígeno-alvo na forma sintética, denatura e nativa de Shigella flexneri 5a M90T. O anticorpo 

obtido apresentou reatividade cruzada contra outras cepas de bactérias diarreiogênicas, não 

podendo este ser utilizado para utilização em métodos de imunodiagnóstico. Por outro lado, estes 

anticorpos possuem grande potencial para utilização em métodos de imunidade passiva contra 

Shigella spp., e possivelmente servir de base para ampliação na aplicação contra outras doenças. 

Palavras-Chave: Shigella flexneri, peptídeo sintético, FimH, Imunoglobulina Y. 
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RESUMO 

 

Shigella is the Gram-negative pathogen that causes acute dysentery, affecting mainly children 

under five years of age in low- and middle-income countries, causing thousands of deaths per year. 

As a result, several scholars have been working to search for an effective and safe alternative, 

mainly due to the lack of an effective vaccine and the spread of multiresistant strains. The peptide 

P9 (FimH) from Shigella flexneri was used in this study to immunize Gallus galus Dekalb White 

galiform to produce and evaluate IgY (Immunoglobulin Y). Anti-P9 IgY obtained and isolated by 

polyethyleneglycol precipitation methods and affinity chromatography was evaluated for its 

reactivity by the immunological techniques Dot blot, Western blot and Flow cytometry. IgY anti-

P9 was able to recognize the target antigen in the synthetic, denatured and native form of Shigella 

flexneri 5a M90T. The antibody obtained showed cross-reactivity against other strains of 

diarrheogenic bacteria, which can not be used for immunodiagnostic methods. On the other hand, 

these antibodies have great potential for use in passive immunity methods against Shigella spp., 

And possibly serve as a basis for application enhancement against other diseases. 

Key words: Shigella flexneri, synthetic peptide, FimH, immunoglobulin Y. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
De acordo com o Estudo Multicêntrico Entérico Global (GEMS), Shigella está dentre os 

patógenos mais importantes associados à diarreia infantil. A doença causada por esse patógeno, 

pode progredir rapidamente para a forma mais grave da doença e levar a óbito. Por outro lado, a 

eficácia dos antibióticos recomendados pela OMS para o tratamento da forma grave da doença 

está em ameaça devido à disseminação de múltipla resistência antibiótica.  (W.H.O., 2004; PORE 

et al., 2011; NUNES et al., 2012; MUTHUIRULANDI SETHUVEL et al., 2016). 

Os diversos métodos de diagnóstico direcionados a doenças clínicas epidemiologicamente 

relevantes são importantes, mas a prevenção efetiva e segura é a melhor estratégia de intervenção 

em saúde coletiva. Dentre as ferramentas desenvolvidas para promover prevenção e proteção 

contra um determinado patógeno encontra-se as imunoglobulinas (Ig), mais conhecidas como 

anticorpos (Ac), empregadas também em testes de diagnóstico e tratamentos terapêuticos 

(HADDAR et al., 2016;KOTLOFF et al., 2017). 

Os anticorpos são glicoproteínas encontradas no plasma e outros fluidos corporais de 

vertebrados, sendo produzidos por linfócitos B e empregados naturalmente pelo sistema imune do 

organismo afim de neutralizar patógenos virais e bacterianos. Isto ocorre através de uma interação 

com um antígeno, que corresponde a qualquer molécula que gera resposta ao sistema de defesa de 

um organismo. Ao se tratar de anticorpos, a imunoglobulina aviária tem ganhado atenção nas 

últimas décadas, principalmente a proveniente da gema de ovo de galinha (IgY), apresentada pela 

primeira vez no final da década de 1990 e que tardiamente surgiu como alternativa para o controle 

de doenças infecciosas. A eficiência desse anticorpo foi demonstrada através de profilaxia e 

tratamento terapêutico de diversas doenças como gastroenterite causada por rotavírus, candidíase, 

gastrite, doença celíaca, cólera, síndrome metabólica, fibrose cística, e também como anti-veneno 

de cobra e escorpião (RAHMAN et al., 2013; THU et al., 2017).  

Alguns estudos já demonstraram o efeito positivo de IgY, contra colonização intestinal 

animal por alguns patógenos (C. jejuni, Escherichia coli, Salmonella tiphymurium e Eimeria) e a 

estabilidade frente as enzimas digestivas, ressaltando sua utilização em imunização passiva contra 

vírus e bactérias presentes no sistema digestivo de camundongos e recém-nascidos humanos (LI 

et al. e MÜLLER et al., 2015; THIBODEAU et al., 2017).  

Dessa maneira, este trabalho objetiva produzir anticorpos IgY em gema de ovo de galinha 

contra o patógeno Shigella spp. e avaliar sua capacidade específica in vitro, mediante prévia 

submissão ao Comitê de Ética Animal da Universidade Federal do Amazonas (CEUA-UFAM).  
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OBJETIVOS  
 

2.1 Objetivo geral 

 

Produzir e avaliar imunoglobulinas Y contra antígenos de Shigella spp. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Imunizar aves Gallus galus com e Peptídeo-9 (Fim-H)  

 Avaliar a produção de anticorpos policlonais das aves; 

 Avaliar in vitro a sensibilidade e especificidade dos anticorpos e anti-P9.. 
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2. RESULTADOS  

 

 

 

3.1. ARTIGO 1  

Publicado na revista Scientia Amazonia 
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Avaliação de anticorpos IgY contra antígeno peptídico de Shigella flexneri¹ 

 

Resumo 

Shigella é o patógeno Gram-negativo que causa a disenteria aguda, acometendo 

principalmente crianças menores de cinco anos de idade em países de baixa e média 

renda, ocasionando milhares de óbitos por ano. Em decorrência disso, diversos 

estudioso tem se empenhado com a busca por uma alternativa eficaz e segura, 

principalmente pela falta de uma vacina eficaz e a disseminação de cepas 

multirresistentes. O peptídeo P9 (FimH) de Shigella flexneri foi utilizado neste estudo, 

para imunizar galiformes Gallus galus Dekalb White afim de produzir e avaliar IgY 

(Imunoglobulina Y). A IgY anti-P9 obtida e isolada por métodos de precipitação com 

polietilenoglicol e cromatografia de afinidade, foi avaliada quanto a sua reatividade pelas 

técnicas imunológicas Dot blot, Western blot e Citometria de fluxo. IgY anti-P9 foi capaz 

de reconhecer o antígeno-alvo na forma sintética, denatura e nativa de Shigella flexneri 

5a M90T. O anticorpo obtido apresentou reatividade cruzada contra outras cepas de 

bactérias diarreiogênicas, não podendo este ser utilizado para utilização em métodos de 

imunodiagnóstico. Por outro lado, estes anticorpos possuem grande potencial para 

utilização em métodos de imunidade passiva contra Shigella spp., e possivelmente servir 

de base para ampliação na aplicação contra outras doenças. 

Palavras-Chave: Shigella flexneri, peptídeo sintético, FimH, Imunoglobulina Y. 

Abstract  

Shigella is the Gram-negative pathogen that causes acute dysentery, affecting mainly 

children under five years of age in low- and middle-income countries, causing thousands 

of deaths per year. As a result, several scholars have been working to search for an 

effective and safe alternative, mainly due to the lack of an effective vaccine and the 

spread of multiresistant strains. The peptide P9 (FimH) from Shigella flexneri was used 

in this study to immunize Gallus galus Dekalb White galiform to produce and evaluate IgY 

(Immunoglobulin Y). Anti-P9 IgY obtained and isolated by polyethyleneglycol precipitation 

methods and affinity chromatography was evaluated for its reactivity by the immunological 

techniques Dot blot, Western blot and Flow cytometry. IgY anti-P9 was able to recognize 

the target antigen in the synthetic, denatured and native form of Shigella flexneri 5a M90T. 

The antibody obtained showed cross-reactivity against other strains of diarrheogenic 

bacteria, which can not be used for immunodiagnostic methods. On the other hand, these 

antibodies have great potential for use in passive immunity methods against Shigella 

spp., And possibly serve as a basis for application enhancement against other diseases 

Keywords: Shigella flexneri, synthetic peptide, FimH, Immunoglobulin Y. 
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1. Introdução 
 

A shigelose, é uma doença diarreica infecciosa causada pelo enteropatógeno 

bacteriano Gram-negativo Shigella (YANG et al., 2018), o qual acomete principalmente 

crianças na faixa etária de zero a cinco anos de idade (PARAJULI et al., 2019), sendo a 

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

Fatores como condições precárias de saneamento básico e baixo nível socioeconômico, 

colaboram para a ocorrência de milhões de infecções e óbitos por ano, sendo 

considerada um problema global de saúde humana (PUZARI et a., 2018; 

MUTHUIRULANDI et al., 2016).  

 

O gênero Shigella comporta os quatro grupos S. flexneri, S. sonnei, S. dysenteriae 

e S. boydii (FRENCK et al., 2018; FARZAM et al. 2017), restritas a primatas, o que as 

diferenciam dos demais membros da família Enterobactereaceae, a qual o gênero está 

inserido (MATTOCK et al., 2017; TRIKHA et al., 2017).  A infecção pode se dar com uma 

baixa dose infecciosas de 10-100 células bacterianas, transmitida através de moscas 

domésticas, pessoa a pessoa, água e alimentos contaminados por via fecal-oral, 

podendo também ser transmitida sexualmente (BONA et al., 2019). As espécies de 

Shigella causam a disenteria bacilar em humanos por invasão de células epiteliais do 

intestino, multiplicação intracelular, disseminação para células adjacentes e 

consequentemente a indução de respostas inflamatória no intestino (KOESTLER et al., 

2018; GOPAL et al., 2017).  

 

A Organização mundial da Saúde (OMS) preconiza a utilização dos antibióticos 

apenas para os casos grave da doença, porém alguns estudiosos têm discutido que 

inclusão dos casos de diarreia leve pode colaborar com a redução da mortalidade 

associada a Shigella (THIKELL et a., 2017). Espécies de Shigella já foram susceptíveis 

a ampicilina, cloranfenicol, cotrimoxazol, ácido nalidíxico, no entanto já desenvolveram 

resistência a fluoroquinolonas, cefalosporinas e azitromicina. (PUZARI et al., 2018; 

TRIKHA et al., 2017).  Considerando o desenvolvimento de resistência a antibióticos 

como parte da evolução de bactérias, a OMS declarou esta situação crítica como uma 

questão de crise global (PUZARI et al. 2018), indicando a necessidade de revisão 

imediata do tratamento recomendado para shigelose, principalmente quando o mesmo 

é realizado empiricamente. Apesar de existirem diversos estudos em fase de ensaios 

clínicos, até o momento não há nenhuma vacina segura, eficaz, licenciadas e disponível 

até o momento (FRENCK et al., 2018; NICKERSON et al., 2017). 
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Com a latência no desenvolvimento de novos antibióticos, há uma extrema 

necessidade de novas abordagens terapêuticas para infecções bacterianas, sendo o 

direcionamento a fatores de virulência uma estratégica abordagem para impedir a 

adesão bacteriana (MYDOCK-MCGRANE et al., 2017). A adesão bacteriana é facilitada 

pela ligação da lectina FimH a glicoproteínas manosiladas que revestem o epitélio.Esta 

lectina, específica para manose está localizada na extremidade distal do pili tipo 1, uma 

classe de microfibrila proteica altamente expressa em patógenos entéricos Gram-

negativos (MYDOCK-MCGRANE et al., 2017).  

Diversos estudiosos têm buscado uma solução para a shigelose, seja pela busca 

por novos antibióticos, vacinas ou através do desenvolvimento de anticorpos para 

utilização em métodos de imunidade passiva. A tecnologia IgY, ou seja, a produção e 

aplicação de imunoglobulinas Y (IgY), tem atraído bastante atenção devido as vantagens 

que proporcionam como baixo custo e maior rendimento produtivo na obtenção de 

anticorpos e aspecto positivo quanto a ética na utilização de animais, pois possibilita a 

redução de animais necessários e método não invasivo na produção anticorpos. Além 

disso, esses anticorpos possibilitam a redução de interferências em testes imunológicos 

por não apresentarem reatividade com as proteínas estafilocócica (A) e estreptocócicas 

(G), IgG de mamígero, proteínas do complemento e fatores reumatoides devido a falta 

de receptores Fc correspondes. 

A adesina bacteriana FimH é um fator de virulência e um atrativo alvo terapêutico 

para contornar as infecções bacterianas. A identificação de epítopos de célula B, da 

proteína FimH de Shigella flexneri e a avaliação da imunogenicidade do peptídeo 

sintético P9 (FimH) foram realizadas em trabalhos anteriores por nossa equipe. Esse 

estudo produziu e avaliou imunoglobulinas Y contra sintético peptídeo 9 (P9) de Shigella 

flexneri. 

 

2. Material e métodos 

 

2.1. Aspectos éticos da pesquisa 

 

O presente estudo utilizou galinhas poedeiras Dekalb White (idade 71 dias) como 

modelo animal para a produção de anticorpos requeridas para pesquisas vinculadas ao 

projeto “Produção e avaliação de imunoglobulinas Y contra antígeno de Shigella spp.”, 

deferido pelo Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do 

Amazonas-CEUA-UFAM 003/2019 (Anexo 1).   
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2.2. Produção de anticorpos 

 

Para a imunização de aves, foi utilizado o peptídeo sintético P9 (VSSAGGVA), 

correspondentes a epítopos imunogênicos do antígeno Fim-H de Shigella flexneri 5a 

M90T, obtidos em trabalhos anteriores por Pardo e colaboradores (2016). Inicialmente, 

o peptídeo foi acoplado em nanotubo de carbono (NTC) solubilizado e ativado como 

molécula carreadora, método o qual foi padronizado por nosso grupo sob patente sob o 

número INPI BR 10 2018 071933 5. A ativação do carreador NTC solubilizado e o 

acoplamento de peptídeos sintéticos foi promovida pelos agentes químicos EDAC 

[Cloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida] e NHS (N-hidroxissuccinimida). 

Para a produção de anticorpos policlonais, as aves mantidas sob manutenção da 

empresa EZscience Biotecnologia, foram imunizadas sete vezes com um inóculo de 200 

µg de peptídeo P9, o qual foi preparado com 50µL de peptídeo (5,5 mg/mL)) acoplado 

em 200 µL de Nanotubo de carbono solubilizado e ativado (NTC) e 300 µL de Adjuvante 

de Freund, totalizando volume final de 500 µL. A amostra foi homogeneizada em por 

ciclos alternados de sonicação e vortequização gelo até aquisição de consistência não 

dispersante em água. Para a primeira imunização foi utilizado o Adjuvante Completo de 

Freund e Adjuvante Incompleto de Freud para as inoculações posteriores.  Para o 

procedimento de imunização, as aves foram imobilizadas manualmente e inoculadas por 

via intramuscular, em quatro pontos distintos do músculo peitoral, com um buster quinze 

dias após a primeira imunização e coleta de gema de ovo hiperimune, após sete dias.  

 

Tabela 1- Informações sobre os peptídeos utilizados para a imunização das aves. 

 

Código *Ag Peptídeo Posição *P.M. Carga Atributo Origem 

P9 

 

FimH VSSAGGVA 

 
133-140 

 
 

646,69 0 Neutro  S. flexneri 
5 str. 8401 

 *P.M.=Peso Molecular. *Ag=antígeno. Fonte: PARDO, 2016. 
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2.3. Extração de anticorpos utilizando PEG 

Os anticorpos foram extraídos a partir da separação entre a fração proteica da 

gema de ovo e a fração lipídica utilizando o método de precipitação com polietilenoglicol 

(PEG) de Pauly e colaboradores (2011). Para isso, foi adicionado à gema PBS 1X 

(NaHPO4, NaH2PO4, NaCl2) equivalente a duas vezes o seu volume e 3,5% v/m de PEG-

6000, com homogeneização durante 10 minutos em vórtex e posterior centrifugação a 4 

°C por 20 minutos a13.000xg. Após esse período, o pellet foi descartado e ao volume do 

sobrenadante foram adicionados 8,5% v/m de PEG, sendo o sistema submetidos às 

condições de agitação e centrifugação, anteriormente descritas. Porém, após a 

centrifugação o sobrenadante foi descartado. Ao pellet foram adicionados 10 mL de PBS-

1X e 12% v/m de PEG, sendo submetido a condições de agitação e centrifugação já 

descritas, com descarte do sobrenadante. Após essa etapa, o pellet foi solubilizado em 

800 µL de PBS1X com volume final completado para 1,2 mL. Após esse processo, o pool 

de anticorpos obtido foi submetido à diálise em PBS 0,1% a 4°C por 24 horas e 

posteriormente analisado eletroforeticamente em SDS-PAGE 15% e detecção de bandas 

proteicas utilizando Coomassie Brilliant Blue. 

 

1.4. Purificação de anticorpos anti-peptídeo 

 

Inicialmente, o peptídeo sintético P9 (5,5mg/mL) foi acoplado através de ligação 

covalente a resina cromatográfica NHS-Activated Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare 

Life Sciences) conforme recomendações do fabricante, para a obtenção de uma matriz 

sepharose-P9 (FimH). Após esse processo, a matriz cromatográfica foi lavada com 10 

mL de água mili-Q e equilibrada com 10 mL de Binding buffer (Na2HPO4 0,02M pH 7,0).  

O pool de anticorpos (IgY total) obtidos no processo descrito no item 2.3, foi diluído a 

1µL /10 µL em Binding buffer, adicionado a sistema cromatográfico e mantido sob 

incubação durante 60 minutos a temperatura ambiente (T.A). 

Posteriormente, a matriz foi lavada com 15 mL de Binding buffer e em seguida os 

anticorpos foram coletados em eluições de 450 µL de Elution buffer (Glicina-HCl 0,1 M 

pH 2,7) e 50 µL de Neutralizer (Tris 1M pH 9,0), utilizando o reagente de detecção de 

proteínas Bradford (SIGMA). Em seguida, a matriz foi lavada com 10 mL de Binding 

buffer e preservada com EtOH álcool etílico a 30% (EtOH). Posteriormente, o anticorpo 

foi concentrado 10X em coluna Amicon ® Ultra-2 Centrifugal Filter Devices de 30 KDa 

conforme recomendações do fabricante (Mili-Pore). Posteriormente, os anticorpos foram 

novamente analisados por SDS-PAGE 15% para confirmação da obtenção de IgY’s anti-

P9. 
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1.5. Imunodetecção por Dot blot  

 

O reconhecimento dos anticorpos produzidos foi avaliado quanto ao 

reconhecimento do peptídeo sintético P9 imobilizados em membrana PVDF. Para isso, 

a membrana PVDF foi hidratada em tampão de blot (0,025 M Tris, 0,192 M glicina pH 

8,5, 20% MeOH), MeOH (100%) e água destilada. Após hidratada, a membrana foi 

imobilizada com peptídeo P9 a 16 µg/mL em sistema de trans-blot. Em seguida, ao 

sistema foi adicionado 50 µL de uma solução de bloqueio PBS 1X a acrescida com 3% 

v/m de BSA (Bovin Serum Albumin) por 60 minutos a 37 °C. Posteriormente, os primários 

IgY total obtidos foram diluídos em solução de bloqueio a 1 µL /100 µL e adicionados ao 

sistema e incubados durante 60 minutos a 37°C. Após esse período, a o sistema  foi 

lavado com PBS 1X e o secundário anti-chicken cabra (peroxidase) a 1 µL /500 µL foi 

adicionado ao sistema  e mantido sob incubação em condições descritas anteriormente. 

Após esse período, o sistema foi lavado com PBS 1X e para revelação do teste, foi 

utilizado o cromógeno DAB (Diaminobenzidina-3,3) durante10 minutos. O parâmetro de 

detecção considerado, foi presença/ausência de precipitação de coloração marrom como 

indício de detecção positiva/negativa dos anticorpos produzidos. 

 

2.6. Imunodetecção por Western Blot 

Os anticorpos produzidos foram avaliados, utilizando o método de imunodetecção 

Western Blo, quanto a capacidade de reconhecimento do antígeno na forma denaturada. 

Afim disso, o extrato bacteriano de Shigella flexneri 5a M90T foi separado por SDS-

PAGE 15% e eletrotransferido para uma membrana PVDF. Inicialmente, o gel de 

poliacrilamida e a membrana PVDF, foram devidamente hidratados, como descrito no 

item 2.6 e submetido a eletrotransferência no equipamento transblotting (BIO-RAD), a 

voltagem constante de 10 V por 60 minutos. Após a eletrotransferência, a membrana foi 

incubada com tampão de bloqueio PBS-BSA 3% por 60 minutos a 37° C. Após esse 

período, a membrana foi lava com PBS 1X e o primário IgY total a 1 µL /100 µL foi 

colocado em contato com a membrana por 60 minutos a 37°C, sob agitação constante. 

Após esse período, a membrana foi lavada com PBS 1X e o secundário anti-chicken 

cabra (peroxidase) a 1 µL /5.000 µL foi colocado em contato com a membrana por 60 

minutos a 37°C, sob agitação leve.  Posteriormente, a membrana foi lava com PBS 1X e 

revelada com cromógeno DAB (10 mg/mL) durante 10 minutos e neutralização da reação 

com água destilada. A membrana foi seca a temperatura ambiente para análise da 

imunodetecção, considerando os parâmetros descritos anteriormente (item 2.6). 
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2.7. Imunodetecção por Citometria de fluxo  

Todas as cepas bacterinas utilizadas nesse estudo, foram provenientes da 

coleção bacteriológica do Instituto Leônidas e Maria Deane (ILMD-FIOCRUZ-AM), 

cedidas pela Prof. Dra. Patrícia Puccinelli Orlandi Nogueira do Laboratório de 

Diagnóstico e Controle de Doenças Infecciosas na Amazônia (DCDIA). 

O reconhecimento da IgY anti-P9 foi avaliada quanto a reatividade com antígenos 

nativos, presentes na superfície celular de Shigella flexneri 5ª M90T, através de 

imunodetecção realizada em citometria de fluxo, utilizando como anticorpo de detecção 

o anti-chicken cabra adsorvido ao fluorocromo Alexa flúor 488. A reatividade da IgY anti-

P9 foi também foi avaliada contra cepas heterólogas de Escherichia coli, EAEC 

(ATCC042), EIEC (ATCC1381), EHEC (CDC-EDL9933-171-0157:H3), ETEC (LT2871), 

ETEC (ST8), EPEC (ATCCE234869), DAEC (F1845), BL21 e Top-10. O painel do 

experimento constituiu-se de quatro condições:  C1 (somente bactéria), C2 (bactéria + 

brometo), C3 (bactéria + anticorpo secundário) e C4 (bactéria + brometo+ anticorpos 

primário + anticorpo secundário). 

Inicialmente, os microrganismos foram cultivados em meio líquido Luria Bertani 

(LB) a 37°C, durante 24 horas sob agitação constante.  Após o cultivo, 50 µL de cada 

crescido bacteriano foram distribuídos em tubos de citometria e centrifugadas a 14.000 

rpm, durante cinco minutos para a obtenção de pellet. Em seguida, somente os tubos C3 

e C4 foram incubados com 01 µL de brometo de etídeo (C21H20BrN3) durante 30 minutos 

a T.A., sob privação de energia luminosa. Após esse período, os pellets foram lavados 

02 vezes por centrifugação com PBS-1X (filtrado e autoclavado). Posteriormente, os 

tubos C4 foram incubados com primário 1 µL /100 µL IgY anti-P9 por 01 hora, seguido 

de lavagem por centrifugação. Após essa etapa, os tubos C3 e C4 foram incubados com 

secundário 1 µL /200 µL anti-chicken durante 01 hora a T.A. e posteriormente lavados 

por centrifugação, com ressuspensão de pellet em 200 µL de PBS-1X. Após esse 

processo, a leitura foi realizada no Citômetro FACS canto II (BD Biosciences), na 

Plataforma de Citometria de Fluxo do ILMD/FIOCRUZ-AM, utilizando os programas 

FACS Diva Softwer versão 6.1.2. A obtenção dos dados brutos e a análise de 

porcentagem de eventos, média de intensidade de fluorescência e formatação dos 

gráficos de citometria, foi realizado através do programa Flow-Jo versão 5.6.7. 
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3. Resultados e discussão 

 

3.1. Obtenção de anticorpo  

 

 

Figura 1- Confirmação da obtenção dos anticorpos obtidos a partir de imunização. Gel de 

poliacrilamida 15%: (0 e 12) Marcador de peso molecular Ladder protein de 11-180 KDa (SIGMA); (1-8) 

tem-se IgY total (pool), provenientes das imunizações realizadas com o peptídeo sintético P9; (9) canaleta 

vazia; (10) IgY –padrão (anti-humano) purificada; (11) tem-se a IgY anti-P9 isolada por cromatografia de 

afinidade. Todas as IgY’s apresentaram banda correspondente a cadeia pesada (HC) entre 65 e 75 KDa 

e banda correspondente a cadeia leve entre 25 e 35 KDa. Fonte: própria (2019). 

A eficiência dos métodos empregados para o isolamento dos anticorpos foi 

confirmada por meio de SDS-PAGE 15% (Figura 1). As IgY’s obtidas pelo método de 

precipitação descritos por Pauly e colaboradores (2011), apresentaram bandas 

correspondentes a cadeia pesada (HC) entre 48 e 75 KDa e cadeia leve (HL) entre 17 e 

25 KDa (Ladder Protein SIGMA). A IgY específicas anti- anti-P9 (B:10) purificada por 

cromatografia de afinidade também apresentaram bandas nas alturas descritas, além de 

corresponderam a uma IgY padrão purificado por cromatografia (B:8). 

 A eletroforese também evidenciou a presença de impurezas menores 

representadas por banda proteica de peso molecular entre 35-48 KDa. Foi possível 

observar que os diferentes pools de anticorpos variaram em quantidade obtida, o que 

pode estar relacionado a padronização do processo de isolamento do anticorpo. Em 

virtude dos fatos evidenciados por SDS-PAGE, a obtenção dos anticorpos foi alcançada 

com êxito.  
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3.2. Reconhecimento do antígeno sintético 

 

Os diferentes pools de IgY total foram testados contra os antígenos sintéticos a 

P9 (16µg/mL) e detectados por Dot-Blot, pelo qual foi possível a visualização de 

precipitação caracterizada po precipitação de coloração marrom resultante da reação 

antígeno-anticorpo presente na membrana PVDF. Através desse teste, pode-se observar 

a detecção de anticorpos em diferentes níveis, variando a coloração fraca, média e forte, 

correlacionando-se às quantidades de anticorpos detectadas na eletroforese em gel de 

Poliacrilamida, anteriormente discutido.  

O Protocolo desenvolvido nesse estudo, apresentou boa resolução/reação 

demonstrando que a IgY obtida por precipitação com PEG funcionou de forma eficiente 

nesse teste imunológico. Logo, pode-se afirmar que os diferentes pools de IgY total 

isolados nesse estudo foram e detectados através da técnica de Dot-Blot, foram 

eficientes quanto a atividade biológica funcional esperada, evidenciada pelos pontos 

circulares sobre a membrana PVDF, formados após a aplicação do substrato de 

revelação, apresentados na figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- Imunodetecção diferentes IgY total produzidas. Dot Blot em membrana PVDF: 

imunodetecção de IgY em reconhecimento aos peptídeos P9 correspondentes às imunizações realizadas  

(1-7).  

  

 1                     2                    3                   4                 5                 6                7 

  1                          2                     3                    4                    5                  6                 
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3.3. Detecção dos anticorpos quanto a reatividade com antígeno na forma 

desnaturada 

 

Figure 3- Imunodetecção dos anticorpos por Western Blot.  Quadro 1: Gel de poliacrilamida contendo 

o extrato bruto de Shigella flexneri 5a M90T em três diferentes quantidades (A = 5 µL; B = 10 µL; C= 15 

µL). Quadro 2: Membrana PVDF com imunodetecção de IgY localizado entre as bandas de 35 KDa e 48 

KDa.  

A partir da técnica de Western Blot, foi possível observar a reatividade do 

anticorpo a apenas uma banda proteica do extrato bacteriano de Shigella flexneri 5a 

M90T, evidenciado pela imunoprecipitação formada na altura de 30 KDa 

aproximadamente, localizada na faixa de 25-35 KDa (figura 4; quadro 3). A 

imunodetecção da IgY anti-P9 vai de encontro aos resultados de Barati e colaboradores 

(2018) e Grando e colaboradores (2017), quanto a validação do reconhecimento de IgY’s 

produzidas em seus trabalhos utilizando a mesma técnica. 

O antígeno Fim-H (30 KDa) é uma proteína que constitui a membrana externa de 

bactérias Gram-negativas como Shigella (ZUBERI et al., 2017). Considerando que o 

peptídeo P9 foi predito in silico a partir fragmentos da sequência peptídica desse 

antígeno FimH, foi possível observar que a reatividade da IgY anti-P9 foi específica, pois 

foi direcionada a uma banda correspondente ao antígeno-alvo na forma desnaturada e 

não apresentou reatividade cruzada com outras proteínas do extrato bacteriano. A 

imunodetecção de IgY foi realizada com a utilização do secundário anti-chicken cabra 

adsorvido com enzima peroxidase. 
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3.4. Detecção dos anticorpos quanto a reatividade com antígeno na forma 

nativa  

 

 

 

Figura 4: Imunodetecção de anticorpos anti-P9 em reconhecimento de cepas-padrão de bactérias 

diarreiogênicas. Teste de Citometria de Fluxo (FAC’s Canto II BD Biosciences) - Reatividade de IgY 
diferentes bactérias marcadas com brometo de etídeo utilizando secundário anti-chicken cabra Alexa flúor 
488.  

 

Afim de avaliar o reconhecimento específico da IgY anti-P9 produzida, foi utilizada 

a técnica de Citometria de fluxo. Foi possível observar que o anti-P9 foi capaz de 

reconhecer o antígeno-alvo na forma nativa presente na superfície celular de uma cepa 

padrão de Shigella flexneri 5a M90T. Porém, o anticorpo apresentou reatividade cruzada 

com algumas cepas de Escherichia coli diarreiogênicas (DEC) utilizadas como controle 

do ensaio, evidenciando uma reatividade direcionada a EIEC, EPEC, EAEC e EHEC 

(figura 4). Isto, pode estar relacionado ao fato do antígeno-alvo (P9) compor a superfície 

celular de outros membros da família Enterobacteriaceae (BRAVO, et al., 2015), como 

os patotipos de E. coli utilizados na avaliação do anticorpo anti-P9. 

 Esses resultados, evidenciaram que os anticorpos produzidos nesse estudo não 

apresentaram especificidade de reconhecimento para Shigella spp. A reatividade 

cruzada do anticorpo com os diferentes patotipos de bactérias diarreiogênicas inviabiliza 

a utilização desse anticorpo para utilização em testes de imunodiagnóstico direcionados 

a detecção de Shigella. Apesar disso, pode se observar que o anticorpo apresentou uma 

reatividade cruzada direcionada, não reagindo com DAEC, ETEC-LT e ETEC-ST. 

Considerando que, Shigella tem um mecanismo de patogênese indistinguível de alguns 
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patotipos de E. coli como EIEC (HAZEN et al., 2016), e que o anticorpo anti-P9 

apresentou um reconhecimento cruzado, porém direcionado para Shigella flexneri e os 

patotipos de E. coli EIEC, EPEC, EAEC e EHEC. A utilização de antígenos imunogênicos 

comuns a patógenos é uma estratégia promissora para o controle de coinfecções (RAFIQ 

et al., 2019). Dessa maneira, a IgY anti-P9 pode ser útil na utilização em métodos de 

imunidade passiva e uma promissora alternativa não antibiótica para tratamento da 

shigelose e as doenças causadas pelos patógenos DEC, utilizados nesse experimento. 

Isto, pode ser bastante útil para o contexto das doenças diarreicas, a qual é responsável 

por elevado índice de mortalidade em todo o mundo, além de estes achados servirem 

de base para a aplicação contra outras doenças. 

Estudos posteriores, buscarão caracterizar os anticorpos desenvolvidos nesse 

estudo, quanto ao nanoencapsulamento para proteção contra degradação gástrica em 

ambiente gastrointestinal e avaliação quanto à eficácia protetora contra invasão 

bacteriana. 
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4. CONCLUSÕES 

 

 Os resultados obtidos indicaram que o peptídeo P9 (FimH) foi imunogênico e 
capaz de induzir resposta imune significativa, com a produção de anticorpos anti-
P9. 

 

 Os métodos de isolamento e purificação utilizados para a obtenção dos anticorpos 
mostraram-se eficientes, resultando em moléculas funcionais e de utilização 
viável para rotina laboratorial. 

 

 Os anticorpos desenvolvidos foram capazes de reconhecer os antígenos-alvo seja 
na forma sintética, denaturada e nativa de Shigella flexneri. 

 

 Foi evidenciado que IgY anti-P9 possui uma reatividade cruzada direcionada para 
EIEC, EPEC, EAEC e EHEC. 
 

 Nossos resultados forneceram um anticorpo inviável para utilização em 
imunodiagnóstico, porém com potencial para utilização em métodos de imunidade 
passiva. 
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ANEXO 

Anexo I – Certificado de aprovação no Conselho de ética animal (CEUA) 

 

 

 


