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RESUMO

Shigella é o patdgeno Gram-negativo que causa a disenteria aguda, acometendo principalmente
criancas menores de cinco anos de idade em paises de baixa e média renda, ocasionando milhares
de o6bitos por ano. Em decorréncia disso, diversos estudioso tem se empenhado com a busca por
uma alternativa eficaz e segura, principalmente pela falta de uma vacina eficaz e a disseminagéo
de cepas multirresistentes. O peptideo 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 precipitagdo com
polietilenoglicol e cromatografia de afinidade, foi avaliada quanto a sua reatividade pelas técnicas
imunoldgicas Dot blot, Western blot e Citometria de fluxo. IgY anti-P9 foi capaz de reconhecer o
antigeno-alvo na forma sintética, denatura e nativa de Shigella flexneri 5a M90T. O anticorpo
obtido apresentou reatividade cruzada contra outras cepas de bactérias diarreiogénicas, nédo
podendo este ser utilizado para utilizagdo em métodos de imunodiagnéstico. Por outro lado, estes
anticorpos possuem grande potencial para utilizacdo em métodos de imunidade passiva contra
Shigella spp., e possivelmente servir de base para ampliacdo na aplicacdo contra outras doencas.

Palavras-Chave: Shigella flexneri, peptideo 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. INTRODUCAO

De acordo com o Estudo Multicéntrico Entérico Global (GEMS), Shigella esta dentre os
patdgenos mais importantes associados a diarreia infantil. A doenca causada por esse patdgeno,
pode progredir rapidamente para a forma mais grave da doenca e levar a 6bito. Por outro lado, a
eficdcia dos antibidticos recomendados pela OMS para o tratamento da forma grave da doenca
estd em ameaca devido a disseminacdo de maultipla resisténcia antibiotica. (W.H.O., 2004; PORE
etal., 2011; NUNES et al., 2012; MUTHUIRULANDI SETHUVEL et al., 2016).

Os diversos métodos de diagndstico direcionados a doencas clinicas epidemiologicamente
relevantes sdo importantes, mas a prevencdo efetiva e segura é a melhor estratégia de intervencao
em salde coletiva. Dentre as ferramentas desenvolvidas para promover prevencao e protecdo
contra um determinado patégeno encontra-se as imunoglobulinas (lIg), mais conhecidas como
anticorpos (Ac), empregadas também em testes de diagndstico e tratamentos terapéuticos
(HADDAR et al., 2016;KOTLOFF et al., 2017).

Os anticorpos sdo glicoproteinas encontradas no plasma e outros fluidos corporais de
vertebrados, sendo produzidos por linfocitos B e empregados naturalmente pelo sistema imune do
organismo afim de neutralizar patdgenos virais e bacterianos. Isto ocorre através de uma interacao
com um antigeno, que corresponde a qualquer molécula que gera resposta ao sistema de defesa de
um organismo. Ao se tratar de anticorpos, a imunoglobulina aviéria tem ganhado atencdo nas
Gltimas 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 doencas infecciosas. A eficiéncia desse anticorpo foi demonstrada através de profilaxia e
tratamento terapéutico de diversas doengas como gastroenterite causada por rotavirus, candidiase,
gastrite, doenca celiaca, cdlera, sindrome metabdlica, fibrose cistica, e também como anti-veneno
de cobra e escorpido (RAHMAN et al., 2013; THU et al., 2017).

Alguns estudos ja demonstraram o efeito positivo de IgY, contra colonizagéo intestinal
animal por alguns patogenos (C. jejuni, Escherichia coli, Salmonella tiphymurium e Eimeria) e a
estabilidade frente as enzimas digestivas, ressaltando sua utilizagdo em imunizagao passiva contra
virus e bactérias presentes no sistema digestivo de camundongos e recém-nascidos humanos (LI
etal. e MULLER et al., 2015; THIBODEAU et al., 2017).

Dessa maneira, este trabalho objetiva produzir anticorpos IgY em gema de ovo de galinha
contra o patégeno Shigella spp. e avaliar sua capacidade especifica in vitro, mediante prévia

submissdo ao Comité de Etica Animal da Universidade Federal do Amazonas (CEUA-UFAM).
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir e avaliar imunoglobulinas Y contra antigenos de Shigella spp.

2.2 Objetivos especificos

e Imunizar aves Gallus galus com e Peptideo-9 (Fim-H)
e Auvaliar a producdo de anticorpos policlonais das aves;

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



2. RESULTADOS

3.1. ARTIGO 1
Publicado na revista Scientia Amazonia
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Biotecnologia

Tecnologia IgY: eficiente alternativa aos anticorpos convencionais de mamifero!

Jeniffer Clorives Lopes Batista?, Aline Rubens de Souza®, Paula Taquita Serra®, Daniele Souza de Farias®,
Késsia Caroline Souza Alves®, Maria Edilene Martins de Almeida’, Juliane Correa Gléria®, Diogo Pereira de
Castro’, Luis André Morais Mariuba'®

Resumo

Os anticorpos policlonais avidrios representam uma alternativa eficiente em relagdo aos anticorpos policlonais
de mamifero, devido as vantagens que proporcionam, como método de obtengao de anticorpos menos invasivo,
mais econdmico e de alto rendimento. Isto impulsionou a comunidade cientifica a direcionar diversos estudos
para explora-los quanto a produgao contra patdgenos bacterianos, parasitarios e virais, 0 que gerou a propostas
de diversos mecanismos de agao para a atividade biolégica de IgY: como a aglutinagdo de bactérias, inibicao
da adesao bacteriana, opsonizagdo, mediagdo da atividade de fagdcitos, neutralizagdo de toxinas e até inducdo
de apoptose.

Palavras-Chave: Imunoglobulina Y, anticorpo de aves; biotecnologia;

IgY technology: efficient alternative to conventional mammalian antibodies. Avian polyclonal antibodies
represent an efficient alternative to mammalian polyclonal antibodies because of the advantages they provide
as a less invasive, more economical and high yielding antibody method. This encouraged the scientific
community to direct several studies to explore them regarding the production against bacterial, parasitic and
viral pathogens, which led to proposals of several mechanisms of action for the biological activity of IgY; such
as agglutination of bacteria, inhibition of bacterial adhesion, opsonization, mediation of phagocyte activity,
neutralization of toxins and even induction of apoptosis.

Key-words: Avian immunoglobulin; egg yolk antibody; biotechnology;
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Biotecnologia

1. Introducio

Imunoglobulinas  sdo  glicoproteinas
conhecidas como anticorpos produzidas em
resposta a uma exposicdo antigénica, sendo
também denominadas imunoglobulinas (Igs), sdo
encontradas principalmente no sangue e fluidos
teciduais (AMRO et al., 2018; MUNHOZ et al,
2014). Os anticorpos funcionam como mediadores
moleculares que facilitam a eliminacdo de
antigenos por meio de opsonizagdo, neutralizagdo
e ativagdo do complemento (LEE et al., 2017).
Devido ao papel bioldgico que desempenham, os
anticorpos foram aplicados no campo de
imunodiagndstico e imunoterapia contra o cancer,
doencas infecciosas como a raiva e o tétano,
promovendo grande impacto em medicina humana
e veterindria (BARATI et al, 2018;
GUIMARAES, 2008). Os anticorpos sio
considerados ferramentas biotecnolégicas de alto
valor, sendo o segmento de maior crescimento no
mercado de produtos bioldgicos alcangando
atualmente = US$40  bilhdes no  mercado
farmacéutico, US$ 8 bilhdes no mercado de
diagndstico de doencas e US$ 2 bilhdes no
mercado de pesquisas cientificas (CONROY et al.,
2017).

Os anticorpos monoclonais possuem elevada
atividade neutralizante, um alto custo produtivo e
meia vida que varia de dois dias a um més in vivo,
necessitando de repetidas dosagens, além de
necessitar de mao de obra qualificada para a
administragdo, requerendo novas abordagens de
entrega para uma efetiva  intervengdo
(YAMAZAKI et al., 2018; MEJIAS et al., 2017;
DEAL et a., 2015). Em confraste, os anticorpos
policlonais convencionais de mamiferos possuem
baixo custo produtivo, porém é um método
bastante invasivo que geralmente requer sangria do
animal para a obtengdo de anticorpos em grandes
quantidades (BARATI et al., 2018; MUNHOZ et
al, 2014).

Os anticorpos monoclonais e policlonais de
mamiferos sdo frequentemente utilizados em éareas
de pesquisa de diagnodstico, mas recentemente os
anticorpos policlonais encontrados em aves, tem
sido utilizado como alternativa aos anticorpos de
mamiferos por apresentarem diversas vantagens
como baixo custo produtivo, método de obtencdo
nao invasivo (através de gema de ovo) e atividade
bioldgica funcional semelhante a de anticorpos de
mamiferos (KHAN et al., 2017). Diversos trabalho
tem evidenciado o potencial dos anticorpos IgY
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como uma alternativa eficiente na prote¢do contra
agentes infecciosos como Virus Dengue II,
Salmonella, Pseudomonas aeroginosas, tendo
também acdo contra peconhas de serpentes e
escorpionicas. (SHENG et al,, 2015; BARATI et

al., 2018).

Neste contexto, esta revisdo descreve
caracteristicas  estruturais e funcionais da
imunoglobulina  aviaria relacionando  suas

propriedades para utilizagdo em imunodiagndstico,
imunoterapia e imunoprofilaxia, além de também
relacionar algumas particularidades entre a
imunoglobulina aviéria e a IgG de mamiferos.

2. Metodologia

A revisdo da literatura sobre Imunoglobulinas
Y e suas principais aplicagdes na area da satde foi
realizado por meio de busca de publicagdes de
pesquisas sobre caracteristicas gerais, métodos de
produgao, isolamento e aplicagodes, disponiveis em
banco de dados eletronicos, PUBMED e Periddico
Capes, NCBI e Derwent Innovations Index. O
periodo das publicagdes foi de 1999 a 2018, cujas
palavras-chave foram: ‘“anticorpos avidrios”,
“imunoglobulina de gema de ovo”, “tecnologia
IgY” e “gema hiperimune pulverizada”.

3. Imunoglobulina Y

Os anticorpos IgY foram descritos pela
primeira vez em 1893 por Klemperer, o qual
verificou que a imunizagdo de uma galinha
resultava na transferéncia de anticorpos do soro da
ave para a gema de ovo. O conhecimento nio teve
aplicagdo cientifica para a época e somente
despertou interesse quando o bem-estar animal se
tornou uma questdo ética para a comunidade
cientifica, recebendo reconhecimento internacional
como método alternativo de producdo de
anticorpos policlonais na década de 1990
(GHAFFARIAN et al., 2016). IgY (do inglés yolk
= gema) é o termo utilizado para identificar o
isotipo de anticorpo mais abundante em aves e
possui homologia funcional semelhante a IgG de
mamifero (XU et al., 2019; HONG et al., 2018;
CONROY et al., 2017;). Os anticorpos IgY
comumente encontrados no plasma de aves e na
gema de ovo, uma rica fonte de anticorpos
policlonais (SHENG 2017), também sdo o isotipo
sérico predominante de outros animais viviparos
como anfibios, répteis e peixes pulmonados
(RAHMAN et al., 2014; ABAAS et al., 2018).
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Biotecnologia
3.1. Caracteristicas fisico-
quimicas e funcionais

IgY apresenta uma estrutura molecular basica
de qualquer imunoglobulina, como uma
macromolécula contendo duas cadeias
polipeptidicas pesadas e duas leves unidas entre si
por pontes dissulfeto, ambas contendo uma parte
constante e outra variavel. A regido N-terminal das
cadeias leves e pesadas sdo chamadas de Fab e sdo
as responsaveis pelo reconhecimento e ligagdo do
antigeno, enquanto a regido C-terminal da cadeia
pesada é chamada Fc, responsavel pela atividade
biologica funcional. A regido constante da cadeia
pesada apresenta um dominio Ig em sua estrutura,
conferindo a molécula massa molecular superior a
de IgG de mamifero (MINE et al. 2008). A
imunoglobulina avidria possui peso molecular de
180 KDa e uma regido de dobradi¢a mais curta,
relacionada a menor flexibilidade da molécula
comparada a IgG, que possui 160 KDa e regiao de
dobradica mais longa. Assim como em IgG, a
regido Fc de IgY é o sitio de maior atividade
bioldgica da estrutura, contendo duas cadeias de
carboidratos laterais, enquanto IgG possui somente
uma cadeia (SUDJARWO et al.,, 2017; MULLER
et al., 2015).

Em comparacdo a IgG de mamifero, a IgY
aviaria é mais sensivel a desnaturagao acida e sofre
perda rapida de atividade quando fora da faixa de
pH 4-11 pois pode sofrer mudancas
conformacionais por distor¢do no sitio de ligagao
ao antigeno (SANTOS et al.,2012; ABBAS et al.,
2018). Ainda assim, se necessario, a estabilidade a
condig¢oes de extrema acidez e de alta pressao pode
contornada com uso de reagentes estabilizadores
como  sorbitol,  sacarose, = manitol ou
polietilenoglicol (KOLBERG et al., 2015; PAULY
et al,, 2011). Segundo Hegemann e colaboradores
(2017), a atividade da IgY ndo é afetada em
decorréncia de congelamento e descongelamento,
possuindo boa estabilidade ao calor em
temperatura de até 65°C em condigdes aquosas,
podendo um ovo ser armazenado a 4°C por até seis
meses, a -20°C por até 12 meses sem que haja
perda da atividade biologica de IgY (SANTOS et
al. 2012). No entanto, segundo Abbas e
colaboradores (2018) uma das caracteristicas Uteis
de IgY é a sua estabilidade durante etapas de
processamento e sob condigoes fisioldgicas apds a
administragdo. Segundo o mesmo, 0s anticorpos
podem ser armazenados a 4°C de cinco a dez anos
sem perda significativa de sua atividade, a

estruturais,
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temperatura ambiente por até seis meses e a 37°C
por um mes.

Apesar de ambas imunoglobulinas, IgY e IgG,
desempenham atividade biologica semelhante, a
sequéncia de DNA de genes codificantes de IgY
indicam que h4 uma maior similaridade com IgE e
IgA quando comparada a IgG, indicando que IgY
pode ser o precursor filogenético de IgE, IgA e IgG
de mamiferos devido a capacidade de IgY em
mediar reagdes anafilaticas. (GUIMARAES et al.,
2008). Segundo Larsson e colaboradores (1993), a
distancia  filogenética ave-mamifero tornou
possivel a producdo de anticorpos IgY contra
proteinas altamente conservadas de mamiferos,
possibilitando uma capacidade superior de
reconhecimento e ligagdes a epitopos em um
antigeno. Caracteristica como essas sdo vantajosas
para aplicacdes em diferentes areas biomédicas por
colaborar com a reducdo de interferéncias em
imunoensaios, como reagdes cruzadas. Istose deve
a incapacidade de reagir com fatores reumatoides
(Rfs), impossibilidade de ligacdo as proteinas
estafilococica (A) e estreptococica (G) devido a
auséncia de sitios Fc correspondestes, na
incapacidade de ativar proteinas do Sistema
Complemento de mamiferos juntamente com a
baixa reatividade cruzada com IgG de mamifero
(HONG et al., 2018; MUNHOZ et al., 2014).

Segundo Abbas e colaboradores (2018), a
imunogenicidade de IgY jé foi testada em suinos e
murinos e em ambos os modelos animais, foi
demonstrado que administragdo dos anticorpos por
vias locais e sistémicas induziram uma resposta de
anticorpos anti-IgY, principalmente da classe IgG.
Embora todas as propriedades bioquimicas de IgY
ndo colaborem para uma ligacdo consideravel a
receptores Fc em mamiferos, a imunoglobulina
avidria € antigénica e isto sugere que a
administragdo de anticorpos em grandes
quantidades pode desencadear a doenga do soro.

3.2 Producio de anticorpos policlonais em
aves

Animais  utilizados na producdo de
imunoglobulinas por periodo superior a trés meses,
geralmente necessitam dose refor¢o para manter
elevada titulacdo de anticorpos (MUNHOZ et al.,
2014; GUIMARAES et al., 2008). Aves
galiformes (galinhas poedeiras), podem ser
utilizadas na produgdo de anticorpos logo que
entram em periodo de postura de ovos, e em apenas
um més a producdo de anticorpos aviarios pode
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alcancar com facilidade uma elevada titulacao,
equivalente a um ano de produgdo em mamiferos
leporideos (KOUSTED et al., 2017). Amro e
colaboradores (2018) recomendam imunizar as
aves antes do periodo de postura de ovos, ja que o
estresse induzido pelo manuseio da ave pode
promover efeito adverso a producdo dos ovos,
assim também como a natureza do adjuvante e
antigeno. A producao de anticorpos policlonais em
grande quantidade em aves a partir da gema de ovo
¢ simples e ndo requer sangria do animal para a
obtencdo, pois apenas uma gema de ovo contém de
70-150 mg de anticorpos IgY, sendo que 2% a 10%
do rendimento sdo especificos ao antigeno
utilizado na imunizagdo (LEE et al; 2017;
SUDJARWO et al. 2017).

Em cerca de seis dias ap6és a primeira
imunizagao, ja é possivel a obtencao de anticorpos
com alta avidez, mas no vigésimo oitavo dia apos
a imunizagao € que se encontra uma titulagado mais
elevada, podendo ave produzir IgY especifico por
cerca de 200 dias (SUDJARWO et al. 2017;
ANDRADE et al., 2013; ALMEIDA et al., 1998).
Isto pode variar, dependendo do tipo, massa
molecular e dose do antigeno, em conjunto com o
tipo de adjuvante, via de administragao e linhagem
genética da ave. As vias de administracdo mais
utilizada na imunizagdo de aves sdo a
intramuscular no musculo peitoral, e a via
subcutdnea, mas a intramuscular também &
bastante utilizada e independente da via
determinada, os intervalos variam de duas a oito
semanas, dependendo do objetivo que se pretende
alcangar (MUNHOZ et al., 2014). Nos estudos de
Sudjarwo e colaboradores (2017), a concentragao
de anticorpos na gema de ovo aumentou durante as
imunizagdes até a sexta semana, onde comegou a
elevar significativamente em duas semanas apos a
primeira imunizacao, atingindo um plato na quarta
semana e diminuindo gradativamente apos a sexta
semana.

Amro e colaboradores (2018), desenvolveram
um estudo de otimizagao de produgao e purificagdo
de anticorpos IgY de gema de ovo de galinha para
alcance de alto rendimento tanto para a pesquisa
quanto para fins comerciais. Foi constatado que a
pureza e o rendimento de IgY podem variar
bastante de método para método e requerem
otimizagao para cada experimento. A produgao de
anticorpos IgY se deu em duas diferentes ragas de
galinhas, Leghorns Whit e a Rhode Island Red, as
quais resultaram em 3,66 mg/gema e
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8,37mg/gema, evidenciando que a ultima raga
desenvolveu uma melhor resposta imunolégica. A
extracdo de IgY da gema também foi realizada a
partir de dois diferentes métodos, o de precipitagao
com polietilenoglicol 6000 e cromatrografia de
filtracdo em gel, um método ndo desnaturante,
resultando num melhor resultado quando
combinado os dois métodos (AMRO et al.,2018).

3.3. Isolamento de IgY

Diversos métodos relativamente simples,
baratos e eficazes foram desenvolvidos para o
isolamento e purificagdo de IgY da gema de ovo,
como precipitacdo com polietilenoglicol, sulfato de
amonio,acido caprilico ou carragena, diluigdo em
agua, ultrafiltragdo, filtracdo em gel, cromatografia
em gel tiofilico ou cromatografia de troca idnica (
KHAN et al., 2017; SUDJARWO eta., 2017; TAN
et al., 2012; PAULY et al.,, 2011). Esses métodos
proporcionam uma IgY biologicamente ativa, com
80% de pureza e com baixo custo, um atrativo para
utilizagdo em laboratdrios de pesquisa e também
em escala industrial. Vérias dessas técnicas podem
ser realizadas para retirada de impurezas, apds a
etapa de extragado (MUNHOZ et al., 2014).

Alguns estudiosos como Akita e Nakai (1993),
sugeriram a diluicdo em condigdo aquosa acida
para um procedimento mais econdmico e eficiente
para produgdo de anticorpos em alta escala
comparado aos métodos de polietilenoglicol, em
termos de rendimento, pureza e atividade biologica
de IgY. Apesar de existirem diversos métodos de
isolamento de IgY, a maioria dos trabalhos atuais
utilizam o polietilenoglicol como PEG6000 para a
precipitagdo se sobrenadantes, que geralmente
resultam em impurezas proteicas (AMRO et al.
2018). Ha também kits comerciais disponiveis que
nao utilizam solventes organicos e que envolvem
0s mesmos principios, que resultam em uma IgY
com pureza de 70% a 90% (TAN et al., 2012).

Embora superiores aos anticorpos de
mamiferos, os anticorpos IgY ficaram sob uma
aplicacao prética limitada devido procedimentos de
purificagdo complexos ou demorados. Apesar de
varios métodos de purificagdo terem sido
desenvolvidos, todos esses métodos possuem a
desvantagem de proporcionar graus de pureza
inferior ou igual a 80%. A proteina G
estreptococica (SPG) ¢ a proteina de ligagdo a Ig
muito utilizada para purificacdo de anticorpos de
mamiferos e inviavel para purificagdo de IgY.
Xuemei e colaboradores (2016) relatara em seus
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estudos uma coluna cromatografica de afinidade
baseada em proteina M, wuma proteina
transmembranar de micoplasma humano pdde se
ligar a IgY e possibilitar uma purificagao cerca de
125 vezes mais elevada que o método de
precipitagdo com polietilenoglicol. No entanto, a
purificacdo baseada em proteinas bacterianas
requer aten¢do para prevenir contaminagdo com
endotoxinas, pois o micoplasma é altamente toxico
e antigénico, gerando grande possibilidade de
contaminagdo durante os processos de purificagdo
em larga escala (KHAN et al., 2017). Nos estudos
de Zhang e colaboradores (2017), o dominio C2 da
proteina estreptococica G (SPG), que possui
afinidade com IgY, foi expressa em Escherichia
coli como uma proteina de fusdo de polipeptideo
tipo elastina (ELP), que resultou no
desenvolvimento de um novo método de
purificacdo de IgY, fornecendo um grau de pureza
de 96,3% e rendimento de 64% graus
significativamente mais elevados que todos os
métodos tradicionais. Em contraste com o método
de precipitagao por sulfato de amoénio, que pode ser
realizado em 3,3 horas e o fracionamento com
etanol em 4,3 horas, o método de captura de IgY a
partir do dominio C2-ELP pode ser realizado em
até trés horas; o que o promove como método
eficiente, simples e com bom apreciavel custo
beneficio para purificacdo de IgY (ZHANG et al.,
2017). Khan e  colaboradores (2017)
desenvolveram peptideos sintéticos, expressos em
fago T7, com alta especificidade de ligagdo a
regido Fc de IgY, que podem ser utilizados como
ligantes de alta afinidade na purificagdo de
imunoglobulinas Y.

4. Versateis aplicacoes

A imunoglobulina avidria tem sido bastante
explorada nas tltimas décadas, e isto se deve as
propriedades bioquimicas distintas em relagdo a
IgG de mamifero. Tais propriedades a tornaram
vantajosa em varios aspectos possibilitando a
exploragdo e introdugio nao s na pesquisa basica
e aplicada como também na industria farmacéutica
(XU etal., 2019).

4.1 Neutralizacio

A tecnologia IgY tem se mostrado uma
alternativa eficiente para os acidentes ofidicos e
escorpidnicos. Em recente estudo in vivo realizado
por Aratjo e colaboradores (2010) foi demonstrada
a capacidade de IgY em neutralizar a dose letal de
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um poll de cinco pegonhas de serpentes do género
Bothrops. O estudo realizado por Andrade e
colaboradores (2013) verificou-se que os
anticorpos de alta avidez produzidos contra o
veneno de serpentes dos géneros Crotalus e
Bothrops  proporcionaram  alta  atividade
neutralizante in vitro sobre a maioria dos antigenos
presente nos venenos.

Além disso verificou-se que a IgY aviaria é um
anti-veneno mais potente que o antiofidico
convencional de mamifero, o que pode ser a base
para a terapia direcionada a acidentes ofidicos e
precisam, portanto, ser aprofundados para
confirmar a seguranca e eficacia como antidoto de
uso animal e humano (DUAN et al., 2016). Alvarez
e colaboradores (2013) produziram anticorpos IgY
contra o veneno do escorpionideo Tityus
caraptensis e verificaram que, os anticorpos foram
capazes de neutralizar (in vitro) ndo s6 veneno da
espécie alvo como os de outras espécies do género
Tityus. Os mesmos anticorpos nao reconheceram
os antigenos presentes no veneno de espécies de
outros géneros. Dessa maneira, sugeriram que a
tecnologia IgY pode ser aplicada em alternativa ao
antiescorpionico equino no pais. No contexto de
toxinas, Barati e colaboradores (2018) foram
desenvolvidos contra toxina de Vibrio cholera,
utilizando uma proteina recombinante como
imunoégeno, para obtencdo de IgY. Os anticorpos
purificados foram analisados por técnicas
imunolégicas Western Blot e ELISA, demonstrando
ser eficientes no reconhecimento da recombinante.
Esses anticorpos também foram avaliados quanto
ao efeito protetor em camundongos neonatais
desafiados por via oral com Vibrio cholera. A
administracdo  dos  anticorpos  purificados
promoveu um aumento da taxa de sobrevivéncia
dos animais, o que sugere a possibilidade de uso
como método de imunidade passiva para
tratamento da infecdo.

Em um estudo sobre toxina Shiga, que gerou a
patente CN101570574-A, os inventores Bao e
colaboradores (2009) desenvolveram anticorpos
IgY contra a toxinas Shiga tipo I recombinante,
extraindo e purificando pelos métodos de diluicdo
em agua e por cromatografia em Dietilaminoetil
(DEAE), respectivamente. Os achados de Bao
demonstraram que o IgY produzido, devido ao
efeito neutralizante, pode atuar como antitoxina
oral para prevencdo e tratamento de doencas
causadas por bactérias produtoras de toxinas Shiga.
Arimitsu e colaboradores (2014), afim de avaliar
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estudos uma coluna cromatografica de afinidade
baseada em proteina M, wuma proteina
transmembranar de micoplasma humano pdde se
ligar a IgY e possibilitar uma purificagao cerca de
125 vezes mais elevada que o método de
precipitagdo com polietilenoglicol. No entanto, a
purificacdo baseada em proteinas bacterianas
requer aten¢do para prevenir contaminagdo com
endotoxinas, pois o micoplasma é altamente toxico
e antigénico, gerando grande possibilidade de
contaminagdo durante os processos de purificagdo
em larga escala (KHAN et al., 2017). Nos estudos
de Zhang e colaboradores (2017), o dominio C2 da
proteina estreptococica G (SPG), que possui
afinidade com IgY, foi expressa em Escherichia
coli como uma proteina de fusdo de polipeptideo
tipo elastina (ELP), que resultou no
desenvolvimento de um novo método de
purificacdo de IgY, fornecendo um grau de pureza
de 96,3% e rendimento de 64% graus
significativamente mais elevados que todos os
métodos tradicionais. Em contraste com o método
de precipitagao por sulfato de amoénio, que pode ser
realizado em 3,3 horas e o fracionamento com
etanol em 4,3 horas, o método de captura de IgY a
partir do dominio C2-ELP pode ser realizado em
até trés horas; o que o promove como método
eficiente, simples e com bom apreciavel custo
beneficio para purificacdo de IgY (ZHANG et al.,
2017). Khan e  colaboradores (2017)
desenvolveram peptideos sintéticos, expressos em
fago T7, com alta especificidade de ligagdo a
regido Fc de IgY, que podem ser utilizados como
ligantes de alta afinidade na purificagdo de
imunoglobulinas Y.

4. Versateis aplicacoes

A imunoglobulina avidria tem sido bastante
explorada nas tltimas décadas, e isto se deve as
propriedades bioquimicas distintas em relagdo a
IgG de mamifero. Tais propriedades a tornaram
vantajosa em varios aspectos possibilitando a
exploragdo e introdugio nao s na pesquisa basica
e aplicada como também na industria farmacéutica
(XU etal., 2019).

4.1 Neutralizacio

A tecnologia IgY tem se mostrado uma
alternativa eficiente para os acidentes ofidicos e
escorpidnicos. Em recente estudo in vivo realizado
por Aratjo e colaboradores (2010) foi demonstrada
a capacidade de IgY em neutralizar a dose letal de
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um poll de cinco pegonhas de serpentes do género
Bothrops. O estudo realizado por Andrade e
colaboradores (2013) verificou-se que os
anticorpos de alta avidez produzidos contra o
veneno de serpentes dos géneros Crotalus e
Bothrops  proporcionaram  alta  atividade
neutralizante in vitro sobre a maioria dos antigenos
presente nos venenos.

Além disso verificou-se que a IgY aviaria é um
anti-veneno mais potente que o antiofidico
convencional de mamifero, o que pode ser a base
para a terapia direcionada a acidentes ofidicos e
precisam, portanto, ser aprofundados para
confirmar a seguranca e eficacia como antidoto de
uso animal e humano (DUAN et al., 2016). Alvarez
e colaboradores (2013) produziram anticorpos IgY
contra o veneno do escorpionideo Tityus
caraptensis e verificaram que, os anticorpos foram
capazes de neutralizar (in vitro) ndo s6 veneno da
espécie alvo como os de outras espécies do género
Tityus. Os mesmos anticorpos nao reconheceram
os antigenos presentes no veneno de espécies de
outros géneros. Dessa maneira, sugeriram que a
tecnologia IgY pode ser aplicada em alternativa ao
antiescorpionico equino no pais. No contexto de
toxinas, Barati e colaboradores (2018) foram
desenvolvidos contra toxina de Vibrio cholera,
utilizando uma proteina recombinante como
imunoégeno, para obtencdo de IgY. Os anticorpos
purificados foram analisados por técnicas
imunolégicas Western Blot e ELISA, demonstrando
ser eficientes no reconhecimento da recombinante.
Esses anticorpos também foram avaliados quanto
ao efeito protetor em camundongos neonatais
desafiados por via oral com Vibrio cholera. A
administracdo  dos  anticorpos  purificados
promoveu um aumento da taxa de sobrevivéncia
dos animais, o que sugere a possibilidade de uso
como método de imunidade passiva para
tratamento da infecdo.

Em um estudo sobre toxina Shiga, que gerou a
patente CN101570574-A, os inventores Bao e
colaboradores (2009) desenvolveram anticorpos
IgY contra a toxinas Shiga tipo I recombinante,
extraindo e purificando pelos métodos de diluicdo
em agua e por cromatografia em Dietilaminoetil
(DEAE), respectivamente. Os achados de Bao
demonstraram que o IgY produzido, devido ao
efeito neutralizante, pode atuar como antitoxina
oral para prevencdo e tratamento de doencas
causadas por bactérias produtoras de toxinas Shiga.
Arimitsu e colaboradores (2014), afim de avaliar
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via intraperitoneal, o qual reduziu a mortalidade e
inflamacao no tecido pulmonar causada por cepas
Acinetobacter baumannii, resistentes a drogas pan-
clinicas; o que sugeriu a potencial utilizagao da IgY
como nova abordagem terapéutica no tratamento
de infecgdes causadas pela bactéria. (SHI et al.,
2017).

Devido ao amplo espectro de aplicagdo, a
tecnologia IgY também tem sido explorada para o
desenvolvimento de produtos de cuidados com
pele, como os utilizados para o tratamento de acne
que induzam menos efeitos colaterais, alimentos
funcionais e produtos de higiene pessoal. Revath e
colaboradores (2014) produziram IgY contra
Propionebacterium acnes, e avaliaram in vitro a
capacidade dos anticorpos quanto a capacidade de
ligagdo especifica, capacidade de inibicdo de
crescimento bacteriano e inibigdo da Apds a
primeira dose reforgo, a titulagdo de 0,323 foi
determinada através de ELISA indireto. O teste de
inibi¢do do crescimento revelou que as Bactérias P.
acnes ativas incubadas juntamente com IgY por 48
horas, tiveram uma reducdo significativa do
numero de coldnias, em relagio ao controle. O teste
de inibicdo de aderéncia em tubo demonstrou
redugdo significativa da aderéncia bacteriana. No
entanto, mais estudos devem ser realizados para
comprovar a eficiéncia in vivo, ja que a tecnologia
demonstra ser uma promissora alternativa para a
terapia antimicrobiana convencional para o
tratamento antimicrobiano contra acne.

Horie e colaboradores (2004), produziram
anticorpos IgY altamente especificos contra a
enzima urease, o principal fator para colonizagdo
de Helicobacter pylori na mucosa gastroduodenal.
Um iogurte comercial foi suplementado com 1% de
gema de ovo contendo IgY, mantendo estabilidade
no produto por até sete dias, e perdendo 85% de
atividade biologica ap6és trés semanas de
armazenamento. O estudo clinico foi realizado
para determinar a eficacia do iogurte funcional na
supressdo de infeccdo por H. pylori 42 pessoas
voluntarias positivos para o patégeno. Um grupo
de pessoas recebeu 450 mL de iogurte
suplementado e outro grupo recebeu iogurte sem
IgY, ambos grupos recebendo doses de 150mL trés
vezes ao dia, durante quatro semanas, com
posterior avaliagdo. Apds este periodo, verificou-
se que os valores do teste respiratério da urease
diminuiram significativamente no grupo teste
comparado com o grupo controle, o que indica que
a supressdo da infeccdo causada por H. pylori em
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humanos pdde ser alcancada pelo consumo de
iogurte funcional baseado em tecnologia IgY anti-
urease; produto este, ja disponivel no mercado. Em
um estudo semelhante Nadji e colaboradores
(2016) desenvolveram um modelo de infec¢do por
H. pylori para tratamento de gastrite a partir de
anticorpos  IgY. Camundongos imunizados
passivamente com IgY anti-H. pylori apresentaram
grau de infeccdo significativamente menor
comparado aos animais que nao imunizados, o que
sugere a alternativa eficiente que pode ser utilizada
como terapia complementar combinada com a
antibioticoterapia  convencional. Hong e
colaboradores (2018), desenvolveram anticorpos
IgY contra a citotoxina vacuolante A (VacA), que
esta dentre as proteinas toxicas de multiplos efeitos
liberada por H. pylori e que permite sua
persisténcia no estdmago. As imunoglobulinas Y
produzidas contra diferentes proteinas
recombinantes VcA purificadas foram adicionadas
a 4dgua de camundongos C57BL/6 duas semanas
antes e quatro semanas apos a inoculagdo com o
patégeno. O grupo tratado com IgY anti-VcA
apresentou significativa redugdo de H. pylori nos
tecidos géstricos e infiltracdo de eosinodfilos em
comparagdo ao grupo nao tratado. Logo, a
administracdo oral de IgY anti-VcA estd
relacionada a um efeito protetor contra a
colonizagdo bacteriana de Helycobacter pylori e
apresenta grande potencial como candidato a
farmaco para tratamento de infecgdes dessa
natureza.

No estudo de Guimardes e colaboradores
(2005), anticorpos IgY foram produzidos contra
Staphylococcus aureus. Os anticorpos foram
capazes de reduzir o crescimento bacteriano para
sete unidades formadoras de coldnia (U.F.C) em
comparacao com 45 U.F.C, sem a presenca IgY,
ambos analisados apos 12 horas. A atividade de
IgY pode estar relacionada com a habilidade de
neutralizar sitios de comunicagdo celular,
impedindo a reprodugdo bacteriana, o que
demonstra o potencial profilatico e até terapéutico
para infeccdes, ndo somente como método de
diagndstico. Outro estudo envolvendo
Streptococcus mutans, a partir de isolados de
pacientes com cérie dentdria, demonstrou que o
IgY além de inibir a formacdo de biofilme dos
isolados, alterou o perfil proteico bacteriano. Dessa
maneira, Bachiar e colaboradores (2016) sugeriram
a IgY aviaria como estratégia promissora para
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fornecer um nivel de protecdo contra cérie causada
por S. mutans.

Xu e colaboradores (2018) avaliaram os
efeitos clinicos de anticorpos IgY produzidos
contra Porphyromonas gingivalis como método de
tratamento de periodontite cronica moderada a
grave. O estudo envolveu 60 pacientes que foram
tratados com enxaguante bucal contendo IgY
avaliados, sendo acompanhados por quatro
semanas. Apesar de ndo ter apresentado diferenga
significativa em comparagado com o grupo placebo,
os anticorpos melhoraram o aspecto clinico da
doenga, podendo dentro de limitagdes, serem
utilizados em métodos de imunidade passiva para
tratamento da doenga.

4.5 Citotoxicidade

Atualmente, estudos envolvendo
diferentes tipos de anticorpos produzidos contra as
proteinas DR4 e DRS5 (receptores de membrana
associados a apoptose em células sadias) estdo em
fase de estudos clinicos, embora todos sejam
ineficientes sozinhos, precisando estar associados
a tratamentos quimiotréficos. Nos estudos de
Amirijavid e colaboradores (2016), anticorpos IgY
especificos foram produzidos contra um pequeno
dominio extracelular da proteina DRS, no intuito
de mimetizar um indutor de apoptose. Nessa
investigagao, verificou-se através de citometria de
fluxo, que IgY induziu células cancerosas de
cancro de mama a apoptose em contraste com o
efeito ndo apoptdtico em hepatdcitos, que tiveram
proliferagdo celular normal na presenga do
anticorpo. A especificidade de IgY na indugdo de
apoptose em células cancerosas demonstrou o
direcionamento especifico, demonstrando
potencial para aplicagdo terapéutica, com efeitos
colaterais reduzidos por via apoptdtica.

Viérios pesquisadores ja demonstraram que
a utilizacdo da imunoglobulina avidria especifica
pode ser util na prevencao e tratamento de doencas
infecciosas e parasitarias. Baseado nessas
evidéncias, Grando e colaboradores (2017)
realizaram um estudo sobre o efeito citotoxico de
anticorpos IgY produzidos contra o parasita
Trypanosoma cruzi, frente a células sadias, visto
que ndo ha vacina licenciada, tdo pouco um
tratamento efetivo. Através do ensaio de
proliferacdo celular, verificou-se que os anticorpos
IgY ndo tiveram atividade citotéxica sobre a
proliferacdo de células VERO (célula renal) nem
sobre as células mononucleares. Além disso, foi

Scientia Amazonia, v. 8, n.1, B44-B55, 2019

Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org

B51

ISSN:2238.1910

demonstrado por Western blot que IgY (produzidos
contra forma promastigota do parasita) reagiu com
proteinas da espécie Trypanosoma evansi, além da
espéecie T. cruzi, nao podendo ser utilizado para
diagnoéstico especifico.

4.6. Dietético contra patdgenos intestinais:
parasitas, bactérias e virus

Xu e colaboradores (2013) produziram e
avaliaram anticorpos IgY contra o parasita Eimeria
tenella, os quais foram obtidos através de
imunizagao oral com cinco espécies do parasita. A
titulagdo de IgY alcangou 1:163840, com média de
9.2mg/mL de gema e isolamento com 98% de
pureza. O anticorpo liofilizado foi administrado
por via oral em aves neonatais desde o primeiro dia
de vida, como suplemento alimentar em varias
dosagens (0,01%, 0,02%, 0,05%, 0,10%, 0,5% e
1,0%) por um periodo de 18 dias. As aves foram
desafiadas oralmente com oocistos esporulados do
parasita e sofreram eutanasia oito dias apds o
desafio, para avaliagdo do efeito profilatico. Todas
as dosagens de IgY promoveram a redugdo da
mortalidade das aves, ganho de peso corporal e
reducdo da lesdo tecidual cecal, quando
comparadas ao controle. Porém, a concentragio de
0,05% de IgY foi a que reduziu significativamente
a lesdo tecidual nas aves, ndo tendo diferenca
significativa entre dosagens 0,5% e 1,0%. Esses
dados evidenciam que a suplementagio alimentar
com IgY especifico representa uma estratégia
promissora na prevengao contra coccidiose avidria.

Em um estudo semelhante, Kumaran e
colaboradores (2018) produziram IgY contra uma
cepa virulenta de Vibrio harvey, uma bactéria
oportunista comum em crusticeos que sao
cultivados para comércio. Para verificar a
capacidade de resisténcia ao trato gastrointestinal
do crusticeo, a IgY anti-vibrio foi testada por
ELISA apos exposicdo a agdo de diferentes
enzimas digestivas como pepsina e quimiotripsina,
e posteriormente, a IgY aviaria foi incorporada a
dieta de Fenneropenaeus indicus. Isto impulsionou
o sistema imunoloégico dos crustaceos desafiados,
que em decorréncia da aglutinagdo da bactéria
promoveu a reducdo da proliferacdo celular do
patégeno no intestino; o que foi confirmado por
meio da andlise de alteracdes hematologicas e
imunolégicas do crustaceo. [Esses dados
demonstram a potencial aplicagdo da IgY avidria
como método profilatico contra bactérias que
colonizam o intestino e, sugerem um conceito de
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anticorpos  comestivel em  alternativa  aos
antibioéticos convencionais.

Estudos recentes de Vegas e colaboradores
(2015) produziram IgY especifico contra rotavirus
do grupo A (RVA), a principal causa de
gastroenterite em neonatos animal e humano.
Bovideos neonatos com 36 horas de vida foram
separados para sete dias de tratamento em ftrés
grupos: com IgY especifico (G1), sem IgY (G2) e
outro privado de colostro e IgY (G3). Todos os
animais foram inoculados por via oral com uma
linhagem indiana de rotavirus  bovino,
desenvolvendo gastroenterite dentro de duas horas,
consequentemente. Em comparagdo com grupos
controles, o grupo de bovinos submetidos ao
tratamento com IgY especifico por via oral, duas
vezes ao dia, durante uma semana teve a severidade
da doenga reduzida. Verificaram que o grupo
tratado com IgY, teve redugdo da diarreia e
eliminacdo da infec¢do viral antes do grupo
controle; redugdo da liberacdo de virus nas fezes e
de alguns sintomas como hipertermia, anorexia e
desidratagdo, presente mnos grupos G2 e
principalmente no grupo G3.

Provavelmente, houve a modulagao positiva da
resposta imune humoral local promovida pela IgY
aviaria, observada ao final do experimento em
todos os animais ao se constatar por ELISA a
presenca de IgGl e IgA nas fezes dos animais.
Vegas e colaboradores (2015) relacionaram a
imunoterapia passiva oral a respostas GALT, e
verificaram que no grupo G1 tais respostas foram
significativamente superiores as respostas dos
grupos controle G2 e G3. E baseado nestes achados
seria fundamental desenvolver uma gema
pulverizada polivalente dirigido a varios patégenos
relacionados com a diarreia neonatal de bovinos,
como estratégia preventiva e terapéutica, o que
pode ajudar a superar o problema com a resisténcia
microbiana aos antibioticos. Posteriormente,
Vegas e colaboradores (2015) por meio de ELISA,
verificaram a estabilidade da IgY de gema de ovo
pulverizada produzidas contra a estitpe de
rotavirus mantidas em diferentes condigdes de
armazenagem por dois anos, em embalagens de
aluminio trilaminar. Os anticorpos anti-rotavirus
mantidos a temperatura ambiente e a 4°C reagiram
com a estirpe indiana, enquanto os mantidos a
30°C, 40°C e 70°C perderam atividade ao longo do
tempo, tendo estado microbiolégico aceitavel até
360 dias se mantidas a temperatura ambiente e 720
dias a 4°C, e por isso € recomendével mais estudos
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para determinar a seguranga e viabilidade
comercial de produtos baseados em anticorpos
IgY.

Xu e colaboradores (2019) também
investigaram o efeito profilatico de IgYcontra
Shewanella marisflavi AP629, o agente causador
da sindrome da ulcera cutdnea em pepinos-do- mar.
A IgY especifica produzida inibiu
significativamente o crescimento do patégeno em
meio liquido de maneira dose-dependente,
reduzindo a viabilidade celular bacteriana através
da aglutinacdo na superficie da membrana celular,
observados através de microscopia eletronica de
varredura e microscopia de varredura a laser
confocal. Os pepinos-do-mar foram distribuidos
em diferentes grupos, correspondentes a dieta com
adicao de 10%, 5% e 1% de gema pulverizada,
promovendo uma taxa de sobrevivéncia ao desafio
de 57%, 52% e 30%, respectivamente. O estudo
demonstrou que a atividade fagocitica foram
estimuladas apdés o tratamento com IgY,
funcionando como um imunomodulador positivo.

4.7 Desafios atuais

Em alguns estudos, os efeitos benéficos da
utilizagdo de IgY por via oral para o controle de
crescimento microbiano nem sempre foram
consistentes e isto se deve a degradagao que sofre
durante a passagem pelo trato gastrointestinal. J&
ha trabalhos relatando que IgY é bastante resistente
a acao de proteases intestinais, apesar da atividade
diminuir em condi¢des de pH de 3.5 e perder
atividade em condi¢des de pH 3 pela presenca de
pepsina no intestino animal (Li et al. 2015). E
sendo o intestino delgado o principal alvo para
entrega de IgY, este precisa ser resistente a
passagem gastrica. Em confraste com essa
possibilidade, técnicas de microencapsulagido tem
sido desenvolvida no intuito de proteger o
anticorpo da inativagdo gastrica.

Nos estudos de Bellingeri e colaboradores
(2015) verificou-se que particulas de hidrogel de
acrilamida podem eficientemente incorporar e
proteger a IgY de condigdes géstricas simuladas.
No entanto, ndo conseguiram mostrar a liberagao
completa de IgY, provavelmente devido a
interagoes hidrofobicas com a rede polimérica do
hidrogel; precisando ser mais estudados para
aplicagdo comercial. Em estudos semelhantes,
Ghaffarian e colaboradores (2016) investigaram
anticorpos revestidos em nanoparticulas para
protecdo das condigdes géstricas e tratamento de
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patologias gastrointestinais. Foi constatado que
devido a protecdo fornecida pelas cépsulas de
alginato-quitosana houve pouca liberagdo de IgY
(10%) em pH gastrico, tendo liberagado de 75-85%
em pH intestinal, fornecendo 38-65% anticorpos
no trato gastrointestinal e protecdo trés a quatro
vezes maior comparadas aos anticorpos nao
encapsulados. Logo, a microencapsulagido de
anticorpos especificos pode possibilitar um
direcionamento  efetivo no contexto de
administra¢do oral de anticorpos.

Em contexto semelhante, Ehsani e
colaboradores (2018) avaliaram o efeito das
propriedades antimicrobianas de IgY revestidas
com quitosana em filé de Truta Arco-iris durante o
resfriamento. Nesse estudo, filés de peixe fresco
foram recobertos com solugdo de quitosana
contendo anticorpos IgY com diferentes
especificidades a 60mg/mL, que foram
refrigerados por 16 dias e analisados quanto a
qualidade  sanitdria. @ Houve  crescimento
microbiano em todas as amostras durante o periodo
de armazenamento, porém as amostras revestidas
com quitosana contendo IgY tiveram retardo
significativo de crescimento bacteriano tendo
qualidade sanitéria prolongada por cerca de quatro
dias, comparado as amostras revestidas somente
com quitosana. Logo, o revestimento de quitosana
contendo IgY prolonga a qualidade de polpa de
peixe armazenadas a 4°C e pode ser um candidato
promissor a aditivos naturais.

S. Consideracoes Finais

A tecnologia IgY ndo necessita de amostragem
de sangue do animal para produgao de anticorpos,
somente 0s 0vos sd0 necessarios para a obtengdo
destes ap6s a imunizagdo, além disso sdo
necessarias baixas quantidades de antigenos para
obter alto titulo de anticorpos e de longa duracao,
o que consolida a tecnologia como alternativa
altamente eficiente para produgido de anticorpos
policlonais.

O surgimento de bactérias resistentes a
antibiodticos e a relacdo entre o alto custo produtivo
dos anticorpos monoclonais, colaboraram para o
reconhecimento da tecnologia IgY como uma
promissora alternativa produtiva econdémica em
relacdo aos anticorpos de mamiferos; nao s6 para
utilizagdo em imunodiagnoéstico como também
para uso em imunoprofilaxia e imunoterapia.
Apesar disso, ainda s3o necessarias pesquisas
continuas para o desenvolvimento de melhorias
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nos aspectos de produgdo como, protocolos de
imunizagdo e adjuvantes recomendados, técnicas
de extracdo e eficientes métodos de purificagdo;
pois permanecem bem menos caracterizados em
relacdo aos seus equivalentes mamiferos. Os
possiveis efeitos especificos da aplicagdo em saude
animal e humana, a curto e longo prazo também
devem ser explorados e mais elucidados através de
estudos clinicos exaustivos, apesar da tecnologia
IgY ja estar presente em alguns alimentos
funcionais disponiveis no mercado. Outros campos
de pesquisa tém sido abertos como a combinagao
das vantagens dos anticorpos monoclonais e
anticorpos aviarios, bem como producdo de
alimentos saudaveis modernos através do designer
de ovos hiperimune e por isso espera-se que os
beneficios da tecnologia IgY se expandam e
desempenhe efetivo papel em pesquisa,
diagnostico e terapia futuramente.

Divulgacio

Este artigo é inédito e ndo esta sendo considerado
para qualquer outra publicagdo. Os autores e
revisores nado relataram qualquer conflito de
interesse durante a sua avaliagdo. Logo, a revista
Scientia Amazonia detém os direitos autorais, tem
a aprovagdo e a permissio dos autores para
divulgacao, deste artigo, por meio eletrénico.
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Resumo

Shigella é uma das principais causas de disenteria em todo o mundo, infectando milhdes de pessoas a cada
ano, principalmente criangas abaixo dos cinco anos de idade em populagdes de baixa renda. A elucidagdo do
processo infeccioso deste patdogeno tem sido investigada had anos, através de estudos in vitro/vivo que
buscaram compreender os eventos relacionados a patogénese. Devido a surgimento de estirpes
multirresistentes a antibidticos, estudiosos tem se empenhado na busca por uma alternativa profilatica,
segura, eficaz e de ampla cobertura. Neste trabalho, encontram-se caracteristicas gerais do patégeno, o status
epidemioldgico atual, métodos utilizados para o diagndstico e também para tratamento dos casos de infec¢do
leve e grave, assim como novas alternativas de prevengao/controle das infecgoes.

Palavras-Chave: shigelose; epidemiologia; prioridade; patégeno entérico; Gram-negativo;

Bacillary disentery: a global public health problem. Shigella is one the leading causes of dysentery
in the word, infevting millions of peopile each year, especially children under five in low-income
populations. The elucidation of the infectious processo of this patogen has been investigated for years.
Though in vivo/vitro studies that sought undeestand the events related to parhogenesis. Due to the emergence
of multiresistant strains to antibiotics, scholars have been engaged in the search for a prophilactic, safe,
effective and broad coverage altemative. In the work, we presente general characteristics of the pathogen,
current epidemiological status, methods used for diagnosis and also for treatment of cases of mild and severe
infection, as well as new alternatives for prevention/control of infections.

Keywords: shigellosis; epidemiology; priority; enteric pathogen; Gram-negative;



1. Introducao

A doenga diarreia é causada por diversos agentes etiologicos que englobam virus, bactérias e
parasitas. As doencas diarreicas sdo uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo, sendo as responséaveis por grandes indices de 6bitos durante a primeira infancia, com uma estimativa
de 1,3 milhdes mortes por ano (MOKOMANE et al., 2017). Os principais agentes etiologicos dessa
sindrome sd3o os patogenos entéricos gram-negativos, estando Shigella dentre os que requerem controle
emergencial (KOTLOFF et al., 2013; NUNES et al., 2012; W.H.O., 2004). Segundo a OMS, os principais
causadores de diarreia em criancas jovens em ordem decrescente foram: Shigella spp, Rotavirus/adenovirus
40/41, ETEC ST- positivo, Cryptosporidium spp. e Campylobacter spp. (MOKOMANE et al., 2017). A
shigelose atinge cerca de 165 milhdes de pessoas por ano, havendo aproximadamente 1 milhdo de 6bitos.
Apesar de acometer pessoas independentemente da idade, a maioria dos episédios ocorrem principalmente
nos paises em desenvolvimento, afetando de maneira acentuada criangas de idade inferior a cinco anos.
(MUTHUIRULANDI et al., 2016; NUNES et al., 2012; PORE et al., 2011; RAM et al., 2008; W.H.O.,
2004). De modo geral, a shigelose ndo s6 resulta em altos indices de mortalidades como também em sequelas
que afetam a longo prazo o crescimento e desenvolvimento cognitivo das criangas sobreviventes a infeccao.

Neste contexto, esta revisdo descreve caracteristicas gerais relacionados ao agente etiologico
Shigella, sua patogenia, mecanismos celulares e moleculares, assim como os métodos atualmente
empregados para o diagndstico e tratamento.

2. Metodologia

Esta revisdo da literatura levanta as principais informagodes sobre o patdégeno Shigella e os principais
desafios relacionados & problemética, contextualizando com estudos atuais. As consultas bibliogréaficas
foram realizadas por meio de bancos de dados Scopus, Pubmed, Science Direct e Portal de periddicos
CAPES. O periodo das publicagdes foi de 1994 a 2018, cujas palavras-chave foram: “shigelosis”, “bacillary
dysentery” e “microbial resistance”.

3. Shigella spp.

O microrganismo Shigella foi descoberto em 1898 em um surto de disenteria no Japao, descrito por
Kiyoshi Shiga, que inicialmente denominou o patégeno como Bacillus dysenteriae devido a relagdo com
Bacillus coli, a atual Escherichia coli. Posteriormente, Simon Flexner, Mark Boyd e Carl Sonne descreveram
patogenos similares no final do século XX e em homenagem ao descobridor nomearam o género com o
termo Shigella (BAKER et al., 2014; NYOGI et al., 2005; SASAKAWA et al., 2010). As dimensdes
celulares sdo de 0,4 a 0,6 micrometros de didmetro e 1 a 3 micrémetros de comprimento, e caracteriza-se
como uma célula bacteriana Gram-negativa e imovel, apesar de ndo formar biofilme nem expressar adesina.
Possui a forma de bastonete, ¢ desprovido de esporo e capsula, sendo um anaerébio facultativo e
enteroinvasivo (THE et al., 2016; ZAIDI; ESTRADA-GARCIA, 2014).

Atualmente o género é constituido por quatro distintas espécies: Shigella dysenteriae (Grupo A:15
sorotipos), Shigella flexineri (Grupo B:14 sorotipos e subtipos), Shigella Boydii (Grupo C:20 sorotipos) e
Shigella sonnei (Grupo D) (BELD; REUBSAET, 2012; LIVIO et al., 2014; PUZARI; SHARMA ; CHETIA,
2017; LIU et al, 2012). A classificacdo por sorogrupos acima € uma maneira de diferenciar as espécies e suas
variagdes correspondentes a partir dos componentes da cadeia lateral do antigeno O, um componente de
polissacarideo presente no LPS encontrado na membrana externa de todas as bactérias Gram-negativas
(PHALIPON; SANSONETTI, 2007; SCHROEDER; HILBI, 2008). Dentre todas, S. sonnei é a Unica a
apresentar reacdo positiva para fB-D-galactosidase e ornitina descarboxilase, o que a difere das demais
espécies do género (MARTEYN; GAZI; SANSONETTL 2015).
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4. Epidemiologia

Nos ultimos 30 anos, a mortalidade associada a Shigella caiu consideravelmente, e isso se deve
principalmente as contribui¢des da reducdo de desnutri¢do global. Apesar disso, a doenga foi classificada
pelo “Global Burden of Disease Consortium” no ano de 2015 como a segunda principal causa de mortes
diarreicas no mundo (KOTLOFF et al., 2013 e 2017). Cerca de 98% dos Obitos anuais associados a Shigella
correspondem aos paises de média e baixa renda, com cerca de 30% de mortes infantis em 2016. (KOTLOFF
et al., 2017). Cerca de 5% dos episodios globais sdo causados por Shigella dysenteriae, 5% por Shigella
boydii, 23% S. sonnei e 65% por Shigella flexineri, com uma taxa de mortalidade de 75%. (LAUNAY et al.,
2017; MUTHUIRULANDI et al., 2016; PUZARI et al., 2017).

As infecgdes causadas pela espécie S. flexineri, geralmente predominam em paises em desenvolvimento,
principalmente em populagdes de baixa renda, enquanto casos associados a Shigella soneei sdo comuns em
populagdes de alta renda. Nos Estados Unidos, Shigella soneei € a terceira causa de gastroenterite e
recentemente causou um surto estendido de junho de 2015 a junho de 2016 em moradores de rua (HINES et
al., 2017; MUTHUIRULANDI et al., 2016).

S. dysenteriae é a espécie mais virulenta que contribui de forma minima para a shigelose endémica,
apesar de ter potencial para provocar epidemias e pandemias avassaladora, principalmente em populagoes
que possuem saneamento bésico e hébitos de higiene pessoal precarios. No ultimo século, quatro pandemias
foram ocasionadas por S. dysenteriae, ocorridas na Africa Oriental e Ocidental, no sul da Asia e na América
Central. As estirpes tiveram amplo espectro de resisténcia a antibidticos, atingindo cerca de 30% da
populacdo em todas as faixas etarias (KOTLOFF et al., 2013 e 2017; LEVINE et al., 2012; LIU et al., 2012).
Apesar disso, o sorogrupo S. dysenteriae em conjunto com S. boydii tem causado poucos casos da doenga em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, respectivamente (LIMA et al., 2015).

No Brasil, infecgdes causadas por S. somnmei estdo associadas a regides socioeconomicamente
desenvolvidas como o Sudeste, enquanto que infecgoes causadas pelo sorogrupo S. flexineri ocorreram com
maior frequéncia em regides em desenvolvimento socioecondmico como o Norte e Nordeste do pais
(SOUSA et al., 2010). Cerca de 90% das infec¢des foram causados por S. sonnei em Minas gerais durante o
outono e verdo, e 80% das infeccoes foram causadas por S. flexineri no Piaui, frequentemente em criangas
com idade inferior a 24 meses (NUNES et al., 2012). A regido norte do pais notifica poucos casos de
infecgdo pelo patdgeno, mas S. flexineri foi frequente nos isolados de fezes provenientes de criangas com
diarreia, observados no Para (S. flexineri 2a), Porto Velho (3* causa de diarreia infantil). Em Manaus, um
estudo envolvendo 1339 criancas com diarreia, verificou que de 30 isolados de Shigella 60%
corresponderam a S. flexineri, 22% a S. sonnei e 6% a S. boydii e S. dysenteriae em criangas de 0-10 anos de
idade, residentes & periferia da cidade (BASTOS; LOUREIRO; HOFER, 2012; CRUZ et al., 2014;
ORLANDI et al., 2006).

A cobertura de servigos de saneamento bésico, como agua potavel e tratamento de esgoto, geralmente
sdo ausentes em populagdes de baixa renda, tornando-as mais vulneraveis a doengas. Cerca de 90% da
populagdo das regides norte e nordeste do pais ndo possuiam esgoto coletado até o ano de 2011, o que expde
a populacdo a diversos patdgenos e colabora como ameacga a satide coletiva. Manaus, possui atualmente um
sistema de coleta e tratamento de esgoto sanitario em operacdo desde o ano de 2012, que abrange a parte
central da cidade, conjuntos habitacionais e residenciais. E a estimativa média é de que em 30 anos a cidade
tenha 60% do esgoto coletado e tratado, segundo a Manaus Ambiental (MANIL; WIERZBA; WALKER,
2016; HOLT et al., 2012; SACK et al., 1994; WHO, 2004). Desta forma compreende-se que as infec¢des se
incidem em ambas as populagdes, socioeconomicamente desenvolvidas e em desenvolvimento, mas diferem
quanto a espécie infectante prevalente.

5. Shigelose

A shigelose é uma doenca gastrointestinal inflamatoria aguda causada pela enterobactéria Shigella, que
afeta adultos, eventualmente, criangas de zero até dez anos de idade, afetando principalmente criangas com
idade inferior a cinco anos, de maneira acentuada em paises em desenvolvimento socioeconomico (MANTI;
WIERZBA; WALKER, 2016; SANGEETHA et al., 2014). A infeccdo pode ocorrer através de individuos
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infectados, moscas, 4gua e alimentos contaminados, com uma baixa dose infecciosa de 10 a 200 células
bacterianas por via fecal- oral. Diante disto, a prevencdo primdria desta doenga deve se basear no
fornecimento de agua potavel e métodos de saneamento bésico, em conjunto com o desenvolvimento de
melhoria em higiene pessoal e alimentar (GERMANI; SANSONETTI, 2006; MANI et a., 2016; OJHA et al.,
2013).

O periodo de incubagdo do patéogeno no organismo hospedeiro varia de um a quatro dias, mas a diarreia
aquosa manifesta-se geralmente cerca de 48 horas ap6s a infec¢do, com cerca de vinte evacuagdes por dia,
tendo a doenga uma duragao de até oito dias. A doenca manifesta-se inicialmente como uma diarreia aquosa
e leve, podendo evoluir rapidamente para uma disenteria aguda também conhecida como disenteria bacilar,
caracterizada pela presenga de muco e sangue nas fezes do individuo infectado. A sintomatologia da doencga
¢ variavel e depende tanto da imunocompeténcia do organismo hospedeiro quanto da espécie infectante,
manifestando-se através de colicas intestinais e fezes sanguinolentas. (BASTOS e LOUREIRO, 2010;
CUNHA et al., 2017; KOTLOFF et al., 1999; SANGEETHA et al., 2014; RAM et al., 2008). A shigelose
pode ser causada por qualquer uma das quatro espécies descritas, por isso o monitoramento epidemioldgico
global ¢ importante para o direcionamento de estudos que buscam o desenvolvimento de alternativas
profiléticas e terapéuticas.

6. Mecanismo de patogénese

O modelo de mecanismo celular da patogénese de Shigella, atualmente bem estabelecido, deriva de
diversos estudos in vitro/vivo envolvendo diferentes tipos celulares como células epiteliais, macrofagos,
monocitos e fibroblastos; assim também como modelos de infeccdo animal utilizando murinos e leporideos,
que colaboraram bastante para avaliagdo das respostas imunes do hospedeiro e compreensdo acao do
patogeno (PARSOT et al., 2005).

Para estabelecer com sucesso a infec¢do no intestino, o patégeno deve evadir as barreiras do hospedeiro,
que sdo as secregdes gastricas e o acido cloridrico do estomago e a bile no intestino. O é4cido cloridrico,
juntamente com as secregdes gastricas, reduz o pH do estdmago para 3 e destroem a maioria das bactérias
que ali chegam, mas alguns entéricos Gram-negativos como Shigella, desenvolveram mecanismos que
permitem sua sobrevivéncia no local (MERRITT et al., 2009; SISTRUNK et al., 2016). A bile é um
componente essencial da digestdo e absor¢do de nufrientes no intestino, sendo composta por varios
elementos como proteinas, sais minerais, lipidios, vitaminas e carboidratos. Dentre eles, os sais biliares sdo
importantes para solubilizar, digerir e absorver lipidios e vitaminas lipossoliiveis. Esses sais possuem
atividade bactericida, mas patogenos entéricos como bactérias Gram-negativas resistem a essa atividade e os
utilizam como sinal de localizagdo para regular a expressdo génica de seus fatores de viruléncia.
(NICKERSON et al., 2017; POPE et al., 1995).

Apesar dos grandes avangos na compreensdo dos mecanismos celulares que Shigella utiliza para sua
sobrevivéncia, pouco se conhece de fato sobre como a bactéria atinge com sucesso o epitélio intestinal,
embora o mecanismo de invasdo e as respostas imunes do hospedeiro tenham sido bastante explorados.
Shigella, ao chegar ao colon utiliza as células M como porta de entrada para o epitélio intestinal, se transloca
para o tecido linfoide e entra em contato com as células dentriticas e os macréfagos residentes, o que resulta
em piroptose destas células e liberacdo de grandes quantidades de IL-1B e IL-18, citocinas inflamatérias
(ARIZMENDI et al., 2016). As citocinas (IL-1p e IL-18) ativam o processo inflamatério recrutando células
polimorfonucleadas (PMN) para o local, o que ocasiona a destruicao da integridade do tecido intestinal. Em
concordancia com os tais fatos, estudos in vivo utilizando murinos infectados com Shigella e a proteina
efetora ipaH7.8 por via intranasal mostraram que a piroptose mediada por esse efetor é essencial para o
escape do macrofago, e a morte de macrofagos um dos registros para rastreio da infecgdo (ARIZMENDI et
al., 2016; ASHIDA et al.2015; SASAKAWA et al., 2015).

Ao ser fagocitada pelo macréfago, Shigella destréi o fagossomo intracelular, ativa o SST3, se adere a
célula epitelial, e libera proteinas efetoras (IpaA-IpaD) que atuam no citoesqueleto da célula polimerizando
actina. A bactéria entdo € englobada e se replica no interior do citoplasma da célula hospedeira. O patégeno
dissemina-se para as células adjacentes usando uma calda de actina, sendo essa motilidade dependente da
localizagdo da proteina de viruléncia autotransportadora IcsA, na superficie bacteriana. A cardiopilina, um
fosfolipidio que reside nas membranas de S. flexineri, é essencial na membrana interna para apropriada
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divisdo celular e favorecer a apresentagdo adequada de IcsA na superficie da membrana externa (ROSSI et
al., 2017; ARIZMENDI et al.2016; SISTRUNK et al., 2016; BROTCKE et al., 2014).

7. Mecanismos de Viruléncia

O genoma de Shigella foi sequenciado e usado para descobrir a persisténcia, epidemiologia global e
regional das espécies, o qual revelou que S. flexineri ¢ composta por varias linhagens filogeneticamente
distintas e que mantém niveis de diversidade semelhantes a S. sonnei, no entanto ¢ muito mais antiga e
diversa que essa (CONNOR et al., 2015; CHATTAWAY et al., 2017; THE et al., 2016).

Os mecanismos que o patdgeno utiliza para se adaptar ao célon intestinal e burlar o sistema de defesa do
hospedeiro provém de mecanismos de regulacdo e expressdo génica, um fator que favorece a patogénese de
Shigella a torna um patégeno altamente adaptado ao organismo humano. O genoma de Shigella flexineri,
modelo da maioria dos estudos, é constituido de um cromossomo circular tnico (200 pseudogenes e centenas
de elementos transponiveis) e um plasmideo de viruléncia de 220 kb, o qual possui uma regido que concentra
genes fundamentais para a invasao celular (FRIS et al. 2016; PEDRON et al., 2003). O cromossomo contém
ilhas de patogenicidade como a ilha SHI-1, a qual contém genes de viruléncia que induzem o acumulo de
fluidos intestinais e degradagdo do muco intestinal. Além desses genes, também se encontram no
cromossomo genes que detectam mudangas de temperatura e pH no organismo hospedeiro e que regulam
positiva e negativamente genes plasmidiais, VitF, VirB e IcsA. (SCHROEDER et al., 2008). No
cromossomo e plasmideo ha duas ORF’s reguladas por ferro que codificam duas enterotoxinas fundamentais
para patogénese de Shigella, a enterotoxina Shet-1 que est4 relacionada com a diarreia aquosa, e Shet-2 que
desempenha fungio de enterotoxina e também de reguladora de secrecdo da citocina inflamatéria IL-8 em
células infectadas (SCHROEDER et al., 2008).

O plasmideo dispde também de ilhas genémicas adquiridas evolutivamente por transferéncia horizontal
de genes através de bacteriéfagos. Uma dessas ilhas concentra a maioria dos genes importantes para Shigella,
e ela é descrita como ilha de patogenicidade (PAI). Esta ilha contém genes de ativacdo e regulacdo
transcricionais (VirF e VirB), genes associados a montagem do Sistema de Secrecdo Tipo III (SST3), genes
de invasdo (/pa), genes de chaperonas (lpg) e genes de disseminacdo (Zcs) (HU et al., 2015; POPE; et al.,
1995).

Os genes VirF, VirB, IcsA/lvirG destacam-se sobre os demais por estarem envolvidos nas etapas
essenciais a cascata de eventos regulatérios inerentes a patogénese de Shigella. VirF é o gene de um
regulador de transcricdo primaério, enquanto ¥irB € gene de um regulador de transcrigdo secundario, e
IcsA/VirG relacionam-se com a adesdo e propagagdo celular da bactéria. (GIANGROSSI et al., 2017;
PARSOT, 2005; PEDRON et a., 2003). O l6cus mxi—spa localizado na ilha de patogenicidade, contém genes
que codificam proteinas estruturais do Sistema de Secre¢do Tipo III (SST3), um sistema que secreta
proteinas Ipas essenciais para invasdo de células epiteliais e inicio do ciclo infeccioso (BURKINSHAW et
al., 2014; HU et al., 2015; POPE et al., 1995).

Tal sistema secretor, composto por mais de 50 proteinas estruturais, € indispenséavel para a patogénese,
motilidade e simbiose bacteriana, pois é empregado por varias bactérias Gram-negativas na transferéncia de
proteinas efetoras para o citoplasma de células eucarioticas. Apesar de montado e exposto na membrana da
bactéria, ele s6 é ativado apds o contato com a célula epitelial, liberando mais de 30 efetores para iniciar a
patogenia (CORNELIS, 2006; CHATTERJEE et a.,2013; HU et al, 2015; IZORE et al.,2011; KAUR,
PORTALIOU et al., 2016). Esse sistema libera através de seu canal secretdrio cerca de 30 proteinas, como as
translocadoras IpaB-IpaD, as efetoras IpaA e IcsB e ativadoras de transcricdo VirB e MxiE, codificadas na
ilha de patogenicidade (PARSOT, 2005). Nos ultimos anos houve um progresso considerdvel na
compreensao da estrutura do SST3 com importantes contribui¢des da Cristalografia de raios X, Ressonéncia
Magnética Nuclear (RMN) e Microscopia Eletronica (ME) (WORRALL et al., 2011). Hu e colaboradores
(2015) conseguiram apresentar a estrutura intacta do SST3 e seu complexo citoplasmatico a partir de um
modelo construido de minicélulas de S. flexineri, explorada por um detector de elétrons desenvolvido
recentemente e uma tomografia crioeletronica de auto rendimento (crio-ET) para visualizagdo das
minicélulas hidratadas e congeladas.

Os Ipa genes codificam as proteinas invasivas IpaA, IpaB, IpaC e IpaD para favorecer a entrada de
Shigella a célula epitelial. A invasiva IpaA, a partir de um complexo formado com a proteina citoesquelética
vinculina, controla a montagem de filamentos de actina no citoesqueleto (PHALIPSON et al., 2007). A
invasiva IpaB, além de ser requerida na penetracdo da bicamada lipidica da célula hospedeira, constroi canal
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iénico na membrana interna para promover influxo de potassio e induzir a piroptose em macrofago
(SANSONETTI et al., 2001), e esta associada ao desaparecimento do Aparelho de Golgi, interferindo na
fisiologia da célula hospedeira. A invasiva IpaC, complexada a IpaB ¢ transportada pela agulha e inserida na
membrana formando o poro para passagem de outros efetores, interagindo com proteinas associadas a
filamentos de actina do citoesqueleto da célula hospedeira para e inducdo de polimerizagdo de actina. A
invasiva IpaD esta associada com a secrecdo e recrutamento de IpaB e IpaC (translocadores) para a ponta da
agulha do SST3 (MACMICKING et al., 2017; YANG e HU et al., 2015).

Além desses, o plasmideo contém genes que codificam as proteinas secretérias VirA, Ipah4.5, IpaH7.8,
IpaH9.8 e outras. A proteina efetora VirA tem como fun¢do o rompimento da rede de microtibulos da célula
hospedeira, enquanto a proteina IpaH9.8 marca enzimas intracelulares (Gbps) com ubiquitina afim de fugir
da destruigao que essas enzimas realizam. Por isso alguns estudos recomendam a PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase) do gene IpaH como ferramenta de diagnostico de gastroenterite aguda em criangas na India
(AGGARWAL et al., 2016). A caracterizacdo dos mecanismos de viruléncia torna compreensivel o perfil da
patogénese de Shigella, desde a infecgdo até o processo inflamatorio caracteristico.

A identificagdo precisa do patdgeno é crucial para fins de vigilancia, compreensdo de quais organismos
sdo mais prevalentes e em quais areas, planejamento de medidas de prevencdo especificas, estratégias de
vacinagdo e o estabelecimento de tratamentos empiricos.

8. Vacina, Diagnostico e Tratamento

Cerca de 90% dos isolados globais correspondentes a S. flexineri (sorotipos 2a, 3a e 6) e S. sonnei, logo o
ideal seria uma vacina multivalente de méxima cobertura que incorpore todos os sorogrupos de Shigella, ou
seja as quatro espécies, que em conjunto corresponderem a mais de cinquenta sorotipos diferentes (MANI; et
al., 2016; ZHAO et al., 2017). H4 uma vacina bivalente de S. flexineri e S. sonnei que é utilizada em Pequim,
onde a resisténcia antimicrobiana € encontrada em cerca de 90% dos isolados de Shigella. No entanto,
atualmente nao ha uma vacina licenciada e comercialmente disponivel que seja eficaz, segura e multivalente
que seja recomendada pela OMS, tampouco alguma alternativa terapéutica ndo antibiética, (PUZARI et al.,
2017; ZHAO et al., 2017). O que ha atualmente, sdo 15 candidatos vacinais em diferentes fases de testes
clinicos oriundos de diversas partes do globo, como India, Washington, Espanha, Franca, Coreia e Austria
possuem estudos com testes clinicos de fase 1. Italia e Suica possuem estudos com testes clinicos de fase 2,
enquanto os Estados Unidos é o Unico pais a ter estudos com testes clinicos de fase 1, fase 2 e fase 3 em
andamento, sendo os mais adiantados no desenvolvimento de uma vacina alternativa. A natureza dessas
candidatas é baseada desde proteinas de membrana, antigenos fusionados, vesiculas de membrana, proteinas
do SST3, oligossacarideos sintéticos a célula inteira de Shigella atenuada ou geneticamente modificada.
Estima-se que 150 mil mortes possam ser evitadas globalmente até o ano de 2030 com o desenvolvimento de
uma vacina multivalente contra Shigella (MANI et al., 2016; WALKER et al., 2017), sendo uma das
prioridades em satde publica mundial.

A identificagdo imediata do patogenos é necessaria em contextos de possiveis surtos para a
implementacdo de medidas eficazes de controle, sendo util para o manejo de pacientes, particularmente
aqueles com doenga grave, persistente ou imunocomprometidos. Um dos principais desafios para o
diagnostico laboratorial de infecgdes diarreicas é que existem mais de 40 patogenos causadores de diarreia,
as técnicas convencionais de detecgdo microbioldgica exigem multiplas etapas, sem contar com a necesséria
infraestrutura adequada e equipe devidamente capacitada (MOKOMANE et al., 2017). O diagnostico
convencional definitivo da shigelose é realizado diretamente através das fezes, a partir do isolamento do
microrganismo em cultura, mas pesquisadores ja descobriram, através de uma avaliacdo de ensaio de reagdo
em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR), que este método identificou quase o dobro de casos atribuiveis
a Shigella, comparado ao método convencional (WALKER et al., 2016; PUZARI et al., 2017). O Instituto
Pasteur também desenvolveu testes imunocromatograficos para diagnostico rapido (TDRs) de Shigella
direcionados para os sorogrupos S. flexiner 2a, S. sonnei e S. dysenteriae, com especificidades na faixa de
91-100%. Esses TDRs, ja foram avaliados em diferentes amostras como cepas isoladas, esfregacos retais e
fezes, em diferentes paises como Vietna e Chile e estavam em fase de industrializacdo, segundo Haddar e
colaboradores (2017).
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O método terapéutico direcionado para os casos de diamreia leve € a reposi¢do de eletrdlitos, como
corre¢do da desidratagdo. A terapia empregada, recomendada pela OMS, para os casos de disenteria € um
tratamento empirico a partir da administracdo de antibidticos como ciprofloxacina (fluoroquinolonas),
azitromicina e cefalosporina de terceira geragdo como método primério por promover baixa taxa de
resisténcia antibidtica, e posteriormente, ampicilina e cotrimoxazol, como alternativa secundaria. A
antibioticoterapia reduz o risco de possiveis complicagdes e duragdo dos sintomas no organismo, estando
atualmente, sob forte ameaga com os crescentes relatos descrevendo casos com bactérias multirresistentes
em diversas regides do globo como Africa, China, Chile e India (KOTLOFF et al, 2017; GONZALEZ-
TORRALBA et al., 2018).

Pernica e colaboradores (2016), desenvolveram um estudo buscando rastrear 15 patoégenos diferentes
por meio da Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para correlacionar a desfechos clinicos utilizando
amostras clinicas fecais. O tratamento padrdo atualmente empregado em muitos paises é tratar com
antibioticos criangas que apresentem diarreia sanguinolenta e abster criangas que ndo apresentem esse
quadro. O estudo constatou que a infecgdo por Shigella foi estatisticamente mais comum em criangas que
apresentaram sangue nas fezes, nao sendo semelhante para nenhum outro patégeno bacteriano. No estudo
verificou-se que cerca de 219 criancas de um total de 586, ndo apresentaram fezes sanguinolentas, mas
estavam infectadas e criangas com fezes com sangue ndo apresentaram aumento de mortalidade. Isto sugere
que a metodologia recomendada pela OMS pode nio ser completamente eficaz para o controle das infecgdes,
visto que ndo houve associagdo estatisticamente significante entre diarreia sanguinolenta e morte, mas
acentuadamente entre desnutri¢do e morte. Isso tem sido discutido entre os estudiosos, pois essa exclusdo
pode colocar as criangas infectadas em risco maior, visto que infimeras apresentam diarreia leve e a
associagao entre mortalidade € mais forte para diarreia relacionada a Shigella do que com somente disenteria,
principalmente em criangas malnutridas (KROTLOFF et al., 2017; TICKELL et al., 2017).

Consideracées Finais

A problemadtica relacionada a sindrome diarreica, especialmente causada por bactérias do género
Shigella, tem impulsionado varios estudiosos a buscar desenvolver uma vacina eficaz e segura, como método
de prevencao da doenga, que apesar dos esfor¢os ainda nao esté disponivel. Considerando isto, e também o
aumento do nimero de casos com bactérias resistentes aos antibidticos utilizados para o tratamento da
doenca, a busca por novas alternativas terapéuticas também se faz necessaria em paralelo. Métodos de
protecdo contra patégenos através de imunidade passiva sdo pouco empregados e atualmente a Tecnologia
IgY tem sido utilizada com sucesso contra diferentes patéogenos, mas nao hé nada direcionado a Shigella.
Estudos recentes, tém mostrado o efeito promissor de IgY contra patdogenos bacterianos como diferentes
estitpes de Salmonella, Acinetobacter baumani, Pseudomonas aeroginosa e Helicobacter pylori, que tiveram
crescimento celular afetado devido a agdo neutralizante de IgY. Isto pode ser bastante promissor contra as
doengas diarreicas de modo geral, pois os anticorpos de gema de ovo apresentam diversas vantagens, como
método de obtencdo menos invasivo, mais econémico e de alto rendimento.

Divulgacao

Este artigo é inédito e ndo est4 sendo considerado para qualquer outra publicagdo. Os autores e revisores nao
relataram qualquer conflito de interesse durante a sua avaliagdo. Logo, a revista Scientia Amazonia detém os
direitos autorais, tem a aprovacdo e a permissdo dos autores para divulgacdo, deste artigo, por meio
eletronico.
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Avaliacao de anticorpos IgY contra antigeno peptidico de Shigella flexneri*

Resumo

Shigella é o patégeno Gram-negativo que causa a disenteria aguda, acometendo
principalmente criancas menores de cinco anos de idade em paises de baixa e média
renda, ocasionando milhares de Obitos por ano. Em decorréncia disso, diversos
estudioso tem se empenhado com a busca por uma alternativa eficaz e segura,
principalmente pela falta de uma vacina eficaz e a disseminacdo de cepas
multirresistentes. O peptideo 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 precipitacdo com
polietilenoglicol e cromatografia de afinidade, foi avaliada quanto a sua reatividade pelas
técnicas imunolégicas Dot blot, Western blot e Citometria de fluxo. IgY anti-P9 foi capaz
de reconhecer o antigeno-alvo na forma sintética, denatura e nativa de Shigella flexneri
5a M90T. O anticorpo obtido apresentou reatividade cruzada contra outras cepas de
bactérias diarreiogénicas, ndo podendo este ser utilizado para utilizacdo em métodos de
imunodiagnostico. Por outro lado, estes anticorpos possuem grande potencial para
utilizacdo em métodos de imunidade passiva contra Shigella spp., e possivelmente servir
de base para ampliacdo na aplicacdo contra outras doencas.

Palavras-Chave: Shigella flexneri, peptideo 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 M9OT.
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. Introducéo

A shigelose, é uma doenca diarreica infecciosa causada pelo enteropatdégeno
bacteriano Gram-negativo Shigella (YANG et al., 2018), o qual acomete principalmente
criancas na faixa etaria de zero a cinco anos de idade (PARAJULI et al., 2019), sendo a
maioria dos casos ocorrentes em paises de baixa e média renda (BONA et al., 2019).
Fatores como condicfes precarias de saneamento basico e baixo nivel socioeconémico,
colaboram para a ocorréncia de milhdes de infeccbes e Obitos por ano, sendo
considerada um problema global de saude humana (PUZARI et a., 2018;
MUTHUIRULANDI et al., 2016).

O género Shigella comporta os quatro grupos S. flexneri, S. sonnei, S. dysenteriae
e S. boydii (FRENCK et al., 2018; FARZAM et al. 2017), restritas a primatas, o que as
diferenciam dos demais membros da familia Enterobactereaceae, a qual o género esta
inserido (MATTOCK et al., 2017; TRIKHA et al., 2017). A infeccdo pode se dar com uma
baixa dose infecciosas de 10-100 células bacterianas, transmitida através de moscas
domésticas, pessoa a pessoa, agua e alimentos contaminados por via fecal-oral,
podendo também ser transmitida sexualmente (BONA et al., 2019). As espécies de
Shigella causam a disenteria bacilar em humanos por invasédo de células epiteliais do
intestino, multiplicacdo intracelular, disseminacdo para células adjacentes e
consequentemente a inducdo de respostas inflamatéria no intestino (KOESTLER et al.,
2018; GOPAL et al., 2017).

A Organizacdo mundial da Saude (OMS) preconiza a utilizagdo dos antibioticos
apenas para 0s casos grave da doenga, porém alguns estudiosos tém discutido que
inclusdo dos casos de diarreia leve pode colaborar com a reducdo da mortalidade
associada a Shigella (THIKELL et a., 2017). Espécies de Shigella ja foram susceptiveis
a ampicilina, cloranfenicol, cotrimoxazol, 4cido nalidixico, no entanto ja desenvolveram
resisténcia a fluoroquinolonas, cefalosporinas e azitromicina. (PUZARI et al., 2018;
TRIKHA et al., 2017). Considerando o desenvolvimento de resisténcia a antibiéticos
como parte da evolucdo de bactérias, a OMS declarou esta situacao critica como uma
guestdo de crise global (PUZARI et al. 2018), indicando a necessidade de revisao
imediata do tratamento recomendado para shigelose, principalmente quando o mesmo
€ realizado empiricamente. Apesar de existirem diversos estudos em fase de ensaios
clinicos, até o momento ndo ha nenhuma vacina segura, eficaz, licenciadas e disponivel
até o momento (FRENCK et al., 2018; NICKERSON et al., 2017).
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Com a laténcia no desenvolvimento de novos antibidticos, ha uma extrema
necessidade de novas abordagens terapéuticas para infeccbes bacterianas, sendo o
direcionamento a fatores de viruléncia uma estratégica abordagem para impedir a
adesao bacteriana (MYDOCK-MCGRANE et al., 2017). A adeséo bacteriana é facilitada
pela ligacao da lectina FimH a glicoproteinas manosiladas que revestem o epitélio.Esta
lectina, especifica para manose esta localizada na extremidade distal do pili tipo 1, uma
classe de microfibrila proteica altamente expressa em patdégenos entéricos Gram-
negativos (MYDOCK-MCGRANE et al., 2017).

Diversos estudiosos tém buscado uma solucédo para a shigelose, seja pela busca
por novos antibidticos, vacinas ou através do desenvolvimento de anticorpos para
utilizacdo em métodos de imunidade passiva. A tecnologia IgY, ou seja, a producéo e
aplicacdo de imunoglobulinas Y (IgY), tem atraido bastante atencéo devido as vantagens
gue proporcionam como baixo custo e maior rendimento produtivo na obtencdo de
anticorpos e aspecto positivo quanto a ética na utilizacdo de animais, pois possibilita a
reducdo de animais necessarios e método ndo invasivo na producao anticorpos. Além
disso, esses anticorpos possibilitam a reducéo de interferéncias em testes imunoldgicos
por ndo apresentarem reatividade com as proteinas estafilocécica (A) e estreptococicas
(G), IgG de mamigero, proteinas do complemento e fatores reumatoides devido a falta
de receptores Fc correspondes.

A adesina bacteriana FimH € um fator de viruléncia e um atrativo alvo terapéutico
para contornar as infeccfes bacterianas. A identificacdo de epitopos de célula B, da
proteina FimH de Shigella flexneri e a avaliacdo da imunogenicidade do peptideo
sintético P9 (FimH) foram realizadas em trabalhos anteriores por nossa equipe. Esse
estudo produziu e avaliou imunoglobulinas Y contra sintético peptideo 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 producéo de anticorpos requeridas para pesquisas vinculadas ao
projeto “Producao e avaliacdo de imunoglobulinas Y contra antigeno de Shigella spp.”,
deferido pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do
Amazonas-CEUA-UFAM 003/2019 (Anexo 1).
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2.2. Producéo de anticorpos

Para a imunizacdo de aves, foi utilizado o peptideo sintético P9 (VSSAGGVA),
correspondentes a epitopos imunogénicos do antigeno Fim-H de Shigella flexneri 5a
MOOT, obtidos em trabalhos anteriores por Pardo e colaboradores (2016). Inicialmente,
0 peptideo 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
namero INPI BR 10 2018 071933 5. A ativacdo do carreador NTC solubilizado e o
acoplamento de peptideos sintéticos foi promovida pelos agentes quimicos EDAC
[Cloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida] e NHS (N-hidroxissuccinimida).

Para a producao de anticorpos policlonais, as aves mantidas sob manutencao da
empresa EZscience Biotecnologia, foram imunizadas sete vezes com um indculo de 200
Hg de peptideo P9, o qual foi preparado com 50uL de peptideo (5,5 mg/mL)) acoplado
em 200 pL de Nanotubo de carbono solubilizado e ativado (NTC) e 300 pL de Adjuvante
de Freund, totalizando volume final de 500 pL. A amostra foi homogeneizada em por
ciclos alternados de sonicacdo e vortequizacdo gelo até aquisicdo de consisténcia nao
dispersante em agua. Para a primeira imunizacao foi utilizado o Adjuvante Completo de
Freund e Adjuvante Incompleto de Freud para as inoculagbes posteriores. Para o
procedimento de imunizacéo, as aves foram imobilizadas manualmente e inoculadas por
via intramuscular, em quatro pontos distintos do masculo peitoral, com um buster quinze
dias apo6s a primeira imunizagéo e coleta de gema de ovo hiperimune, apos sete dias.

Tabela 1- Informacdes sobre os peptideos utilizados para a imunizacdo das aves.

Cdédigo | *Ag Peptideo Posicao *P.M. |Carga| Atributo | Origem

P9 FimH |VSSAGGVA 133-140 |646,69 0 Neutro S. flexneri
5 str. 8401

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

Os anticorpos foram extraidos a partir da separacdo entre a fracdo proteica da
gema de ovo e a fracao lipidica utilizando o método de precipitacdo com polietilenoglicol
(PEG) de Pauly e colaboradores (2011). Para isso, foi adicionado a gema PBS 1X
(NaHPO4, NaH2PO4, NaClz) equivalente a duas vezes o seu volume e 3,5% v/m de PEG-
6000, com homogeneizacdo durante 10 minutos em vortex e posterior centrifugacéo a 4
°C por 20 minutos a13.000xg. Apoés esse periodo, o pellet foi descartado e ao volume do
sobrenadante foram adicionados 8,5% v/m de PEG, sendo o sistema submetidos as
condicbes de agitacdo e centrifugacdo, anteriormente descritas. Porém, apds a
centrifugacéo o sobrenadante foi descartado. Ao pellet foram adicionados 10 mL de PBS-
1X e 12% v/m de PEG, sendo submetido a condi¢cdes de agitacao e centrifugacéo ja
descritas, com descarte do sobrenadante. Apés essa etapa, o pellet foi solubilizado em
800 pL de PBS1X com volume final completado para 1,2 mL. Apés esse processo, 0 pool
de anticorpos obtido foi submetido a dialise em PBS 0,1% a 4°C por 24 horas e
posteriormente analisado eletroforeticamente em SDS-PAGE 15% e deteccéo de bandas
proteicas utilizando Coomassie Brilliant Blue.

1.4.  Purificacdo de anticorpos anti-peptideo

Inicialmente, o peptideo sintético P9 (5,5mg/mL) foi acoplado através de ligacéo
covalente a resina cromatografica NHS-Activated Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare
Life Sciences) conforme recomendac¢des do fabricante, para a obtencéo de uma matriz
sepharose-P9 (FimH). Apds esse processo, a matriz cromatografica foi lavada com 10
mL de agua 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 diluido a
1uL /10 pL em Binding buffer, adicionado a sistema cromatografico e mantido sob
incubacédo 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 eluicdes de 450 yL de Elution buffer (Glicina-HCI 0,1 M
pH 2,7) e 50 pL de Neutralizer (Tris 1M pH 9,0), utilizando o reagente de deteccéo de
proteinas Bradford (SIGMA). Em seguida, a matriz foi lavada com 10 mL de Binding
buffer e preservada com EtOH alcool etilico a 30% (EtOH). Posteriormente, o anticorpo
foi concentrado 10X em coluna Amicon ® Ultra-2 Centrifugal Filter Devices de 30 KDa
conforme recomendacdes do fabricante (Mili-Pore). Posteriormente, os anticorpos foram
novamente analisados por SDS-PAGE 15% para confirmacao da obtencéo de IgY’s anti-
P9.
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1.5.  Imunodetecgdo por Dot blot

O reconhecimento dos anticorpos produzidos foi avaliado quanto ao
reconhecimento do peptideo sintético P9 imobilizados em membrana PVDF. Para isso,
a membrana PVDF foi hidratada em tampé&o de blot (0,025 M Tris, 0,192 M glicina pH
8,5, 20% MeOH), MeOH (100%) e agua destilada. Ap6s hidratada, a membrana foi
imobilizada com peptideo P9 a 16 pg/mL em sistema de trans-blot. Em seguida, ao
sistema foi adicionado 50 puL de uma solucéo de blogueio PBS 1X a acrescida com 3%
v/im de BSA (Bovin Serum Albumin) por 60 minutos a 37 °C. Posteriormente, 0s primarios
IgY total obtidos foram diluidos em solu¢éo de bloqueio a 1 puL /100 pL e adicionados ao
sistema e incubados durante 60 minutos a 37°C. Apds esse periodo, a o sistema foi
lavado com PBS 1X e o secundario anti-chicken cabra (peroxidase) a 1 pL /500 pL foi
adicionado ao sistema e mantido sob incubacdo em condi¢cdes descritas anteriormente.
Apos esse periodo, o sistema foi lavado com PBS 1X e para revelacdo do teste, foi
utilizado o cromogeno DAB (Diaminobenzidina-3,3) durante10 minutos. O parametro de
deteccao considerado, foi presenca/auséncia de precipitacdo de coloracdo marrom como
indicio de deteccéao positiva/negativa dos anticorpos produzidos.

2.6. Imunodeteccéo por Western Blot

Os anticorpos produzidos foram avaliados, utilizando o método de imunodetecc¢ao
Western Blo, quanto a capacidade de reconhecimento do antigeno 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 eletrotransferéncia no equipamento transblotting (BIO-RAD), a
voltagem constante de 10 V por 60 minutos. Apos a eletrotransferéncia, a membrana foi
incubada com tampéao de blogueio PBS-BSA 3% por 60 minutos a 37° C. Apés esse
periodo, a membrana foi lava com PBS 1X e o primario IgY total a 1 pL /100 pL foi
colocado em contato com a membrana por 60 minutos a 37°C, sob agitacdo constante.
ApOs esse periodo, a membrana foi lavada com PBS 1X e o secundario anti-chicken
cabra (peroxidase) a 1 pL /5.000 pL foi colocado em contato com a membrana por 60
minutos a 37°C, sob agitacao leve. Posteriormente, a membrana foi lava com PBS 1X e
revelada com cromégeno DAB (10 mg/mL) durante 10 minutos e neutralizacéo da reacao
com agua destilada. A membrana foi seca a temperatura ambiente para analise da
imunodeteccédo, considerando os parametros descritos anteriormente (item 2.6).
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2.7. Imunodeteccéo por Citometria de fluxo

Todas as cepas bacterinas utilizadas nesse estudo, foram provenientes da
colecdo bacteriologica do Instituto Lebnidas e Maria Deane (ILMD-FIOCRUZ-AM),
cedidas pela Prof. Dra. Patricia Puccinelli Orlandi Nogueira do Laboratério de
Diagnostico e Controle de Doencas Infecciosas na Amazonia (DCDIA).

O reconhecimento da IgY anti-P9 foi avaliada quanto a reatividade com antigenos
nativos, presentes na superficie celular de Shigella flexneri 52 M90T, através de
imunodetecgéo realizada em citometria de fluxo, utilizando como anticorpo de detecg¢éo
o anti-chicken cabra adsorvido ao fluorocromo Alexa flior 488. A reatividade da IgY anti-
P9 foi também foi avaliada contra cepas heterdlogas 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 condi¢cdes: C1 (somente bactéria), C2 (bactéria +
brometo), C3 (bactéria + anticorpo secundario) e C4 (bactéria + brometo+ anticorpos
primario + anticorpo secundario).

Inicialmente, os microrganismos foram cultivados em meio liquido Luria Bertani
(LB) a 37°C, durante 24 horas sob agitacdo constante. Apos o cultivo, 50 uL de cada
crescido bacteriano foram distribuidos em tubos de citometria e centrifugadas a 14.000
rpm, durante cinco minutos para a obtencgao de pellet. Em seguida, somente os tubos C3
e C4 foram incubados com 01 pL de brometo de etideo (C21H20BrNz) durante 30 minutos
a T.A., sob privacéo de energia luminosa. Apos esse periodo, os pellets foram lavados
02 vezes por centrifugagdo com PBS-1X (filtrado e autoclavado). Posteriormente, 0s
tubos C4 foram incubados com primario 1 pL /100 uL IgY anti-P9 por 01 hora, seguido
de lavagem por centrifugacdo. Apos essa etapa, os tubos C3 e C4 foram incubados com
secundario 1 pL /200 pL anti-chicken durante 01 hora a T.A. e posteriormente lavados
por centrifugacdo, com ressuspensdo de pellet em 200 pL de PBS-1X. ApoOs esse
processo, a leitura foi realizada no Citbmetro FACS canto Il (BD Biosciences), na
Plataforma de Citometria de Fluxo do ILMD/FIOCRUZ-AM, utilizando os programas
FACS Diva Softwer versdo 6.1.2. A obtencdo dos dados brutos e a analise de
porcentagem de eventos, média de intensidade de fluorescéncia e formatacdo dos
gréaficos de citometria, foi realizado através do programa Flow-Jo versao 5.6.7.
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3. Resultados e discussao

3.1. Obtencéo de anticorpo
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Figura 1- Confirmacdo da obtencdo dos anticorpos obtidos a partir de imunizacdo. 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 imunizagfes realizadas com o peptideo sintético P9; (9) canaleta
vazia; (10) IgY —padréo (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: propria (2019).

A eficiéncia 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
precipitagdo 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 especificas anti- anti-P9 (B:10) purificada por
cromatografia de afinidade também apresentaram bandas nas alturas descritas, além de
corresponderam a uma IgY padréo purificado por cromatografia (B:8).

A eletroforese também evidenciou a presenca de impurezas menores
representadas por banda proteica de peso molecular entre 35-48 KDa. Foi possivel
observar que os diferentes pools de anticorpos variaram em quantidade obtida, o que
pode estar relacionado a padronizacdo do processo de isolamento do anticorpo. Em
virtude dos fatos evidenciados por SDS-PAGE, a obtencéo dos anticorpos foi alcancada
com éxito.
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3.2. Reconhecimento do antigeno sintético

Os diferentes pools de IgY total foram testados contra os antigenos sintéticos a
P9 (16pg/mL) e detectados por Dot-Blot, pelo qual foi possivel a visualizacdo de
precipitagdo caracterizada po precipitacdo de coloracdo marrom resultante da reacao
antigeno-anticorpo presente na membrana PVDF. Através desse teste, pode-se observar
a deteccao de anticorpos em diferentes niveis, variando a coloragao fraca, média e forte,
correlacionando-se as quantidades de anticorpos detectadas na eletroforese em gel de
Poliacrilamida, anteriormente discutido.

O Protocolo desenvolvido nesse estudo, apresentou boa resolucdo/reacao
demonstrando que a IgY obtida por precipitacdo com PEG funcionou de forma eficiente
nesse teste imunolégico. 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 biolégica funcional esperada, evidenciada pelos pontos
circulares sobre a membrana PVDF, formados ap0s a aplicacdo do substrato de
revelacao, apresentados na figura 2.

Figura 2- Imunodeteccdo diferentes IgY total produzidas. Dot Blot em membrana PVDF:
imunodeteccdo de IgY em reconhecimento aos peptideos P9 correspondentes as imunizages realizadas
2-7).
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3.3. Deteccédo dos anticorpos quanto a reatividade com antigeno na forma
desnaturada

M A B Cc A B C

Figure 3- Imunodeteccdo dos anticorpos por Western Blot. Quadro 1: Gel de poliacrilamida contendo
o0 extrato bruto de Shigella flexneri 5a M90T em trés diferentes quantidades (A =5 pL; B = 10 pL; C= 15
pL). Quadro 2: Membrana PVDF com imunodeteccao de IgY localizado entre as bandas de 35 KDa e 48
KDa.

A partir da técnica de Western Blot, foi possivel observar a reatividade do
anticorpo a apenas uma banda proteica do extrato bacteriano de Shigella flexneri 5a
M90T, evidenciado pela imunoprecipitagdo formada na altura de 30 KDa
aproximadamente, localizada na faixa de 25-35 KDa (figura 4; quadro 3). A
imunodeteccéo da IgY anti-P9 vai de encontro aos resultados de Barati e colaboradores
(2018) e Grando e colaboradores (2017), quanto a validacao do reconhecimento de IgY’s
produzidas em seus trabalhos utilizando a mesma técnica.

O antigeno Fim-H (30 KDa) é uma proteina que constitui a membrana externa de
bactérias Gram-negativas como Shigella (ZUBERI et al., 2017). Considerando que o
peptideo P9 foi predito in silico a partir fragmentos da sequéncia peptidica desse
antigeno FimH, foi possivel observar que a reatividade da IgY anti-P9 foi especifica, pois
foi direcionada a uma banda correspondente ao antigeno-alvo na forma desnaturada e
ndo apresentou reatividade cruzada com outras proteinas do extrato bacteriano. A
imunodetecc¢do de IgY foi realizada com a utilizacdo do secundario anti-chicken cabra
adsorvido com enzima peroxidase.
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3.4. Deteccdo dos anticorpos quanto a reatividade com antigeno na forma
nativa
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Figura 4: Imunodeteccdo de anticorpos anti-P9 em reconhecimento de cepas-padrao de bactérias
diarreiogénicas. Teste de Citometria de Fluxo (FAC’s Canto Il BD Biosciences) - Reatividade de IgY
diferentes bactérias marcadas com brometo de etideo utilizando secundario anti-chicken cabra Alexa flaor
488.

Afim de avaliar o reconhecimento especifico da IgY anti-P9 produzida, foi utilizada
a técnica de Citometria de fluxo. Foi possivel observar que o anti-P9 foi capaz de
reconhecer o antigeno-alvo na forma nativa presente na superficie celular de uma cepa
padrédo de Shigella flexneri 5a M90T. Porém, o anticorpo apresentou reatividade cruzada
com algumas cepas de Escherichia coli diarreiogénicas (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 antigeno-alvo (P9) compor a superficie
celular de outros membros da familia Enterobacteriaceae (BRAVO, et al., 2015), como
os patotipos de E. coli utilizados na avaliagdo do anticorpo anti-P9.

Esses resultados, evidenciaram que os anticorpos produzidos nesse estudo nao
apresentaram especificidade de reconhecimento para Shigella spp. A reatividade
cruzada do anticorpo com os diferentes patotipos de bactérias diarreiogénicas inviabiliza
a utilizagcdo desse anticorpo para utilizagcdo em testes de imunodiagnoéstico direcionados
a deteccao de Shigella. Apesar disso, pode se observar que o0 anticorpo apresentou uma
reatividade cruzada direcionada, ndo reagindo com DAEC, ETEC-LT e ETEC-ST.
Considerando que, Shigella tem um mecanismo de patogénese indistinguivel 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 utilizacdo de antigenos imunogénicos
comuns a patégenos € uma estratégia promissora para o controle de coinfec¢des (RAFIQ
et al., 2019). Dessa maneira, a IgY anti-P9 pode ser util na utilizacdo em métodos de
imunidade passiva e uma promissora alternativa ndo antibidtica para tratamento da
shigelose e as doencas causadas pelos patégenos DEC, utilizados nesse experimento.
Isto, pode ser bastante Util para o contexto das doencas diarreicas, a qual é responsavel
por elevado indice de mortalidade em todo o mundo, além de estes achados servirem
de base para a aplicagao contra outras doencas.

Estudos posteriores, buscardo caracterizar os anticorpos desenvolvidos nesse
estudo, quanto ao nanoencapsulamento para protecdo contra degradacao géstrica em
ambiente gastrointestinal e avaliacdo quanto a eficacia protetora contra invaséo
bacteriana.
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4. CONCLUSOES

e Os resultados obtidos indicaram que o peptideo P9 (FimH) foi imunogénico e
capaz de induzir resposta imune significativa, com a producéo de anticorpos anti-
P9.

e Os métodos de isolamento e purificacao utilizados para a obtengéo dos anticorpos
mostraram-se eficientes, resultando em moléculas funcionais e de utilizacdo
viavel para rotina laboratorial.

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

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

e Nossos resultados forneceram um anticorpo inviavel para utlizacdo em
imunodiagndstico, porém com potencial para utilizacdo em métodos de imunidade
passiva.
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