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RESUMO 

ROJAS, R. L. G. Desenvolvimento de uma nova estratégia vacinal com 

propriedades profiláticas contra a síndrome hemolítica urêmica (SHU) associada 

a linhagens de Escherichia coli enterohemorrágica (EHEC) produtoras da toxina 

“Shiga-like” (Stx2). 2010. 84 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2010. 

 

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma estratégia vacinal utilizando linhagens de 

Salmonella atenuadas capazes de expressar uma forma atóxica da principal toxina 

associada a linhagens de EHEC que causa a síndrome hemolítica urêmica. Estas 

linhagens de Salmonella atenuadas diferem na expressão da flagelina, a principal 

unidade estrutural do flagelo. As linhagens recombinantes foram capazes de expressar 

uma forma atóxica da proteína “Shiga-like” (Stx2) no interior da bactéria e de secretá-la 

no meio externo, apresentando alta estabilidade plasmidial in vitro e in vivo. Além disso, 

as linhagens recombinantes demonstraram um maior grau de colonização do intestino 

em comparação às linhagens não produtoras de Stx2. Avaliamos também o potencial 

imunogênico dessas linhagens e encontramos que a imunização com três doses de 

salmonelas pela via oral foram capazes de gerar anticorpos sistêmicos (IgG) e locais 

(IgA) com propriedades neutralizantes in vitro e proteção parcial in vivo frente a ensaios 

de desafios com a toxina nativa. Diferenças significativas nas propriedades 

imunogênicas não foram encontradas entre as linhagens que diferem na expressão de 

flagelina. Nossos resultados indicam que formas atóxicas da proteína Stx2 expressas 

em vetores biológicos pode ser uma alternativa em estratégias vacinais para o controle 

da SHU. 

Palavras-chave: Vacina. Salmonella Typhimurium. Stx2. SHU. Resposta imunológica. 
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ABSTRACT 

ROJAS, R.L.G. Developing a new vaccine strategy with prophylactic properties 

against hemolytic uremic syndrome (HUS) associated with strains of 

enterohaemorrhagic Escherichia coli (EHEC) produced by Shiga-like "(Stx2). 

2010. 84 p. PhD Thesis (Microbiology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 

de São Paulo, São Paulo, 2010.  

 
The aim of this study was to develop a vaccine strategy by using attenuated Salmonella 

strains capable of expressing a non-toxic form of the main toxin associated to EHEC 

strains that cause hemolytic uremic syndrome. These attenuated strains of Salmonella 

differ in flagellin expression, the main structural unit of the flagellum. The recombinant 

strains were capable of expressing a nontoxic form of the protein "Shiga-like (Stx2) 

within the bacteria and in the external environment, with high plasmid stability in vitro 

and in vivo. Furthermore, the recombinant strains showed a high degree of intestinal 

colonization compared to Stx2-not producing strains. We also evaluated the 

immunogenic potential of these strains and found that the immunization with three 

doses of orally administered Salmonella were able to generate (IgA) local and (IgG) 

systemic antibodies with neutralizing properties in vitro and in vivo and partial protection 

against challenges with testing the native toxin. Significant differences in the 

immunogenic properties were not found among strains that differ in flagellin expression. 

Our results indicate that Stx2-nontoxic forms expressed in biological vectors may be an 

alternative of vaccination strategies to control the HUS. 

 

 

Key words: Vaccine. Salmonella Typhimurium. Stx2. HUS. Immune response.  
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 A Síndrome Hemolítica Urêmica (SHU): características clínicas, 
epidemiológicas e patogênese das infecções causadas por linhagens de 
Escherichia coli enterohemorrágica (EHEC) 
 

Nas últimas duas décadas Escherichia coli enterohemorrágica (EHEC) emergiu 

como uma ameaça para a saúde pública mundial, causando diarréia severa (colite 

hemorrágica) que em alguns casos progride para a Síndrome Hemolítica Urêmica 

(SHU). A SHU é uma doença potencialmente letal, particularmente em crianças 

menores de 5 anos de idade e em idosos (PATON et al., 2000; CLEARY et al., 2004; 

BYUN et al., 2001; PERNA et al., 2001), e representa um problema critico de saúde 

publica em países latinoamericanos como Argentina (PALERMO et al., 2009). A SHU é 

caracterizada por falência renal aguda, trombocitopenia e anemia hemolítica 

microangiopática (KARMALI et al., 1983, 1985; NATARO e KAPER, 1998).  

  Dentre os vários sorotipos de EHEC as linhagens do sorotipo O157:H7  

receberam maior destaque pois são responsáveis por surtos de colite hemorrágica nos  

Estados Unidos, Canadá, Japão, Argentina, Chile e em alguns países europeus 

(PALERMO et al., 2009; KARMALI et al., 1985; SCOTLAND et al., 1985; TAKEDA, 

1997; FRIEDRICH et al., 2002; FRASER et al., 2004). A habilidade de EHEC em 

produzir lesões chamadas de“attaching and effacing (A/E)” de maneira semelhante à 

Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) é importante para que a bactéria possa 

causar diarréia e é codificada por uma ilha de patogenicidade de 35 kilobase (Kb) 

chamada de “locus of enterocyte effacement (LEE)”, presente na maioria das EHECs 

(NATARO e KAPER, 1998). Entretanto, a capacidade de produção da citotoxina Stx é 

essencial para o desenvolvimento de diarréia sanguinolenta e colite hemorrágica por 
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linhagens de EHEC (NATARO e KAPER, 1998), sendo esse seu principal fator de 

virulência. Esta citotoxina foi descrita pela primeira vez no ano de 1977 em filtrados de 

linhagens de E. coli como sendo capaz de induzir mudanças citopáticas irreversíveis 

em células Vero com propriedades distintas das toxinas LT e ST  produzidas por 

linhagens de ETEC (KONOWALCHUK et al., 1977).  

 

As citotoxinas produzidas por EHEC pertencem a dois grupos sorologicamente 

distintos: Stx1 e Stx2. A Stx1 está relacionada à toxina de Shiga produzida por Shigella 

dysenterie tipo I, uma vez que anticorpos gerados contra a toxina de Shiga são 

capazes de neutralizá-la. Stx2 por sua vez não é neutralizada por anticorpos anti-toxina 

de Shiga, possuindo propriedades imunológicas distintas  e subdividindo-se em vários 

subtipos como Stx2c, Stx2d, Stx2e e Stx2f baseado nos efeitos patogênicos e 

imunológicos da subunidade A da Stx2 (KARMALI et al., 1986; SCOTLAND et al., 

1985). As toxinas da família Stx2 de EHEC são compostas por uma subunidade A 

enzimaticamente ativa de peso molecular de 32 kDa,  possuindo 319 aminoácidos, e de 

5 monômeros da subunidade B compondo um anel pentamérico, sendo que cada 

monômero apresenta peso molecular de 7,7 kDa e 89 aminoácidos (figura 1). O 

pentâmero B é responsável pela ligação da toxina ao receptor glicolipídico encontrado 

na superfície da célula alvo, mediando a entrada de Stx2 dentro da célula (FRASER et 

al., 2004; PATON e PATON, 1998). A toxina Stx1 de EHEC difere da Stx2 de S. 

dysenterie apenas pela troca de um aminoácido serina para treonina na posição 45 

(FRASER et al., 2004). O receptor para a ligação da subunidade B de Stx1, Stx2 e 

seus variantes é o glicoesfingolipídeo Gb3 (globotriaosil ceramida Galα[1-4]Galβ[1-4]), 



23 

 

com exceção da Stx2e que se liga preferencialmente a Gb4 (FRASER et al., 2004; 

PATON et al., 2000). Em humanos, o Gb3 é encontrado em elevadas concentrações no 

tecido renal e células de endotélio microvascular (Paton et al., 2000), trato 

gastrointestinal e outros órgãos como cérebro, pâncreas e pulmões (BIELASZEWSKA 

et al., 1997). 

 

 

 
Figura 1. Estrutura da holoproteína mostando as subunidades A e o pentâmero da 

subunidade B. A toxina da família Stx2 de EHEC são compostas por uma 
subunidade A enzimaticamente ativa de peso molecular de 32 kDa,  possuindo 319 
aminoácidos, e de 5 monômeros da subunidade B compondo um anel pentamérico, 
sendo que cada monômero apresenta peso molecular de 7,7 kDa e 89 
aminoácidos. 
Fonte. Fraser et al (2004). 

 

 

A patogenia da SHU causada por linhagens de EHEC está diretamente 

relacionada com a produção de Stx2 (BUTTERTON et al., 1997; PATON et al., 2001). 

Inicialmente ocorre a colonização do intestino por EHEC, sem a invasão de tecidos 

mais profundos. A Stx2 é produzida e secretada localmente e atinge a corrente 

sanguínea, se ligando a tecidos alvos específicos de acordo com a quantidade de Gb3 
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presente (PATON et al., 2000).  Após a ligação do pentâmero B ao receptor da célula 

do hospedeiro ocorre a internalização da toxina, ocorrendo à dissociação da 

subunidade A em dois novos fragmentos A1(27,5 kD) e A2 (4,5 kD) (FRASER et al., 

2004). O fragmento A1 tem atividade N-glicosilásica, clivando uma ligação N-glicosídica 

do resíduo de adenina do RNA ribossômico eucarioto 28S da subunidade ribossomal 

60S (MARCATO et al., 2001; SU et al., 1992; TAKEDA, 1997). Desta forma, a toxina 

inibe o elongamento da cadeia peptídica tornando-se citotóxica para as células-alvo 

(MARCATO et al., 2001; PATON e PATON, 1998). A figura 2 mostra uma 

representação esquemática da via de transmissão da Stx2 por linhagens de EHEC e 

patogênese no intestino e rim. 
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Figura 2. Representação esquemática da via de transmissão da Stx2 por linhagens de 
EHEC e patogênese no intestino e rim. (a) Bactérias de EHEC são introduzidas 
pela via oral e rapidamente atravessam o trato gastrointestinal até as células da 
mucosa do intestino. (b) Moléculas de Stx2 secretadas se ligam no receptor Gb3 do 
enterócito e facilita que a subunidade A seja introduzida no citoplasma inibindo a 
síntese de proteínas. (c) Toxina Stx2 é absorvida no intestino e circular na corrente 
sanguínea até alcançar células do rim. (d) Células imunes que expressam epítopos 
da Stx2 se ligam no receptor Gb3 de células do rim e produzem a patologia 
característica da SHU.  
Fonte: Heyderman et al. (2001). 
 
 
 

Evidências sugerem que Stx2 é responsável pela maior severidade da doença 

do que Stx1 sozinha ou Stx1 e Stx2 (ACHESON et al., 1995; BIELASZEWSKA et al., 

1997; FRIEDRICH et al., 2002). Linhagens que produzem Stx2 ou Stx2c são 

encontradas em pacientes com diarreia ou com SHU e linhagens que produzem as 

variantes Stx2d e Stx2e estão associadas à diarreias em humanos, mas não a SHU, 

enquanto linhagens produtoras de Stx2f parecem não ser patogênicas aos humanos 

(FRIEDRICH et al., 2002). A transmissão pode ocorrer principalmente através do 
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consumo de carne crua contaminada ou mal cozida, como o hambúrguer e pela 

ingestão de alimentos crus, ou pode ocorrer durante contato com águas contaminadas 

(TAKEDA, 1997). Os bovinos representam o principal reservatório de EHECs 

produtoras de Stx2 e muitas infecções são atribuídas à ingestão de alimentos 

contaminados (carne, água, frutas e vegetais) e contato pessoa-pessoa (TAKEDA, 

1997; ISHIKAWA et al., 2003; POTTER et al., 2004). A avaliação das fazendas de gado 

leiteiro no estado de São Paulo revelou que 97% das linhagens de EHEC isoladas 

carregavam genes Stx2 ou Stx1/Stx2 e as linhagens de EHEC foram prevalentes no 

trato gastrointestinal de outros animais domésticos incluindo ovelhas, porcos, 

cachorros, gatos, revelando a ocorrência desse reservatório epidemiológico nesse 

Estado (IRINO et al., 2005).   

 

 1.2 Estratégias profiláticas e terapêuticas contra a SHU 

 

Diferentes tentativas para desenvolver vacinas profiláticas contra a SHU têm 

sido realizadas nas últimas duas décadas, tendo como foco a geração de anticorpos 

neutralizantes para Stx2 ou o bloqueio da colonização no intestino. Diferentes 

estratégias de vacinação com base na utilização da toxina Stx2 testada em condições 

experimentais incluem as vacinas de DNA (BENTANCOR et al., 2009; CAPPOZO et 

al., 2003), vacinas de subunidades compostas por polissacarídeos conjugados a 

proteínas (KONADU et al., 1999), subunidades B purificadas (ISHIKAWA et al., 2003; 

WEN et al., 2006; TSUJI et al., 2008; ZHU et al., 2008) ou ainda por peptídeos 

sintéticos derivados da subunidade B (HARARI and ARNON, 1990). As abordagens 
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vacinais que visaram o bloqueio da colonização do intestino para EHEC têm 

empregado as proteínas de adesão chamada intimina e as proteínas do sistema de 

secreção tipo III, tais como EspA e EspB (BABIUX et al, 2008; POTTER et al., 2004; 

VILTE et al., 2008). Além das estratégias profiláticas anteriores, têm sido descrito o uso 

de vacinas bivalentes usando vetores bacterianos vivos para respostas anti-Stx2, como 

Vibrio cholerae ou linhagens de S. Typhimurium capazes de induzir respostas de 

anticorpos anti-Stx2B após a administração oral em modelos murinos e de coelhos (SU 

et al., 1992 BUTTERTON et al., 1997; ACHESON et al., 1996). Uma vacina de DNA 

consistindo dos 85 primeiros códons do gene que codifica para Stx2A mais o gene 

íntegro da subunidade B (CAPPOZO et al., 2003) revelaram propriedades 

imunogênicas e protetoras em camundongos, utilizando como adjuvante o fator 

estimulador de crescimento de colônias de monócitos e granulócitos (GM-CSF). Esta 

foi a primeira estratégia empregando vacinas de DNA para controle da SHU. Uma 

segunda estratégia vacinal com o uso de vacinas de DNA utilizou uma construção 

composta por um fragmento da subunidade A atóxica e a subunidade B completa, que 

foi capaz de induzir respostas neutralizadoras após desafio em camundongos 

(BENTANCOR et al., 2009). A utilização de linhagens bacterianas como veículo 

vacinal, expressando a subunidade B tanto da toxina de Shiga quanto de Stx1 e Stx2 

de EHEC foi realizada com o uso de V. cholerae expressando Stx1B sob o controle de 

um promotor constitutivo gerando anticorpos neutralizantes (BUTTERTON et al., 1997) 

e o uso de linhagens vivas atenuadas de S. Typhimurium carregando a proteína híbrida 

híbrido LamB-StxB resultando na produção de níveis elevados de anticorpos 

secretados e sistêmicos específicos para a subunidade B da Stx2 (SU et al., 1992).  
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Em relação as estratégias terapêuticas, uma das primeiras que gerou bastante 

expectativa entre os nefrologistas foi a ideia de se ligar a toxina Stx2 presente no 

intestino com o uso de análogos do receptor de Gb3 sintéticos covalentemente ligados 

a partículas de sílica insolúvel (Synsorb® Pk). O Synsorb® Pk adsorve a toxina presente 

no intestino, e está sendo freqüentemente utilizado em estudos de avaliação clínica 

(KITOV et al., 2000). O uso de Synsorb® Pk tem sido bem sucedido para evitar as 

complicações extra-renais ou para diminuir a duração da diálise em crianças que 

progridem clinicamente para a SHU (TRACHTMAN et al., 2003). Além disso, os 

polímeros de Gb3 mostraram-se promissores em adsorver Stx2 no intestino e prever a 

toxicidade de EHEC em modelo murino. Com este principio, Paton et al. (2001) 

construíram uma bactéria que expressa o receptor Gb3 na sua superfície apresentando 

propriedades neutralizantes com elevada eficiência e foram capazes de proteger em 

camundongos desafiados com EHEC quando administradas três doses diárias. Esta 

estratégia ainda está em fase de investigação. O principal problema dessa abordagem 

terapêutica é que pequenas quantidades de Stx2 que conseguem entrar na circulação 

são suficientes para induzir SHU.  

Levando em consideração as estratégias que usam o receptor Gb3 contra a 

SHU, diferentes análogos de Gb3 estão sendo desenvolvidos e administrados por via 

sistêmica. Entre eles, Starfish® é um novo componente que se liga a Stx2 uma eficácia 

1000 vezes maior do Synsorb® Pk e apresenta o potencial de ser administrado 

intravenosamente. Starfish® tem um efeito protetor contra a Stx1 em camundongos 

desafiados, enquanto que uma versão modificada de Starfish®, denominada de Daisy®, 

pode proteger contra doses letais de Stx1 e Stx2. Alternativamente, Nishikawa et al. 
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(2005) construiu uma estrutura com potente atividade neutralizante chamado 

SUPERTWIGS que é formada por 18 trissacarídeos de Gb3 com capacidade de formar 

complexos com Stx2 na circulação que melhora a eficiência da degradação de Stx2 em 

macrófagos (NISHIKAWA et al., 2005). Os mesmos autores têm descrito um inibidor de 

Stx2 baseado em peptídeos que possui um considerável potencial terapêutico e parece 

funcionar alterando o transporte de Stx2 e sua degradação (NISHIKAWA et al., 2006). 

Outras estratégias alternativas incluem o uso de inibidores farmacológicos de Gb3 

(SILBERSTEIN et al., 2009) e o uso de vários anticorpos anti-Stx2 contra diferentes 

subunidades de Stx2 e suas variantes. Os anticorpos são utilizados com o objetivo de 

neutralizar as toxinas Stx1 e Stx2 circulantes, e assim prevenir complicações da SHU 

como diarréia sanguinolenta, destruição de eritrócitos e plaquetas.  

A produção, caracterização e avaliação de um painel de anticorpos monoclonais 

em camundongos transgênicos foram protetores em camundongos e leitões contra o 

desafio com Stx2 (MUKHERJEE et al., 2003). Isto é muito importante nas estratégias 

que utilizam anticorpos monoclonais devido à ausência de reatividade cruzada entre 

subunidades B de Stx1 e Stx2, e encoraja o desenvolvimento de anticorpos 

monoclonais anti-Stx2 posto que Stx2 é mais freqüentemente associada à SHU. Além 

disso, anticorpos monoclonais dirigidos contra a subunidade A da Stx2 mostram-se 

igualmente ou mais protetores do que a subunidade B (SHEORAN et al., 2003; SMITH 

et al., 2006). Embora os mecanismos envolvidos sejam matéria de intenso debate, tem 

sido reportado que anticorpos anti-subunidade A interferem com o transporte 

retrógrado da Stx2, prevenindo a morte celular dependente da toxina, e pode interagir 

com Stx2 quando a toxina ainda está ligada ao receptor Gb3 (KRAUTZ-PETERSON et 
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al., 2008). Além disso, anticorpos dirigidos contra a subunidade A, ao contrário dos 

anticorpos dirigidos contra a subunidade B, podem ter maior atividade relacionada a 

efeitos contra outras variantes da Stx2 como a Stx2c (SHEORAN et al., 2003). Alguns 

destes anticorpos recentemente foram aprovados pela “Food and Drug Administration, 

(FDA)” e pela “European Medicines Agency, (EMEA)” para pacientes pediátricos 

infectados com EHEC. 

Embora as estratégias terapêuticas geralmente enfatizem a neutralização dos 

fatores de virulência de EHEC, novas estratégias abordam o bloqueio de fatores que 

contribuem aos processos patogênicos. Em particular, tem sido recentemente 

postulado que durante a SHU típica, o processo de ativação da via de complemento 

pela toxina Stx2 pode participar dos mecanismos patogênicos envolvidos na SHU, e 

por isso, a inibição da via de complemento pode ser um promissor alvo terapêutico 

(ORTH et al., 2009). Considerando-se que as reações inflamatórias também são 

importantes na evolução da SHU, o fator de necrose tumoral (FNT-α) e citocinas 

inflamatórias poderiam ser importantes alvos terapêuticos (SCHERING et al., 2008). 

 

1.3 Implicações da imunologia intestinal e de mucosa no desenho de vacinas 

orais 

 

A superfície da mucosa intestinal de mamíferos está continuamente exposta a 

uma comunidade complexa e dinâmica de microorganismos. Esta microbiota intestinal 

estabelece relações simbióticas com seus hospedeiros, fazendo contribuições 

importantes para o metabolismo digestivo e eficiência da absorção intestinal 

(BACKHED et al., 2005) e modulando as respostas imunológicas frente a patógenos 
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(HOOPER e MACPHERSON, 2010). A superfície do epitélio intestinal é a principal 

interface entre a microbiota e o vasto sistema de tecidos do intestino do hospedeiro. O 

intestino dos seres humanos representa um dos mais densamente povoados 

ecossistemas microbianos da terra, com até 1012 organismos por mililitro ou grama de 

conteúdo luminal (GORDON, 2005). Dada a enorme quantidade de bactérias entéricas 

e da ameaça persistente de invasão oportunista, é fundamental que o hospedeiro 

mamífero possua um eficiente mecanismo imunológico para regular as interações 

microbianas no trato intestinal com as superfícies das mucosas do intestino 

(DUERKOP et al., 2009). O epitélio constitui um elemento essencial da barreira da 

mucosa intestinal e apresenta cinco tipos de células (figura 3) que contribuem para 

função atribuída à mucosa sendo algumas delas células com elevada atividade 

imunológica (GARRETT et al., 2010). O epitélio da mucosa intestinal compreende uma 

extensa barreira vulnerável, que é reforçada por mecanismos de defesa inata que 

cooperam intimamente com a imunidade adaptativa (GARRETT et al., 2010). Um dois 

principais mecanismos de imunidade inata é a produção de IgA secretora (IgAs), que 

constitui um mecanismo de exclusão do antígeno em superfícies mucosais como  na 

neutralização de endotoxinas bacterianas sem causar danos aos tecidos 

(BRANDTZAEG, 2007). A figura 3 mostra uma representação imunológica do epitélio 

intestinal. 
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Figura 3. Representação imunológica do epitélio intestinal. A camada de muco (mucina), 
acima do epitélio intestinal, é uma componente chave da barreira da mucosa 
intestinal e também é uma fonte de nutrientes e um microhabitat para membros da 
microbiota bacteriana. O eixo do epitélio das criptas das vilosidades intestinais difere 
entre o intestino delgado e grosso. Populações bacterianas no enterócito podem 
variar. As células M e células Paneth são restritas ao intestino delgado. As células 
Paneth são fundamentais na defesa do hospedeiro produzindo lisozimas e 
numerosas moléculas antimicrobianas que são importantes em neutralizar 
patógenos com capacidade de colonizar e invadir as mucosas. As células M são 
importantes sensores do conteúdo no lúmen intestinal e estão em todo o intestino 
delgado e placas de Payer. Todas as células imunológicas intestinais que modulam 
as respostas de indução de tolerância e participam da defesa do hospedeiro 
localizam-se em sítios efetores e estes locais incluem placas de Payer (intestino 
delgado), folículos linfóides e placas no cólon (intestino grosso), também em sítios 
efetores tais como o epitélio e a camada subjacente da lâmina própria.  
Fonte Garrett et al. (2010). 

 

 

Como estratégia de imunização nas mucosas do epitélio intestinal, a imunização 

oral é mais facilmente aceita do que a contraparte parenteral, devido à facilidade e a 

segurança da administração pela via oral e a capacidade de induzir nas mucosas uma 

resposta imunológica longa e efetiva contra patógenos. Apesar da necessidade óbvia e 

do evidente mérito das estratégias vacinais, o sucesso no campo da vacinação oral é 

limitada devido a fatores como o ambiente gástrico, a barreira enzimática e a barreira 

do epitélio intestinal (MALIK et al., 2010). O número de estratégias atuais tem sido 
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focadas no estimulo adequado do sistema imunológico de mucosas, permitindo a 

máxima absorção e estabilização dos vetores vacinais em busca de respostas imunes 

locais e sistêmicas. Apesar dos sucessos consideráveis alcançados com estas 

estratégias nenhum deles alcançou o status comercial (MALIK et al., 2010). Portanto, 

as estratégias de vacinação oral concebidas racionalmente devem ser hábeis em ativar 

as células imunológicas da mucosa intestinal, produzir anticorpos secretores nas 

mucosas (IgAs) e induzir imunidade humoral e celular. 

 

1.4 O uso de linhagens de Salmonella atenuadas como estratégia de vacinação 

 

O uso de vetores bacterianos vivos para a expressão de antígenos vacinais 

representa uma abordagem simples, segura e capaz de ativar o sistema imunológico 

da mucosa do intestino, que é a principal porta de entrada de patógenos entéricos 

como a EHEC. Vacinas recombinantes baseadas em linhagens de Salmonella 

atenuadas (VRSA) têm sido usadas para induzir imunidade sistêmica e de mucosa 

contra antígenos próprios e/ou heterólogos (MCSORLEY et al., 2002; MITTRUCKER et 

al., 2000). Estudos anteriores demonstraram que o modo de atenuação (DUSNTAN et 

al., 1998), a quantidade de antígeno (GALEN et al., 2001) e o sistema de expressão 

(DUNSTAN et al., 1999; KANG et al., 2003; KAUFMANN et al., 1999) utilizados podem 

ter um profundo impacto sobre a resposta imunológica ao antígeno de interesse. 

Diversos tipos de atenuação reduzem a sobrevivência destes vetores vivos, devido a 

estresse induzido pelo hospedeiro e/ou diminuição da colonização de tecidos linfóides, 

levando a uma diminuição da imunogenicidade (HOHMANN et al.,1996; TACKET et 

al.,1997). Uma vacina ideal empregando linhagens de Salmonella atenuadas como 
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vetor biológico deve exibir habilidade de colonização semelhante aquela apresentada 

por linhagens selvagens, sendo capaz de evadir dos mecanismos de estresse 

(enzimático, pH , iônico e osmótico) e das defesas do hospedeiro (sais biliares, 

peptídeos antibacterianos, etc.) encontradas nas vias de imunização oral e intranasal, 

além de colonizar e invadir tecidos linfóides permanecendo avirulenta. A máxima 

produção de resposta imunológica frente a um antígeno alvo está relacionada à 

máxima eficiência na expressão deste antígeno, e, portanto, é muito importante 

caracterizar e avaliar os níveis de antígeno produzidos pelos vetores bacterianos 

atenuados que estejam sendo utilizados. Além disso, é importante que as VRSA sejam 

avaliadas quanto á produção do antígeno pela célula, uma vez que pode ter efeitos 

prejudiciais para o metabolismo das bactérias carregadoras, reduzindo sua taxa de 

crescimento e comprometendo a habilidade de colonizar tecidos linfóides. 

Linhagens de Salmonella atenuadas como candidato vacinal têm sido 

extensivamente estudadas como carregador de antígenos heterólogos em formulações 

vacinais vivas por vias de mucosas e parenterais (BREY et al. 1991; GARMORY et al., 

2002) e capazes de induzir respostas sistêmicas e secretoras contra antígenos 

heterólogos quando administradas pela via oral (GARMORY et al., 2002). 

Adicionalmente, peptídeos que induzem respostas de células B, podem ser expressos 

em proteínas híbridas quando fusionados às proteínas bacterianas. Estas 

características biológicas podem melhorar a estabilidade e imunogenicidade de 

antígenos alvo carregados oralmente em vacinas bivalentes (DOUGAN et al., 1987; 

CHATFIELD et al., 1992). 
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Estudos previamente realizados em nosso laboratório demonstraram que um 

regime vacinal combinado empregando uma vacina de DNA como sensibilizador e um 

reforço utilizando vetores de S. Thypimurium como veículo vacinal (LASARO et al., 

2004) representaria uma alternativa para o desenvolvimento de vacinas que requeira 

respostas de anticorpos sistêmicos e secretados para proteção imunológica. Em 

paralelo, foi demonstrado que fatores bacterianos e do hospedeiro afetam a indução de 

respostas imunológicas contra flagelinas expressas em linhagens vacinais de 

salmonelas atenuadas (SBROGIO-ALMEIDA et al., 2004). Recentemente, foram 

avaliadas as respostas imunológicas desencadeadas pelo uso de flagelinas 

recombinantes como carregadores moleculares de antígenos heterólogos em linhagens 

de S. Thypimurium para modelos murinos (MASSIS et al., 2008) 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral  

Desenvolver uma nova estratégia vacinal com propriedades profiláticas contra a 

Síndrome Hemolítica Urêmica (SHU) associada a linhagens de Escherichia coli 

enterohemorrágica (EHEC) produtoras da toxina “Shiga-like” (Stx2), usando linhagens 

recombinantes de Salmonella atenuadas como veiculo carregador de antígeno. 

 

2.2 Objetivos específicos 

A)  Caracterizar linhagens vacinais de S. Typhimurium atenuadas expressando a 

forma atóxica da toxina Stx2; 

 

B)  Avaliar as propriedades imunogênicas da forma atóxica da toxina Stx2 após o 

esquema de imunização com as linhagens recombinantes em modelo murino; 

 

C)  Avaliar o poder neutralizante dos soros obtidos após o esquema de imunização 

com as linhagens vacinais expressando a forma atóxica da Stx2, frente à toxina Stx2 

nativa. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS. Linhagens bacterianas  

Tabela 1 - Linhagens de bactérias e vetores utilizados no presente estudo. 

 

Linhagens ou 

  Plasmídeo   Genótipo            Referências 

 

S. Typhimurium  

SL3261            aroA his       Hoiseth e Stocker (1981)  

LDV321   aroA  his  ∆ fliC(i) ∆ fljB   Massis et al. (2008) 

     

LDV326   LDV321 pGEMT   Presente estudo 

 

LDV327   LDV321 pCVT-2   Presente estudo 

   

LDV328   SL3261 pGEMT    Presente estudo 

 

LDV329   SL3261 pCVT-2    Presente estudo 

 

E. coli  

JM109                                   recA1supE44 endA1hsdR17gyrA96               Stratagene 

          relA1thi�(lac-proAB) F 

          [traD36 proAB
+ 

lacI
q
 lacZM15]  

LDV15                   JM109 pCVT-1           Presente estudo 

DH5α                                   recA1 endA1 gyrA96 glnV44, supE44           Invitrogen 

          relA1 deo R    ∆(lacZargF)U169 hsdR1 
         7 thi-1λ- j80dlac ∆ (lacZ) m15 F - 

 
Plasmídeo 
pGEMT    Ampr     Promega 
pCVT-1    pGEMT com sequencia    Presente estudo 

completa da Stx2     
pCVT-2    pGEMT con gene   Presente estudo 

 Stx2∆AB clonado 
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3.1 Condições de cultivo  

Foi usado rotineiramente o meio completo LB (Triptona, 10g; extrato de 

levedura, 5g; cloreto de sódio, 5g e água destilada q.s.p. para 1000 mL; pH 7,2) para o 

cultivo das linhagens em forma in vitro seguindo os protocolos de Sambroock et al., 

1989. Água deionizada pelo sistema Milli-Q (Millipore Inc., Bedford, M.A., USA) foi 

utilizada para o preparo de soluções e meio de cultura. Quando necessário, foi 

adicionado aos meios ampicilina (100 µg/mL), cloranfenicol (10 µg/mL) ou novobiocina 

(1 µg/mL). O meio sólido foi obtido acrescentando-se 2.0% de Agar ao meio LB. 

 

3.2 Outros meios empregados neste trabalho 

Meio semi-sólido: preparado conforme descrito por Ikeda (2001), 1% de triptona, 0,5% 

de NaCl e 0.35% de Agar, pH 7,4. Quando necessário foi adicionado antibiótico ao 

meio. 

Meio DMEM: usado para lavar e manter as células Vero durante os ensaios de 

neutralização in vitro. Este meio foi preparado comercialmente (Sigma) e suplementado 

com penicilina (10 U.I./mL) e estreptomicina (10 µg/mL). O meio DMEM foi enriquecido 

com 5% ou 10% de soro fetal bovino inativado (Cultilab, Brasil). 

Meio SOC:  

 

3.3 Soluções para estudo de proteínas 

          As soluções para lavagem das células bacterianas e células Vero utilizadas nos 

procedimentos e ensaios foram: Tampão PBS (7,45 mM Na2HPO4; 2,5 mM NaH2PO4; 

145 mM NaCl; pH 7,2;  solução estoque concentrada 10X. As soluções para 
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eletroforese de proteínas (SDS-PAGE) foram preparadas da seguinte forma: Tampão 

de amostra (2% SDS; 4% 2-Mercaptoetanol; 10% Glicerol; 0,06 M Tris-HCl pH 6,8; 4 

mM EDTA; azul de bromofenol adicionado livremente; solução de persulfato de amônio 

(PSA): 10% em água). A solução de corrida do gel de separação foi de 12% e esta 

composto de: (1,5 M Tris-HCl, pH 8,8, (1 mL); Acrilamida/Bis C=1,6%, (1,56 mL); água 

bidestilada, (1,14 ml); 10% SDS, (37 µl); TEMED, (1,5 µL). O gel de empilhamento (5%) 

foi realizado com as seguintes soluções: 0,5 M Tris-HCl pH 6,8, (0,22 mL); 

acrilamida/Bis C=5%, (0,29 mL); água bidestilada, (1,19 mL); 10% SDS, (17 uL); 10% 

PSA, (17 µL); TEMED, (1,7 µL). As soluções para coloração do gel foram da seguinte 

forma: 0,25% Azul de Coomassie Blue R-250; 50% Metanol; 10% Àcido acético. Para 

descorar o gel de proteínas as soluções foram da seguinte forma (5% Metanol; 7,5% 

Ácido acético), a solução para fixação (25% Metanol e 7% Ácido acético). 

 

3.4 Soluções para imunodetecção em filtro (Western Blot) 

  O Tampão de transferência utilizado em nossas condições apresenta a seguinte 

composição: 39 mM Glicina; 20% Metanol; 0,0375% SDS; 48 mM Tris-HCl. O Tampão 

para bloqueio e hibridação com o anticorpo foi realizado com 5% de leite em pó 

desnatado em PBS-Tween 20 a 0,05%. A Solução de revelação por 

quimiluminescência para peroxidase foi utilizado o kit SuperSignal West Pico (Pierce) e  

a solução final continha 500 µL do reagente A e 500 µL do reagente B, misturados no 

momento do uso em câmara escura. 

 

 



40 

 

 

3.5 Soluções para os ensaios imunoenzimáticos (ELISA) 

Para os ensaios com antígenos ligados á fase solida foram empregadas placas 

NUNC Maxisorb (Stx2): tampão de cobertura: PBS, pH 7,4; tampão de bloqueio e 

diluição dos anticorpos; 5% de leite desnatado em pó em PBS; 0,05% de Tween 20; 

tampão de lavagem (PBS-T) = PBS acrescido de Tween 20 a 0,05%. O Tampão para 

revelação foi o seguinte: ácido cítrico 0,1 M, (4,9 mL); Na2HPO4, (5,1 mL); água 

destilada, (10 mL) e pH 5,0. No momento do uso foi adicionado 20 mg de OPD 

(concentração final de 1mg/mL e 8 µL de H2O2 (concentração final de 0,0012%). A 

solução de bloqueio da reação foi realizada com ácido sulfúrico 1M (10mL). 

 

3.6 Soluções para mini-preparação de DNA plasmidial 

 As três soluções de trabalho para a mini preparação de DNA plasmidial foram 

compostas da seguinte forma. A solução P1 (2 mL de EDTA pH 8,0 (0,5 M); 2,5 mL de 

Tris HCl  pH 8,0 (2 M); água mili-Q qsp 100 mL autoclavada por 20 minutos á 120 0C. 

Depois de esfriar, adicionar RNAse para uma concentração final de 100 µg/mL a partir 

da solução estoque de RNAse a 10 mg/mL. Armazenar á 4 0C. A Solução P2 possui 

(200 µL NaOH 10N; 500 µL SDS 20%,água milli-Q qsp 10 mL. A solução P3 apresenta 

a seguinte composição (29,4 g KOAc; 11,4 mL ácido acético glacial; água milli-Q. 

Depois se procede a homogeneizar e autoclavar 20 minutos á 120 0C. Armazenar á 4 

0C. 
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3.7 Anticorpos e outros reagentes biológicos 

O anticorpo anti-Stx2 foi gerado em coelhos no Instituto Butantã e cedido pela 

professora doutora Roxanne Maria Fontes Piazza, do Instituto Butantan. O anticorpo 

anti-Stx2∆AB gerado em camundongo foi produzido em nosso laboratório e foi usado 

na maior parte dos experimentos, principalmente ensaios de Elisa, na diluição 1:2500. 

Outros anticorpos empregados foram os seguntes: anti-IgG de camundongo e 

anti-IgA de camundongo (Sigma, Aldrich), produzidos em cabra conjugados á 

peroxidase. Estes conjugados foram empregados na diluição 1:3000 nos ensaios de 

Western blots e Elisas. 

 

3.8 Soluções para a medição de uréia. 

Padrão de urease (268UI/L) contida em de tampão fosfato (10mM). 

A solução tampão contém tampão fosfato (100mM), pH 6,9; salicilato de sódio (321 

mM) e nitroprusiato de sódio (16,8 mM). O oxidante contém hidróxido de sódio (2,8 

mM) e hipoclorito de sódio (121 MM). O padrão de uréia (70 mg/dL) foi dissolvida em 

azida sódica (7,7 mM) 

 

3.9 Geração de linhagens recombinantes de S. Typhimurium que codificam uma 
forma atóxica da Stx2 
 

 A seqüência nucleotídica completa que codifica o gene Stx2, incluindo o sitio da 

região promotora, foi amplificada por PCR obtido de DNA plasmidial da linhagem de E. 

coli JM109 que foi transformada com a toxina Stx2 completa no vetor de clonagem. Os 

iniciadores mostrados na tabela 2 foram clonados no sitio de restrição EcoRI na região 

de múltiplo sítios de restrição do vetor de clonagem pGEM-T. O vetor recombinante 
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selecionado foi chamado  pCVT-1 que possui o  operon completo  do gene Stx2, 

incluindo a seqüência do promotor nativo. Após a transformação em células de E. coli 

DH5-α e a seleção do clone recombinante, o plasmídeo foi digerido com o AvaI e StuI, 

tratados com fragmentos “Klenow” de DNA polimerase, e ligada com a enzima T4 DNA 

ligase resultando no vetor pCVT-2. Este vetor codifica a subunidade B (com o peptídeo 

sinal e a seqüência da proteína madura), acrescido de um fragmento contendo os 33 

aminoácidos iniciais do extremo C-terminal da subunidade A1. As etapas experimentais 

relacionadas com a clonagem e construção do gene que codifica a forma Stx2 e 

Stx2∆AB, bem como as seqüências de nucleotídeos destas construções, foram 

relatadas previamente por BENTANCOR et al., 2009. Após a triagem e seleção de um 

clone com os genes desejados, o vetor pCVT-2 foi eletroporado em linhagens de S. 

Typhimurium SL3261 (linhagem flagelar) e a linhagem não flagelada de S. 

Thypimurium (LDV321), resultando nas novas linhagens recombinantes chamadas 

LDV329 e LDV327, respectivamente. Linhagens recombinantes controle, carregando o 

plasmidio pGEM-T  vazio, foram denominadas LDV326 (linhagem aflagelada) e 

LDV328 (linhagem flagelar). Uma representação esquemática das construções e os 

plasmidios usados estão representados nas figuras 4 e 5. 
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Figura 4. Construção da proteína Stx2∆AB. A construção foi realizada usando as enzimas 
de digestão  AvaI e StuI que conduz a deleção da subunidade A e a formação de um 
produto de 869 pb após ligação com enzima ligase. Esta construção foi realizada e 
descrita por Bentancor et al (2009). 

 

 

Figura 5. Representação esquemática dos vetores pCVT1 (A) e pCVT2 (B). O gene Stx2 foi 
clonado no plasmidio pCVT1 e digerido seguindo o protocolo de Bentancor et al 
(2009) e  o fragmento de 869 pb obtido foi clonado no vetor pGEMT-easy 
chamando-se pCVT2. 
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3.10 Mini preparações de DNA de plasmídeo 

Foi utilizado procedimento de lise alcalina com adição de RNAse antes do 

rompimento das células. Neste processo, usou-se de 0,5 a 1 mL de uma cultura 

bacteriana, cultivada por aproximadamente 12 horas, feita a partir de uma colônia 

isolada. Após centrifugar por 10 minutos, a 10.000 x g, o meio foi retirado e o 

precipitado bacteriano deixado o mais seco possível. As células foram ressuspensas 

completamente em 150 µL de solução P1 e, a seguir, adicionados 150 µL da solução 

P2, sendo o conteúdo misturado por inversão. Depois de centrifugação por 15 minutos, 

a 10.000 g a 4 0C, o sobrenadante foi recuperado e passado para um novo tubo. O 

sobrenadante recuperado foi precipitado com 300 µL de isopropanol. Depois de 

centrifugados a 10.000 x g, por 15 minutos, a 18 0C, o sobrenadante foi descartado e o 

precipitado bem seco foi ressuspenso em 20 µL de água Milli-Q. Foi acrescentado 12 

µL de PEG-NaCl e os tubos deixados no gelo por 60 minutos e depois centrifugados 

por 15 minutos a 10.000 x g, a 4 0C para retirada do PEG-NaCl. O precipitado foi 

lavado com etanol 70%, seco e ressuspenso em 20 µL de água Milli-Q estéril. As 

amostras foram conservadas a -70 0C. 

 

3.11  Obtenção da seqüência gênica 

A seqüência do gene Stx2 foi obtida no site da KEGG (Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes) como foi analisado por Gomes et al. (2009). 
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3.12  Amplificação da subunidade B da Stx2 por PCR 

Para a amplificação por PCR da seqüência gênica estudada neste trabalho, 

foram utilizados iniciadores específicos para a identificação da subunidade B, 

baseando-se na seqüência do gene que codifica para a Stx2 depositada no KEGG. As 

reações em 50 µL continham 2 µL de extrato de DNA total, 10 pmol de iniciadores para 

a subunidade 2B, 2,5 mM de MgCl2, 1 mM de dideoxinucleotideos trifosfatados, 1 U de 

Taq polimerase e seu respectivo tampão na concentração final de 1X (Fermentas). O 

programa de PCR estabelecido para amplificação envolveu um passo de desnaturação 

a 95 0C por 5 segundos, seguidos de 30 ciclos de 45 segundos a 95 0C, 30 segundos a 

52 0C e 90 segundos a 72 0C, com um passo final de extensão de 10 minutos a 72 0C. 

Os produtos da reação foram analisados em gel de agarose 1,2% (m/v) e corados com 

brometo de etidio.O fragmento referente ao gene Stx2B foi amplificado a partir do DNA 

genómico da linhagem de E. coli JM109 que possui o gene completa da toxina Stx2. Os 

oligonucleotídeos utilizados estão indicados na tabela 2. 

 

Tabela 2 - Oligonucleotídeos utilizados para amplificação do gene StxB. 

 

Iniciadores                                                               Seqüência 5´- 3´ 

 

Stx2B-Fw                                          5´-GAATTCATTATGCGTTGTTAG-3´ 

 

Stx2B-Rv                                          5´-GAAT TCTCAGTC ATTATTAAACTG-3´ 
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3.13  Seqüenciamento automático de DNA 

As seqüências foram determinadas e confirmadas pela técnica de interrupção de 

síntese com dideoxnucleotideos marcadas com fluorocromos. Foi utilizado o 

seqüenciador automático (ABI 377, Perkin-Elmer Applied Biossystems) disponível no 

Departamento de Microbiologia e com o kit “BigDye terminator DNA sequencing” 

(Perkin-Elmer Applied Biosystems, Warington, England). 

 

3.14  Transformação de células de S. Typhimurium utilizadas nos processos de 

imunização 

Foram preparadas células de S. Typhimurium competentes para ser 

transformadas por eletroporação. O procedimento em cultivo foi feito em 500 mL de 

meio LB até atingir uma D.O.600nm igual a 0,5. As células foram mantidas em gelo e 

centrifugadas durante 15 minutos a 6000 x g. O precipitado foi ressuspenso em 50 mL 

de água Milli-Q gelado e centrifugado como anteriormente. As células foram lavadas 

novamente em água gelada (250 mL), centrifugadas e ressuspensas em 50 mL de 

água gelada com 10% de glicerol. Após nova centrifugação, as células foram 

ressuspensas em 1 mL de água gelada e glicerol a 10% e o volume final distribuído em 

tubos com 40 µL e congelados rapidamente. As alíquotas foram estocadas a -70 0C. A 

cada alíquota de células foi misturado com 2 µL de DNA (quantidade mínima de 100 

ng) e a mistura transferida para uma cuba de eletroporação. O pulso elétrico utilizou 

resistência de 200 Ohms, capacitância de 25 µF e 2500 V (condições recomendadas 

pelo fabricante). Imediatamente após o pulso foi adicionado 1 mL de meio SOC na 

cuba. Em seguida, o material foi transferido para um tubo de ensaio e incubado a 37 0C 
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durante 60 minutos, sob agitação. As células foram plaqueadas em meio LB-agar, 

acrescido de antibiótico, e incubadas a 37 0C durante aproximadamente 12 a 16 horas. 

 

3.15   Indução da expressão do gene Stx2∆AB em células de E. coli 

Linhagens de E. coli BL21pLysS foram submetidas para avaliar a expressão da 

proteína Stx2∆AB em condições de cultivo. A partir de uma colônia destas linhagens, a 

indução por IPTG foi realizada através de inoculo de 1/100 em Erlenmeyer de 125 mL 

contendo 10 mL de meio LB acrescido de ampicilina (100 µg/mL), incubadas a 370C, 

200 rpm em agitador orbital ate a D.O. (600 nm) de 0,6, segui-se a adição do agente 

indutor IPTG a uma concentração final de 0,5 mM e procedeu-se a uma nova 

incubação por 4h. Alíquotas foram retiradas antes (T0) e depois da indução (T2) e após 

centrifugação a 9.500 x g por 5 minutos os precipitados foram ressuspensos em 

tampão de amostra e as células foram tratadas num sonicador (Branson Digital Sonifer 

450D) de células durante 30 minutos com lisozima (100 µg/mL) no gelo e lisadas com 6 

pulsos de 15 segundos com 5 segundos de intervalo entre os pulsos e 40% de 

amplitude. Os extratos bacterianos clarificados por centrifugação a 1.500 x g por 20 

minutos a 4 0C. O precipitado e o sobrenadante foram analisados por migração 

eletroforética em poliacrilamida para determinar a solubilidade da proteína StxB e 

confirmados em ensaios de imunoblot. 

 

 

 

 



48 

 

3.16   Purificação da proteína Stx2∆AB recombinante  

As frações solúveis obtidas do procedimento de indução de proteína, e posterior 

lise, foram filtradas em membranas com poros de 0,22 µm de diâmetro (Sartorius) 

eluidas em tampões com concentrações diferentes de imidazol, fosfato de sódio (20 

mM), NaCl (500 mM) e purificadas com resina de sefarose impregnada por níquel 

utilizando o FPLC (Fine Performance Liquid Chromatography) AKTA (Amersham 

Pharmacia). As frações coletadas foram analisadas em SD-PAGE. Para a retirada do 

imidazol as frações purificadas foram transferidas para um filtro de 5000MW (Amicon, 

Millipore) e lavadas 20X o volume inicial com PBS através da centrifugação a 5000 g. 

 

3.17  Dosagem da proteína Stx2∆AB recombinante  

Para a quantificação da proteína utilizamos o Kit BSA (Pierce, Rockford, II USA) 

e como padrão a albumina bovina na concentração de 2 mg/mL, com diluições 

sucessivas. A Leitura da densidade óptica foi realizada a 600 nm em leitor de placa 

(Multiscan MS-Labsystem) 

 

3.18   Produção de anticorpo anti- Stx2∆AB 

Após a purificação e quantificação da proteína Stx2∆AB foi realizada a 

imunização de camundongos BALB/c para a obtenção de anticorpos anti-Stx2. O 

esquema de imunização foi composto por 4 doses, 2 grupos que receberam a proteína 

na forma nativa (25 µg/dose/animal) ou na forma linear desnaturada (10 

µg/dose/animal) por aquecimento a 100 0C por 10 minutos. 
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A primeira dose foi administrada com adjuvante completo de Freund (Sigma) e 

as demais doses com adjuvante incompleto de Freund. O intervalo entre as doses 

obedeceu ao esquema de 1, 10, 17, 30 dias. Os animais foram sangrados pelo plexo 

retrorbital e os soros foram colhidos e guardados a -20 0C até o momento do uso. 

 

3.19   Ensaio de mobilidade 

 As mobilidades das diferentes linhagens recombinantes de S. Typhimurium 

foram determinadas em placas contendo meio semi-sólido. Cada linhagem foi semeada 

na forma de ponto no centro da placa com o auxilio do palito. A leitura foi realizada a 

cada 3 horas durante 24 horas em um cultivo á 37 0C medindo-se o diâmetro do halo 

de crescimento em centímetros. 

 

3.20  Imunodetecção em filtro de nitrocelulose (Ensaio de Western Blot) 

Após a separação das proteínas por eletroforese, estas foram transferidas para 

um filtro de nitrocelulose (Hybond-C Extra Amersham) em solução de transferência 

durante 1 hora com corrente aplicada de 30 mA. Os sítios não específicos de ligação 

do anticorpo á nitrocelulose foram bloqueados com 2% de leite desnatado em PBS e 

0,05% de Tween 20 (Sigma). Após 1 hora de incubação com agitação, o filtro foi lavado 

3 vezes com PBS-T durante 10 minutos para cada lavagem. A seguir, o filtro foi 

incubado por 1 hora, em agitação, com o soro diluído em solução bloqueadora. O filtro 

foi lavado novamente 3 vezes (5 minutos cada lavagem) e incubado com o anticorpo 

secundário anti-IgG ou anti-IgA de camundongo, conjugado com peroxidase durante 1 

hora com agitação. Para revelação por quimiluminescência o filtro foi lavado 2 vezes (5 
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minutos cada) com PBS. O reagente de revelação (Kit  SuperSignal West Pico da 

Pierce) foi colocado sobre a membrana, de acordo com o fabricante, dentro de uma 

cassete fotográfico e recoberto por uma folha de acetato de celulose. A revelação foi 

feita em câmara escura e o filme exposto durante cerca de 30 segundos e submetido a 

revelação com revelador fotográfico (GBX, Kodax). 

 

3.21 Ensaios de Dot Blot 

A quantidade de Stx2∆AB expressa em cada linhagem recombinante de S. 

Typhimurium foi determinada comparando sua expressão com uma proteína padrão  

purificada da subunidade B da Stx2. Alíquotas contendo aproximadamente 108 UFC 

(10 µg de proteína total) foram diluídas em série em PBS, sendo posteriormente 

colocados 10 µl em membranas de nitrocelulose usando um dispositivo de aspiração 

ao vácuo (Millipore). Alíquotas do sobrenadante da cultura bacteriana foram coletadas 

sendo precipitadas com 10% de ácido tricloroacético (TCA), posterior lavagens com 

acetona fria e ressuspensos em PBS (pH 7,4). Uma alíquota (2 µl) de cada amostra foi 

carregada na membrana de nitrocelulose e posteriormente foram incubadas com soro  

anti-Stx2B por 1 hora, seguido por incubação com anticorpos secundários (anticorpos 

IgG de coelho conjugado com peroxidase contra camundongo [Sigma] por 1 hora). A 

revelação dos “spots” foi feita utilizando a mesma metodologia empregada em ensaios 

de Western Blots. 
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3.22 Ensaios para avaliação da capacidade de colonização e invasão das 

linhagens recombinantes de S. Typhimurium expressando a proteína Stx2∆AB 

após administração oral em camundongos 

Para verificar a capacidade colonizar e invadir das linhagens recombinantes de 

S. Typhimurium que expressam a proteína Stx2∆AB empregou-se uma dose única de 

1010 bactérias a partir de um cultivo recente e administrado oralmente em 0,5 mL de 

bicarbonato de sódio 0,1 M com auxilio de uma cânula metálica curvada com esfera na 

ponta. Após a inoculação, em diferentes intervalos de tempo 3 animais de cada grupo 

foram sacrificados e de maneira asséptica, foram retirados 5 placas de Payer  e o baço 

de cada animal, que foram homogeneizados separadamente em 1 mL de solução 

salina e plaqueados em meio de cultura apropriado. Após 24 horas foi realizada a 

contagem do numero de unidades formadoras de colônias (UFC) crescidas no meio.  

 

3.23 Animais utilizados 

Os camundongos utilizados neste estudo foram da linhagem BALB/c, fêmeas 

com 10 a 12 semanas de idade, obtidos junto ao Biotério de isogênicos do ICB da USP. 

Todos os procedimentos utilizando animais estiveram de acordo e aprovados pelo 

comité de Ética do nosso Instituto e da Universidade de São Paulo. 

 

3.24 Preparação das linhagens recombinantes de S. Typhimurium para o 

processo de imunização em camundongos 

 

As linhagens recombinantes de S. Typhimurium utilizadas no presente estudo 

foram semeadas em meio liquido LB, com o sem antibiótico de pressão seletiva a partir 

dos estoques a – 70 0C e incubadas durante uma noite a 37 0C com agitação. A partir 



52 

 

desse inoculo foi realizado um cultivo com diluição de 1:50 a 37 0C com agitação de 

200 rpm até alcançar uma D.O. entre 0,5 e 0,8 (600 nm). As células foram lavadas 2 

vezes com solução salina e ressuspensas na concentração necessária de acordo com 

a via oral de imunização a ser utilizada como indicado a seguir: 

Via oral (i.o.): 2 x 1010 UFC/mL de bactérias recombinantes usadas em bicarbonato de 

sódio 0,1 M. volume utilizado: 0,5 mL/ animal administrado de cânula metálica curva 

com esfera na ponta (gavage). 

O protocolo de Imunização utilizado para via oral foi composto de 3 doses com 

intervalos de 21 dias entre a primeira dose e a segunda dose, e de 14 dias entre a 

segunda dose e a terceira (dias 1, 22 e 36) idem na página 48. 

 

 

3.25  Coleta de amostras (sangue e extrato fecal) 

 A coleta de sangue dos camundongos na maioria dos protocolos de imunização 

foi realizada sete dias após a inoculação da ultima dose por punção no plexo retro-

orbital, obtendo-se cerca de 150 a 300 µL de sangue total. Os animais foram levemente 

atordoados com éter etílico, e após a sangria, o sangue foi coagulado a 37 0C por 30 

minutos e a retração do coágulo foi obtida a 4 0C por 60 minutos. Após centrifugação 

durante 15 minutos a 4.000 x g a 40C, o soro foi retirado e estocado a -20 0C. 

 O extrato fecal foi preparado após a coleta das fezes de cada grupo 

experimental seguindo o procedimento descrito por De Vos e Dick (1991). Os animais 

permaneceram durante, aproximadamente uma hora, em caixa plástica higienizada 

com álcool 700 GL, seca e sem maravalha. As fezes de cada grupo foram 



53 

 

acondicionadas em tubos esterilizados e pré-tratados, ressuspensas em PBS na 

proporção de 1:10 (p/v), ou seja, 1 grama de fezes para 10 mL de PBS. Após repouso 

de 15 minutos em temperatura ambiente foram agitadas vigorosamente em agitador 

tipo Vortex. Após 15 minutos em repouso as amostras foram novamente agitadas e 

centrifugadas a 10.000 x g durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram removidos, 

distribuídos em alíquotas e estocados a -70 0C. 

 

3.26 Ensaios de ELISA para a titulação de anticorpos produzidos contra a 
proteína Sxt2∆AB 
 

Microplacas de poliestireno Maxisorp (Nunc) foram sensibilizados por 12h a 40 C 

com 100 ng/poço da proteína StxB purificada e lavada em tampão PBS. As placas 

foram lavadas três vezes com PBS-T. Após a lavagem foi realizado o bloqueio 

adicionando-se 200 µL de PBS-T com 0,1% de BSA durante 30 minutos a 370 C, após 

novo ciclo de lavagem (3X), foi adicionado o pool de soros dos animais imunizados na 

diluição de 1/200 em solução de PBS-T com 0,1% de BSA e incubadas a temperatura 

ambiente por 1 hora a 370 C. Depois de um novo ciclo de lavagem (3X), foram 

adicionados 100 µL por poço do segundo anticorpo conjugado a peroxidase em 

solução bloqueadora na diluição já descrita para o anticorpo secundário e incubado por 

1 hora a 370 C. Em seguida as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T. A revelação 

foi realizada com 50 µL por poço da solução reveladora por 20 minutos à temperatura 

ambiente e no escuro e interrompida com 50 µL por poço de 1M de ácido sulfúrico. A 

leitura óptica foi realizada a 492 nm em leitor de placa (Multiscan MS-Labsystem). 

 



54 

 

3.27  Capacidade de neutralização dos soros: Ensaios de neutralização da toxina 

Stx2 em células VERO (teste in vitro) 

Amostras de soro foram diluídas serialmente em DMEM numa microplaca 

iniciando com a diluição de 1:5 num volume de 75 µL por poço, o extrato contendo a 

toxina Stx2 (75 µL) na diluição final de 1:2500, em DMEM, foi misturado às amostras de 

soro, incubado por 1 h a 37 0C e 1h a 4 0C. Controles contendo apenas meio de cultura 

e a toxina também foram realizadas. Após a incubação, 150 µL de cada poço a placa 

de diluição foram transferidos para uma placa de 96 poços contendo uma monocamada 

de 104 células Vero e incubadas a 37 0C por 48h em atmosferas de 5% de CO2. Após a 

incubação descartou-se cuidadosamente o meio e a monocamada foi lavada com 100 

µL de PBS, acrescentando-se 100 µL de cristal violeta e incubou-se por 15 minutos a 

370C para, posteriormente, lavar as placas submergidas em água duas vezes e 

finalmente, acrescentar na placa 100 µL de acido acético por 20 minutos a temperatura 

ambiente. A leitura da densidade óptica foi realizada a 555 nm em leitor de placa 

(Multiscan MS-Labsystem). 

 

3.28 Ensaios de Neutralização Ex vivo e Desafio 

Para determinar a capacidade neutralizante do anticorpo Ex vivo, amostras de 

soro obtidas das imunizações com as linhagens recombinantes foram incubadas com a 

proteína Stx2 nativa por 1 hora a 37 0C e 1 hora a 4 0C. Após a incubação inoculou-se 

pela via intravenosa (plexo retro-orbital) a mistura de soro mais a toxina Stx2 em 

camundongos BALB/c. Utilizaram-se os soros na proporção 1/10 (Stx2/soro) dos 

animais imunizados oralmente com as linhagens recombinantes utilizadas neste 

estudo, assim como o soro dos animais imunizados com a proteína Stx2B na proporção 
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1/10 e 1/100 e o soro anti-Stx2 cedido pela prof. Dra. Roxanne Piazza na proporção 

1/100 e 1/1000. Como controle negativo um grupo de animais recebeu apenas a 

proteína Stx2 e a sobrevida dos animais foi avaliada durante quatro dias como foi 

descrito por Bentancor et al. (2009). Os estudos da letalidade in vivo foram levados 

inoculando a proteína nativa Stx2 nos camundongos imunizados com as linhagens 

recombinantes. A dose de Stx2 utilizada nos ensaios Ex vivo e desafio foi de duas 

vezes a dose letal 50% (2LD50), que corresponde a 53 ng/Stx2/camundongo. 

 

3.29  Determinação dos níveis de uréia e creatinina em soro de camundongos 

desafiados in vivo 

 

 As concentrações de uréia e de creatinina em amostras de soro de 

camundongos desafiados com Stx2 nativa foram determinadas pelo método 

enzimático-colorimetrico por um Kit comercial (Labtest-Brazil. www.bioclin.com.br). Os 

resultados foram analisados num espectrofotômetro Ultrospec 2100 (Amersham 

Biosciences). A metodologia usada para analise de creatinina em soro foi cinético de 

tempo fixo. Brevemente, a uréia é hidrolisada em NH3 e CO2 pela uréase e A 

Glutamato desidrogenase (GLDH) na presença de NH3 e α-Cetoglutarato oxida o 

NADH para NAD+. A oxidação de NADH a NAD+, medida pela diminuição de 

absorbância é proporcional à concentração de uréia na amostra. 

A metodologia utilizada para o analise de creatinina foi colorimétrico (Jaffé 

modificado). Brevemente, a creatinina reage com ácido pícrico, formando um complexo 

de cor amarelo-avermelhado. Nesse pH ocorre a máxima formação do complexo 

corado creatinina-picrato, e , também com outros elementos plasmáticos. Com a adição 
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do reagente ácido, o pH é diminuído e a cor devida á creatinina é desfeita, 

permanecendo a cor devida aos cromogênios. Por diferença entre as leituras obtidas 

no pH ácido, obtém-se o valor real da creatinina.  
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4   RESULTADOS 

4.1  Construção, clonagem e caracterização da forma atóxica da Stx2 

A avaliação do papel imunológico da forma atóxica de Stx2 expressa por 

linhagens atenuadas de S. Typhimurium foi necessário a construção de um vetor de 

expressão para o gene Stx2, deletado na região codificadora para a subunidade A. 

Esta estratégia foi utilizada a partir da metodologia empregada por Bentancor et al. 

(2009) em nosso laboratório em colaboração com o grupo da professora Marina 

Palermo da Academia Nacional de Medicina da Argentina, como parte de um programa 

Capes e a Secretaria de Ciência e Tecnologia (SECyT) em Buenos Aires, Argentina. 

Inicialmente Bentancor et al (2009) inseriu o gene Stx2 no vetor comercial pGEM-T 

easy (Promega INC, USA), que resultou   a construção  do vetor pCVT1 como foi 

mostrado na figura 5. Desta forma determinou-se que a dupla digestão do vetor pCVT1 

com as enzimas StuI e AvaI poderia manter o primeiro aminoácido da subunidade A e 

os últimos 31 aminoácidos da mesma subunidade que estariam envolvidos na 

pentamerização da subunidade B, e a subunidade B intacta (BENTANCOR et al., 

2009).  Após a dupla digestão, a DNA polimerase klenow foi utilizada para gerar 

extremidades na sequência do fragmento da Stx∆AB, as quais foram posteriormente 

ligadas, gerando assim o plasmídeo pCVT2. Essa construção apresenta a seqüência 

de nucleotídeos no gene Stx2 que codifica para a forma atóxica da proteína (Stx2∆AB). 

Uma vez caracterizado e confirmado pelo sequenciamento, o plasmídeo pCVT2 foi 

posteriormente utilizado para transformar linhagens de S. Typhimurium empregadas 
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nos procedimentos de imunização. A figura 6 mostra os produtos de PCR amplificados 

que identificam a subunidade B. 

 

 

 

                                                                              

Figura 6. Amplificação do fragmento de PCR indicando a presença do gene Stx2∆AB. 
Amostras: 1, DNA plasmidial da linhagem  LDV326; 2, DNA plasmidial da linhagem 
LDV327; 3, DNA plasmidial da linhagem LDV329; 4, DNA plasmidial da linhagem 
LDV328. 

 

 

4.2 Caracterização e análise da expressão da proteína Stx2∆AB nas linhagens 

recombinantes de S. Typhimurium 

 

Com o intuito de analisar algumas características metabólicas que pudessem 

melhorar as condições de crescimento das linhagens de S. Typhimurium 

acrescentamos nos cultivos o substrato DHBA. Como as linhagens de S. Typhimurium 
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PM PM 



59 

 

utilizadas neste estudo são células deficientes na via metabólica de aminoácidos 

aromáticos, a adição de DHBA poderia restabelecer as condições metabólicas da via 

de aminoácidos nessas linhagens. Desta forma, pelas análises das curvas de 

crescimento em ausência ou presença deste substrato metabólico em meio LB, 

demonstrou-se que as linhagens recombinantes de S. Typhimurium não apresentaram 

diferenças significativas no crescimento durante a fase exponencial e estacionária, 

sugerindo que o meio complexo LB já possui os nutrientes necessários (Figura 7 e 8) 
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Figura 7. Curvas de crescimento em ausência de DHBA nas linhagens recombinantes de 
S. Typhimurium utilizadas neste estudo. As linhagens foram mantidas sob 
pressão seletiva (ampicilina) a 37 0C e agitação intensa (200 rpm) por 
aproximadamente 24 horas.  O ensaio é representativo de três experimentos 
independentemente em duplicata. 
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Figura 8. Curvas de crescimento em presença de DHBA nas linhagens recombinantes de 
S. Typhimurium utilizadas neste estudo. As linhagens foram mantidas sob 
pressão seletiva (ampicilina) a 37 0C e agitação intensa (200 rpm) por 
aproximadamente 24 horas. O ensaio é representativo de três experimentos 
independentes em duplicata. 

 

 
 
 
 
 

Para verificar possíveis diferenças na produção da flagelina foi realizada a 

análise da expressão desta proteína nas linhagens recombinantes por Western blot, 

mostrando-se na figura 9A que as linhagens flageladas, LDV328 e LDV329, mostram 

respectivamente uma banda de massa molecular de 52 kDa, e ausência desta proteína 

nas linhagens sem flagelo (LDV326 e LDV327). Posteriormente à confirmação da 

expressão da flagelina, foi realizado o ensaio de mobilidade para a demonstração da 

funcionalidade dos flagelos nestas linhagens.  A avaliação da mobilidade in vitro foi o 

primeiro passo. Esse ensaio consiste na observação do crescimento em ágar semi-

sólido, no qual o diâmetro do halo de crescimento foi medido após 24 horas de 
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incubação. Os resultados do ensaio de mobilidade para as diferentes linhagens 

utilizadas neste trabalho estão representadas na figura 9C. Podemos observar que 

tanto a linhagem LDV328 quanto LDV329 (que expressam a proteína flagelina) 

apresentam mobilidades semelhantes, demonstrando que não há diferença na 

mobilidade dessas linhagens, corroborando o trabalho de Massis et al.(2009)  

realizados em nosso laboratório. 

Outra variável analisada neste estudo foi à confirmação da expressão da 

proteína Stx2∆AB nas linhagens recombinantes de S. Typhimurium. Esta análise foi 

realizada em sobrenadantes de cultura e em extratos celulares provenientes de cultivos 

das linhagens recombinantes por 12 horas, e confirmamos o tamanho molecular 

utilizando a proteína de 7 kDa da subunidade B expressa na linhagem de E. coli 

BL21pLysS. A figura 9B mostra a presença de uma banda de 7 kDa que reage com o 

anticorpo policlonal anti-Stx2∆AB obtido após imunização em camundongo para as 

linhagens recombinantes  LDV327 e LDV329, tanto em extrato celular como em 

sobrenadante. As linhagens controle, LDV326 e LDV328, não mostraram reatividade 

com o anticorpo policlonal anti-Stx2∆AB.  
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Figura 9. Caracterização das linhagens vacinais de S. Typhimurium. (A) Detecção de 

expressão da proteína Flic nas linhagens S. Typhimurium. Detecção da proteína 
Flic foi realizada em Western blots desenvolvidos com anticorpos policlonais anti-
Flic em extratos celulares das linhagens bacterianas. Amostras: 1, linhagem 
LDV326; 2, linhagem LDV327; 3, linhagem LDV328; 4, linhagem LDV329. (B) 
Detecção da proteína Stx2∆AB secretada no sobrenadante de cultura a partir das 
linhagens recombinantes de S. Typhimurium. Amostras: 1, proteína Stx2B 
recombinante purificada; 2, proteína secretada no sobrenadante de cultura da 
linhagem LDV326; 3, extrato celular da linhagem LDV326; 4, proteína secretada no 
sobrenadante de cultura da linhagem LDV327; 5, extrato celular da linhagem 
LDV327; 6,  proteína secretada no sobrenadante de cultura da linhagem LDV328; 7, 
extrato celular da linhagem LDV328; 8, proteína secretada no sobrenadante de 
cultura da linhagem LDV329; 9, extrato de celular da linhagem LDV329. (C) teste de 
mobilidade in vitro das linhagens recombinantes de S. Typhimurium. Linhagens 
testadas de S. Typhimurium: LDV326 (■), LDV327 (▲), LDV328 (▼); LDV329 (♦). 

C 
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A quantidade de antígeno Stx2 que estaria sendo expresso nas linhagens 

recombinantes LDV327 e LDV329 foi determinada por ensaios de “Dot Blot” em 

extratos celulares e sobrenadantes de bactérias em fase logarítmica de crescimento e 

cultivadas em meio LB a 37 0C. Nessas condições, aproximadamente 1010 UFC de S. 

Typhimurium das linhagens LDV327 e LDV329 acumularam intracelularmente 

aproximadamente 3,5 µg de Stx2∆AB, sem diferenças significativas entre elas. Além 

disso, a quantidade de antígeno secretado em sobrenadante de cultura foi de 

aproximadamente 150 ng/mL para as duas linhagens (Figura 10). 

 
 
Figura 10.  Expressão da proteína Stx2∆AB pelas linhagens recombinantes de S. 

Typhimurium em ensaios de Dot Blot. Uma curva padrão foi realizada a partir 
da proteína Stx2B recombinante e purificada com valores de 12 ate 0,075 µg 
(A). Em (B), (a), amostra de sobrenadante de cultivo obtido a partir da linhagem 
LDV326. (b), amostra de sobrenadante do cultivo da linhagem LDV327. (c), 
amostra de extrato total de bactérias da linhagem LDV326. (d), extrato total de 
bactérias da linhagem LDV327. (e), amostra de sobrenadante de cultivo obtido 
a partir da linhagem LDV328. (f), amostra de sobrenadante do cultivo da 
linhagem LDV329. (g), amostra de extrato total de bactérias da linhagem 
LDV328. (h), extrato total de bactérias da linhagem LDV329. 
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4.3 Análise da estabilidade in vitro e in vivo do plasmídeo pCVT2 nas linhagens 

recombinantes de S. Typhimurium 

 

As linhagens recombinantes foram semeadas em meio líquido LB-Amp, a partir 

de estoques a – 70 0C, e incubadas por 18 horas a 37 0C com agitação (200 rpm). 

Como mostram as figuras 11 e 12, existe uma maior estabilidade nas linhagens 

recombinantes que expressam a proteína Stx2AB em comparação com as linhagens 

usadas como controle, a partir do segundo dia de cultivo, mantendo-se por 4 dias, 

sugerindo que o plasmídeo pCVT2 apresenta maior estabilidade na linhagem LDV329 

do que na linhagem LDV327. Pode-se ainda concluir que por um período de até 4 dias 

esse plasmídeo mantém 100% de estabilidade na linhagem LDV329. A linhagem 

LDV327 apresenta 50% de estabilidade plasmidial no mesmo período de tempo. A 

partir dos resultados encontrados é possível inferir que a menor estabilidade do 

plasmídeo apresentada pelas linhagens LDV326 e LDV328 seja resultante da ausência 

da expressão flagelar. 
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Figura 11. Análise da estabilidade in vitro das linhagens recombinantes de S. 

Typhimurium que não apresentam a expressão do flagelo: LDV326, linhagem 
controle albergando o vetor vazio. LDV327, linhagem experimental expressando 
a forma atóxica da Stx2. 

 

 

 

Figura 12. Análise da estabilidade in vitro das linhagens recombinantes de S. 
Typhimurium que apresentam a expressão do flagelo: LDV328, linhagem 
controle albergando o vetor vazio. LDV329, linhagem experimental expressando a 
forma atóxica da Stx2. 
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A avaliação da estabilidade in vivo foi realizada em camundongos BALB/c. 

Colônias bacterianas obtidas a partir de extratos de placas de Payer desses 

camundongos foram selecionadas para os ensaios de estabilidade in vivo. Observou-se 

uma diminuição na estabilidade plasmídeo da linhagem LDV329 (Figura 13 e 14), que 

apresentou estabilidade de 78% durante 72 horas de ensaio. Um valor semelhante, 

62% de estabilidade, foi encontrado para a linhagem LDV327, o que demonstra uma 

elevada estabilidade do plasmídeo dessas linhagens em camundongos. Desta forma, 

pode se sugerir que as linhagens recombinantes que expressam a proteína Stx2∆AB 

possuem maior estabilidade do plasmídeo pCVT2 comparado as linhagens controle 

LDV326 e LDV328. 
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Figura 13. Análise da estabilidade in vivo das linhagens vacinais aflageladas de S. 
Typhimurium. As linhagens recombinantes foram transformadas com pGEMT  e 
pGEMT-Stx2∆AB (LDV326 e LDV327, respectivamente) e selecionadas por 
resistência à ampicilina em placas contendo LB. Os ensaios de colonização em 
Placas de Payer foram realizados até um período de 72 horas. As colônias de S. 
Typhimurium de 5 Placas de Payer/animal foram recuperados de camundongos e 
semeados em placas de Agar-LB  para  verificar a resistência à ampicilina após a 
administração oral de 1010 células das linhagens vacinais analisadas. Valores no 
eixo ordenada indicam a porcentagem de colônias Ampr / número totais de 
colônias analisadas. 

 
 

 

Figura 14. Análise da estabilidade in vivo das linhagens flageladas de S. Typhimurium. 
As linhagens foram selecionadas pela resistência à ampicilina em placas LB em 
ensaios de colonização em Placas de Payer por 72 horas. Colônias de S. 
Typhimurium isoladas de 5 Placas de Payer/animal foram recuperados de 
camundongos inoculados  para a resistência à ampicilina após a administração oral 
de 1010 células das linhagens vacinais. Valores no eixo da ordenada indicam a 
porcentagem de colônias Ampr / número totais de colônias analisadas. 

A B

A B
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4.4 Avaliação da capacidade de colonização e invasão das linhagens 

recombinantes de S. Typhimurium após administração oral 

 

A análise pelo número de colônias viáveis recuperadas nas placas de Payer e no 

baço de camundongos BALB/c após inoculação oral, confirmou a capacidade de 

colonização das linhagens recombinantes que expressam a proteína Stx2∆AB, 

linhagens LDV327 e LDV329. Surpreendentemente observamos um maior numero de 

UFC das linhagens produtoras de Stx2∆AB nas placas de Payer num período de 

observação de 5 dias após a inoculação em comparação ás linhagens controle que não 

expressam a proteína Stx2∆AB (Figura 15A). A cinética de colonização durante 5 dias 

mostra que as linhagens recombinantes que expressam a proteína Stx2∆AB aumentam 

significativamente a capacidade de colonizar Placas de Payer a partir  das 48 horas 

após a inoculação. Esse padrão permanece até 72 horas (Figura 15B) e a partir do 50 

dia observa-se uma queda no número de colônias nas Placas de Payer. O numero de 

colônias das linhagens controle LDV326 e LDV328 mostraram-se relativamente 

constante durante as 120 horas após a inoculação oral. Não foi possível encontrar 

colônias das linhagens recombinantes estudando o baço após a inoculação oral pelo 

período de tempo analisado. 
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Figura 15. Ensaio de colonização em camundongos BALB/c pelas linhagens 

recombinantes de S. Typhimurium por via oral. A- Cinética de colonização 
durante 5 dias. As quatro barras de cada linhagem representam 24, 48, 72 e 
120 horas de ensaio. B, colonização em Placas de Payer no 30 dia pelas 
linhagens recombinantes de S. Typhimurium. Não houve diferenças 
estatisticamente significativas em relação aos camundongos imunizados com a 
S. Typhimurium LDV326 e a linhagem LDV 328. 

 
 

 

 

4.5 Respostas imunológicas e efeitos neutralizantes dos anticorpos gerados 

em camundongos imunizados com linhagens recombinantes de S. Typhimurium 

 

A imunogenicidade de Stx2∆AB expressa por linhagens vacinais S. Typhimurium 

foi determinada em camundongos após três administrações orais, nos dias 1, 22 e 36. 

Soros e amostras de fezes de camundongos imunizados foram analisadas para a 

presença de anticorpos anti-Stx2B, tanto no soro (IgG) e extratos de fezes (IgA), 

utilizando placas de ELISA incubados previamente com a proteína Stx2B recombinante 

e purificada (figuras 16, 17 e 18). Anticorpos contra a subunidade B da Stx2∆AB foram 

detectados nos camundongos imunizados pela via oral nas três doses das linhagens 
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recombinantes de S. Typhimurium LDV327 e LDV329 expressando o antígeno 

Stx2∆AB recombinante. A média dos títulos anti-IgG para Stx2B em camundongos 

imunizados após as três doses da S. Typhimurium LDV327 ou estirpes LDV329 atingiu 

títulos de anticorpos de 931,15 ± 274 e 1.654,7 ± 252, respectivamente e a cinética de 

imunização mostrou um aumento gradativo nos níveis de produção de anticorpos após 

cada dose (figura 16). Respostas de anticorpos anti-IgA para a subunidade Stx2B em 

amostras fecais foram detectados apenas em camundongos imunizados com as 

linhagens de S. Typhimurium LDV327 e LDV329 (figura 18). 

Para avaliar os efeitos neutralizantes dos anticorpos gerados nas imunizações 

com as linhagens recombinantes de S. Typhimurium foram realizados ensaios de 

neutralização em condições in vitro, ex vivo e desafio (Tabela 3). Alíquotas da proteína 

nativa Stx2 promovendo efeitos citotóxicos nas células Vero ou causando 100% de 

letalidade em camundongos BALB/c foram incubadas com diferentes diluições de 

amostras de soro coletadas de camundongos vacinados, a fim de avaliar o titulo 

neutralizante dos anticorpos anti-Stx2. Os resultados na tabela 3 mostram que soros 

coletados de camundongos imunizados com as linhagens recombinantes LDV327 e 

LDV329 neutralizam 100% os efeitos citotóxicos frente a Stx2 nativa em ensaios in vitro 

com células Vero, com valores de diluições de 1/30 e 1/60, respectivamente. Além 

disso, a incubação dose letal de Stx2 com soro diluído coletados de camundongos 

imunizados com a linhagem LDV329 de S. Typhimurium tiveram um efeito protetor 

parcial sobrevivendo 3 camundongos de um total de 12 camundongos (25% de 

neutralização). Por outro lado, não houve proteção em camundongos inoculados com 

Stx2 letal exposta a amostras de soro de camundongos imunizados com a linhagem 



71 

 

LDV327 de S. Typhimurium em ensaios de neutralização Ex vivo. Da mesma forma, 

nenhuma atividade de neutralização de Stx2 foi detectada em amostras de soro 

coletadas de camundongos imunizados com as linhagens de S. Typhimurium LDV326 

e LDV328 (Tabela 3). 

A imunidade humoral protetora contra Stx2 em camundongos imunizados com 

as linhagens recombinantes S. Typhimurium foi determinada após desafio dos 

camundongos vacinados com dose letal de 15 dias após a última dose vacinal Stx2. Os 

dados obtidos mostram 25% dos camundongos imunizados com três doses da cepa 

LDV329 foram protegidos em um ensaio de desafio com Stx2 nativa, enquanto 12,5% 

dos animais imunizados com três doses da cepa LDV37 sobreviveram ao mesmo 

desafio letal (Tabela 3). Não houve proteção em animais imunizados com as linhagens 

de LDV326 e LDV328 de S. Typhimurium. 

 Com o intuito de identificar se os soros obtidos das imunizações podem detectar 

as duas subunidades da Stx2, avaliamos por Western Blot os soros frente a um extrato 

total de células de E. coli JM109 que contem a proteína Stx2 nativa. Os resultados na 

figura 19 mostram que os soros gerados podem identificar claramente a subunidade B 

em extratos celulares contendo proteína Stx2 nativa e apresenta alguns indicativos que 

os soros poderiam detectar elementos da subunidade A como é observado nos soros 

das imunizações com as linhagens recombinantes. O western blot sugere que soros 

obtidos de imunizações com a linhagem LDV329, eventualmente, apresentam uma 

maior capacidade de detecção de uma banda de aproximadamente 29-30 kDa 

comparado  com a linhagem LDV327, dados muito semelhantes comparados aos 
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obtidos por Bentancor e colaboradores (2009) utilizando o mesmo fragmento 

imunogênico da forma atóxica da Stx2. 
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Figura 16. Cinética da resposta de anticorpos IgG detectada em soro dos camundongos 
imunizados com as diferentes linhagens de S. Typhimurium. Grupos de 
Imunização: barras abertas, camundongos imunizados com uma dose das vacinas; 
barras cinza, camundongos imunizados com duas doses das vacinas; barras 
pretas, camundongos imunizados com três doses das vacinas. Os títulos de 
anticorpos anti-stx2 B foram determinadas em ELISA utilizando uma proteína 
purificada da subunidade Stx2B recombinante. 
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Figura 17. Títulos de anticorpos IgG sistêmicos nos soros individuais obtidos a partir de 

camundongos imunizados com três doses com as linhagens recombinantes 
de S. Typhimurium. Os títulos de anticorpos anti-stx2 B foram determinadas 
mediante ELISA utilizando uma proteína purificada da subunidade Stx2B 
recombinante, a partir da 3 dose. * Mostra as diferenças que não são 
estatisticamente significativas em relação aos camundongos imunizados com as 
linhagens de S. Typhimurium LDV327 ou LDV329 (p <0,05). 
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 Figura 18.  Resposta local de anticorpos anti-IgA detectados em amostras fecais obtidos 
a partis dos camundongos imunizados com três doses das vacinas. Os níveis 
de IgA foram medidos em pool de amostras coletadas a partir de animais do 
mesmo grupo de imunização. * Mostra a diferença estatisticamente significativa 
em relação aos ratos imunizados com a S. Typhimurium LDV326 ou LDV328 
cepas (p <0,05). 
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Tabela 3 - Atividade neutralizante Anti-Stx2 dos soros obtidos na imunização com 
linhagens recombinantes de S. Typhimurium. 

  

Efeito de neutralização 

Títulos anti-Stx2 in vitroa                  Ex vivob           In vivoc 

Linhagens      

                             

LDV326  < 5 d    0/12   0/8 (0) 

LDV327  30 (931.1± 274.2)    0/12   1/8 (12.5) 

LDV328  < 5    0/12   0/8 (0) 

LDV329  60 (1,654.7± 252.4)  3/12 (25)  2/8 (25) 

          

a
 Títulos de anticorpos neutralizantes anti-Stx2∆AB de pools de soros foram coletados de 

camundongos imunizados com as diferentes linhagens de S. Typhimurium e analisadas em 
ensaios de neutralização com células Vero.  Os títulos de neutralização Stx2 foram 
determinados como a diluição sérica máxima que abolia os efeitos citotóxicos de Stx2 usando 
células Vero. Em parênteses, representa-se os valores de média + SD dos soros com títulos de 
anticorpos IgG  imunizados com diferentes linhagens recombinantes (n = 8). 
 
b
 Número de animais sobreviventes ao ensaio Ex vivo com a proteína Stx2 nativa previamente 

incubada com soro de camundongos imunizados com as diferentes linhagens recombinantes 
de S. Typhimurium. Amostras com a toxina nativa de Stx2 foram incubadas com amostras de 
soro na diluição final 1:10, conforme descrito em material e métodos. Os camundongos 
sobreviventes foram acompanhados até 96 h após o desafio. 
 
c
 Numero de camundongos que sobreviveram ao desafio in vivo frente à toxina nativa Stx2. 

Cada grupo de camundongos foi imunizado com 3 doses das linhagens de S. Typhimurium 
utilizadas neste estudo. 
 
d
 Não houve atividade de neutralização a diluições mais baixa de 1:5 
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Figura 19. Análise e reconhecimento das subunidades A e B em soros obtidos da 

imunização com as linhagens recombinantes de S. Typhimurium. 1, extrato 
de JM109 com plasmídeo vazio e revelado com soro controle anti-Stx2B. 2, extrato 
de JM109 com Stx2 inteira e revelado com soro controle antiStx-2B. A, extrato de 
JM109 com plasmídeo vazio e revelado com soro obtido da imunização com a 
linhagem LDV328. B, extrato de JM109 com Stx2 inteira em revelado com soro da 
imunização com a linhagem LDV329. C, extrato de JM109 com plasmídeo vazio 
revelado com soro da imunização com a linhagem LDV326. D, extrato de JM109 
com plasmídeo Stx2 inteira e revelada com soro da imunização com a linhagem 
LDV327. 

 

 

4.6 Determinação da concentração sérica de uréia e creatinina em animais 

submetidos ao ensaio de neutralização in vivo  

 

 A concentração de uréia sérica e creatinina, considerados marcadores 

fisiológicos de função renal, não se mostraram alterados nos animais submetidos ao 

ensaio de desafio (figuras 20 e 21) a partir das 72 horas de ensaio. Soros obtidos após 
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24 horas de ambos os ensaios de neutralização mostram valores normais de uréia e 

creatinina, porém esses valores aumentam após 72 horas de ensaio, o que sugere um 

comprometimento da função renal durante esse período e ausência de anticorpos 

neutralizantes nos soros avaliados. O soro de apenas dois animais imunizados com a 

linhagem LDV329 apresentou valores de uréia normais em ensaios de neutralização in 

vivo, e estes camundongos sobreviveram ao desafio com toxina nativa (figura 20). 

Podem-se observar valores normais de uréia sérica nas primeiras 24 horas de ensaio 

com aumento desses valores a partir da 72 horas de ensaio em animais imunizados 

com as linhagens avaliadas. A imunização com as linhagens LDV327 e LDV329 

mostrou-se novamente promissora quando analisados os valores de uréia sérica após 

72 horas de ensaio. Desse grupo experimental (n=6), os 2 camundongos sobreviventes 

após 96 horas de ensaio apresentaram valores de uréia sérica intermediários em 

comparação aqueles encontrados nos grupos controles que mostram altas 

concentrações séricas  de uréia (figura 20). 

 

 Os valores de creatinina tiveram um comportamento similar aos valores de 

uréia, mostrando que o efeito neutralizante dos soros é parcial em condições de 

desafio com a proteína Stx2 nativa. Podem-se observar valores normais de creatinina 

sérica nas primeiras 24 horas de ensaio com aumento desses valores a partir da 72 

horas de ensaio em animais imunizados com as linhagens avaliadas. A imunização 

com as linhagens LDV327 e LDV329 mostrou-se novamente promissora quando 

analisados os valores de creatinina sérica após 72 horas de ensaio. Desse grupo 

experimental (n=6), os 2 camundongos sobreviventes após 96 horas de ensaio 
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apresentaram valores de  creatinina intermediários em comparação aqueles 

encontrados nos grupos controles (figura 21). 

 

Figura 20. Níveis de nitrogênio uréico (uréia) em soro de camundongos imunizados com 
as linhagens recombinantes de S. Typhimurium e desafiados com a toxina 
nativa de Stx2. As concentrações de uréia no soro dos camundongos imunizados 
com as linhagens recombinantes LDV327 (n=1) e LDV329 (n=2) que sobreviveram 
após desafio foram 39,13 mg/dL e  36,05 ± 1,07 mg/dL respectivamente. 
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Figura 21. Níveis de creatinina em sangue de camundongos imunizados com as 

linhagens recombinantes de S. Typhimurium e desafiados com a toxina 
nativa de Stx2. As concentrações de creatinina no soro dos camundongos 
imunizados com as linhagens recombinantes LDV327 (n=1) e LDV329 (n=2) que 
sobreviveram após desafio foram de 0,47 mg/dL  e 0.37 ± 0.015 mg/dL  
respectivamente. 
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5 DISCUSSÃO 

O uso de linhagens vacinais de S. Typhimurium tem sido intensamente 

investigado como um veículo seguro e eficaz de entrega de antígenos heterólogos, e 

um eficiente sistema de ativação de respostas do tipo humoral e celular contra diversos 

antígenos, após administração oral e colonização transitória da mucosa intestinal 

(GALEN, 2009; STOCKER, 2000). Além disso, esse modelo vacinal pode ter uma 

participação importante em modular o perfil de resposta imunológica (BUENO et al., 

2009). No presente estudo, foram utilizadas duas cepas de S. Typhimurium que são 

atenuadas na via metabólica de aminoácidos aromáticos (AroA), sendo uma delas 

deficiente na expressão de flagelina. Essas linhagens foram geneticamente 

modificadas para expressar um derivado não tóxico de Stx2 (Stx2∆AB) e avaliadas 

quanto seu potencial imunogênico para o controle da SHU. Os resultados mostrados 

neste estudo são os primeiros a demonstrar com sucesso que um toxóide da Stx2 

geneticamente modificado pode ser expresso e secretado ativamente por linhagens 

recombinantes de S. Typhimurium e ser capaz pela via oral de induzir resposta de 

anticorpos do tipo IgG e IgA em modelo murino.  

Surpreendentemente, observamos também que as linhagens de S. Typhimurium 

carregando a forma atóxica da proteína Stx2 apresentam um aumento na colonização 

intestinal, avaliado pelo número de colônias detectadas nestas linhagens em placas de 

Payer. Este aumento foi significativo tanto na linhagem de S. Typhimurium flagelada 

quanto na aflagelada que expressam a Stx2∆AB, sugerindo que a presença de 

flagelina não é relevante na capacidade invasiva da S. Typhimurium. Este interessante 

resultado esta em concordância com os trabalhos de Robinson e colaboradores (2006) 
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que demonstraram que a proteína nativa de Stx2 de linhagens de EHEC O157:H7 

derivadas de humanos incrementa significativamente a adesão e colonização no 

intestino de camundongos. No modelo bovino, a expressão elevada da Stx2 em 

isolados de EHEC O157:H7 também possui um efeito modulador na colonização 

intestinal (LOWE et al., 2009). De fato foi reportado que linhagens de EHEC têm um 

marcado tropismo pelas placas de Payer e células epiteliais do íleo terminal do 

intestino (CHONG et al., 2007). A colonização do hospedeiro via intimina por linhagens 

de EHEC produtoras de Stx2 é maior em comparação às EHEC incapazes de 

expressar a toxina (SINCLAIR e O´BRIEN, 2002). Considerando-se que as linhagens 

de S. Typhimurium não expressam intimina, o aumento da colonização observado em 

nossos resultados sugere que a forma atóxica da proteína Stx2 poderia estar envolvida 

direta ou indiretamente nos mecanismos de adesão bacteriana. Os mecanismos pelo 

qual toxinas do tipo “Shiga” induzem colonização intestinal ainda não estão 

esclarecidos. Outras explicações podem ser atribuídas a capacidade da toxina de 

diretamente funcionar como uma molécula de adesão e incrementar os níveis de seu 

receptor Gb3 no hospedeiro ou de suprimir a resposta do hospedeiro, o que permitiria 

uma melhor colonização (ALLEN et al., 2006; OLIVIER et al., 2007; KRYSTLE, et al., 

2010). 

Flagelinas bacterianas mostram um forte efeito adjuvante quando são 

administradas por via de mucosa ou parenteral, seja na forma de proteína purificada e 

co-administrada ao antígeno alvo, ou como proteína híbrida geneticamente fusionada 

com o antígeno heterólogo de interesse (BARGIERI et al., 2008; BRAGA et al., 2009; 

HONKO et al., 2006; HULEATT et al., 2007; PINO et al., 2005). Nossos resultados 
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demonstraram que o uso vacinal das linhagens recombinantes derivadas de S. 

Typhimurium SL3261, proficiente na expressão de ambos os genes de flagelina (FliCi e 

FljB), ou das linhagens de S. Typhimurium LDV321, que está bloqueada 

especificamente na expressão de ambas fases de flagelina (MASSIS et al., 2008), não 

diferem significativamente na capacidade de induzir respostas locais e sistêmicas 

contra Stx2, nem na indução de respostas neutralizantes e protetoras sob o desafio 

com a toxina Stx2 em camundongos vacinados. Desde que os efeitos da flagelina 

bacteriana como adjuvante exige despolimerização dos flagelos em monômeros 

(SMITH et al., 2003), é possível supor que durante o trânsito pelo trato gastrointestinal 

a quantidade de monômeros de flagelina liberada não tenha sido suficientemente 

elevada para promover uma forte resposta pro-inflamatória e, conseqüentemente, 

exercer efeitos adjuvantes para o antígeno heterólogo que essas linhagens 

recombinantes expressam. Curiosamente, tem sido demonstrado na literatura que 

flagelinas de EHEC promovem invasão em cultura de tecidos celulares (LUCK et al., 

2005, 2006; ROGERS et al., 2006) e apresentam efeito sinérgico com a Stx2 

aumentando respostas pró-inflamatórias (JANDHYALA et al., 2010), deixando aberto a 

possibilidade de que vias de ativação pró-inflamatórias dependentes de flagelina em 

conjunto com Stx2 possam promover o começo da SHU durante a infecção. Outra 

possível explicação para a ausência de atividade adjuvante da flagelina nessa proposta 

vacinal é que a expressão da proteína Stx2∆AB poderia depender de diversos fatores 

intrínsecos do intestino do hospedeiro como a microbiota intestinal. Nossas 

observações e os resultados apresentados por outros grupos de pesquisa indicam que 

a administração oral de cepas vacinais de salmonelas flageladas, em contraste com 
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administração parenteral, não ativa respostas de anticorpos contra flagelina e alguns 

antígenos heterólogos geneticamente fusionados ou não (MASSIS et al., 2008; 

SANDERS et al., 2006; SBROGIO-ALMEIDA et al., 2004). Tal comportamento 

imunológico é coerente com a evolução de um ambiente de supressão imunológica no 

trato gastrointestinal que, em condições saudáveis não permite a ativação de uma forte 

resposta inflamatória contra a flagelina, uma proteína altamente conservada entre 

várias espécies encontradas em enterobactérias (MIZEL et al., 2002; SANDERS et al., 

2006; WINTER et al., 2009; YOSHIOKA et al., 2008).  

As linhagens recombinantes de S. Typhimurium induziram uma resposta de 

anticorpos específicos para a proteína Stx2 com atividade neutralizante parcial. A 

administração oral das linhagens recombinantes aflagelada LDV327 e flagelada 

LDV329 resultou na produção de respostas de anticorpos anti-Stx2∆AB sistêmicos e 

secretados em todos os camundongos testados. Camundongos imunizados com a 

linhagem LDV327 apresentaram menores títulos de anticorpos, mas não foram 

estatisticamente diferentes quando comparados aos títulos obtidos com a linhagem 

LDV329. Em ambos os grupos os títulos detectados de anti-Stx2∆AB não atingem 

valores acima de 2.000, o que pode refletir a baixa imunogenicidade intrínseca que 

apresenta a Stx2 nativa, particularmente a subunidade B, em diferentes hospedeiros 

mamíferos (BIELASZEWSKA et al., 1997; BYUN et al., 2001; MARCATO et al., 2001-

2005). Os soros obtidos dos camundongos imunizados com as linhagens LDV327 e 

LDV329 inibiram a toxicidade da toxina nativa em ensaios de avaliação da 

neutralização com células Vero. No entanto, na abordagem In vivo os soros dos 

camundongos imunizados com a linhagem flagelada LDV329 levaram a uma proteção 
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parcial de 25%, e o soro dos animais imunizados com a linhagem não flagelada 

LDV327 apenas protegeu 12,5% dos camundongos desafiados. As diferenças 

observadas nas condições in vitro, ex vivo e desafio podem ser explicadas pela melhor 

capacidade dos ensaios em células Vero de avaliar o poder neutralizante de anticorpos 

Stx2-específicos, posto que os modelos de desafio in vivo para estudo de proteção 

contra a toxina Stx2 ainda não são adequados. Um modelo animal ideal para avaliação 

de medidas profiláticas contra Stx2 seria reproduzir as condições naturais observadas 

durante a infecção bacteriana, onde as respostas locais de S-IgA anti-Stx2 são 

fundamentais para reduzir a quantidade de toxinas livre que atingem a corrente 

sanguínea. Diferentes tentativas anteriores usando o mesmo antígeno alvo codificado 

por uma vacina de DNA também resultou em respostas com títulos baixos de 

anticorpos específicos para anti-Stx2 nos camundongos vacinados (BENTANCOR et 

al., 2009). Estes autores sugerem que importantes epítopos imunogênicos para a 

proteção contra a Stx2 estão presentes nas subunidades A e B da Stx2, e anticorpos 

contra estes peptídeos sinergicamente podem ter propriedades neutralizantes contra a 

toxina Stx2 nativa. No entanto, outros trabalhos na literatura mostram que toxóides 

derivados da proteína Stx2 podem conservar a imunogenicidade em camundongos 

(SMITH et al., 2006; GOMES, et al, 2009). 

 

Embora se admita que a quantidade de Stx2 produzida pelas linhagens de E. 

coli O157:H7 no intestino seja fundamental para o desenvolvimento da doença, 

diversos fatores representados pela microbiota intestinal do hospedeiro poderiam ter 

um papel importante na modulação da síntese Stx2 e, portanto, na patogênese 
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desencadeada pela EHEC. A presença da flora intestinal reduz a colonização de 

linhagens de E. coli O157:H7 e produção da proteína Stx2 no intestino de 

camundongos (GAMAGE et al., 2006). Recentemente foi demonstrado que fatores 

produzidos pela microbiota intestinal normal podem modular a síntese e a expressão 

da proteína Stx2 de linhagens de E. coli O157:H7 (DE SABLET et al., 2009). Isto pode 

trazer diferentes e graves consequências nas estratégias vacinais utilizando vetores 

biológicos frente a toxinas intestinais e o tipo de resposta imunológica induzido. 

Alterações na microbiota intestinal resultam em alterações nas células imunes do 

intestino que ativam respostas imunológicas aumentando a duvida se o sistema imune 

humano, que foi desenhado para controlar microorganismos, é de fato controlado pela 

microbiota intestinal (ROUND e MAZMANIAN, 2009). É tentador especular que as 

pessoas com alguma perturbação em sua microbiota poderiam apresentar uma maior 

susceptibilidade a infecção por EHEC e teriam maior risco para o desenvolvimento da 

SHU. Isso pode ser especialmente interessante para investigar e correlacionar à 

composição da microbiota humana dos indivíduos afetados por infecção por EHEC com 

novas estratégias de vacinação em busca de respostas imunes com capacidade 

neutralizante da toxina Stx2. A informação da importância da microbiota intestinal em 

modular as respostas imunológicas deve ser bem considerada nas futuras estratégias 

de vacinação utilizando vetores biológicos, especialmente no uso de S. Typhimurium 

como candidato vacinal. 

Nossos resultados demonstram que a expressão de toxóides da proteína Stx2 

em cepas recombinantes de S. Typhimurium pode representar uma alternativa para 

aumentar a imunogenicidade e geração de anticorpos neutralizantes da Stx2 em 
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estratégias vacinais contra SHU. No entanto, maiores estudos são necessários para 

melhorar o potencial neutralizante de soros gerados por estratégias vacinais utilizando 

vetores biológicos vivos. Além disso, seria interessante observar se anticorpos anti-

Stx2 gerados através de veículos vacinais, como S. Typhimurium, poderiam reduzir a 

colonização intestinal como recentemente foi observado em EHEC O157:H7 

(KRYSTLE et al., 2010), demonstrando duplo potencial desses anticorpos: propriedade 

neutralizante contra a toxina e inibição da colonização bacteriana. 
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6  CONCLUSÕES   

 

.- As linhagens recombinantes de S. Typhimurium expressam formas atóxicas de Stx2, 

codificadas pelo vetor pGEMT-Stx2 e secretam para o ambiente externo; 

 

.- As linhagens recombinantes de S. Typhimurium, que expressam a forma atóxica de 

Stx2, exibiram maior capacidade de colonização nas placas de Payer que as linhagens 

que não expressam esta forma atóxica; 

 

.- As Linhagens vacinais recombinantes de S. Typhimurium são imunogênicas, e 

induzem resposta imune humoral local (IgA) e sistêmica (IgG) contra a Stx2, em 

modelo murino; 

 

.- Os soros gerados após as imunizações, por via oral, com as linhagens 

recombinantes de S. Typhimurium apresentaram capacidade neutralizante parcial em 

ensaios de desafio com toxina nativa em modelo murino; 

 

.- Os marcadores séricos de SHU, uréia e creatinina, se mantiveram dentro de 

parâmetros normais nos camundongos que sobreviveram ao desafio com a toxina Stx.  
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7  PERSPECTIVAS 

 

 Em nossos resultados observamos um aumento da colonização intestinal pelas 

linhagens de S. Typhimurium capazes de expressar a forma atóxica da Stx2. Essa 

constatação nos permite propor interessantes modelos biológicos para os seguintes 

estudos:  

a) Interações entre essa toxina e as células imunológicas, como células dendríticas e 

macrófagos, nas placas de Payer;  

 

b) Mecanismos envolvidos na adesão e na invasão mediados pela toxina na 

colonização de órgãos imunes no intestino; 

 

 c) Interações entre a microbiota intestinal e o patógeno e seu impacto na modulação 

imune; 

d) A influência da expressão dessa toxina no intestino de animais gnotobióticos 

(criados em biotérios e livres de microrganismos) nos processos de resposta imune e 

colonização intestinal, além de avaliar as interações com a microbiota residente. 
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