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RESUMO

VASCONCELLOS, H. L. Desenvolvimento de cepas de Mycobacterium bovis
Calmette-Guerin (BCG) e Mycobacterium smegmatis que expressam fatores de
viruléncia de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) 2013. 113 f. Tese
(Doutorado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2013.

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) € uma importante causa de diarreia
infantil. EPEC adere no epitélio intestinal causando lesédo attaching and effacing
(A/E). Cepas recombinantes de Mycobacterium smegmatis (Smeg) e Mycobacterium
bovis BCG foram construidas para expressar as proteinas de EPEC BfpA ou
Intimina. O gene bfpA e uma porgao do gene intimina foram amplificador do DNA
gendémico de EPEC por PCR e inserido nos sitios de restrigao BamHI/Kpnl no vetor
pMIP12. Os vetores pMH-bfpA e pMH-intimina foram inseridos, separadamente, nas
cepas de Smeg e BCG. Clones recombinates foram selecionados pela resisténcia a
kanamicina. A expressdo dos genes foi detectada por Immunobloting usando
anticorpo policlonal anti-BfpA ou anti-Intimina como anticorpo primario. A
imunogenicidade dessas proteinas foi avaliada em camundongos C57BL/6 pela
presenca de anticorpos IgA e IgG anti- BfpA ou anti-Intimina no soro e nas fezes.
TNFa e INFy foram produzidos in vitro por células do bago de camundongos
imunizados com as vacinas recombinantes. A adesdo de EPEC (E2348/69) em
células alvo Hep-2 foi bloqueada pelos anticorpos IgA ou IgG dos camundongos
imunizados com as vacinas recombinantes, mas n&o por anticorpos de
camundongos ndo imunizados. Essas vacinas recombinantes podem ser candidatas
promissoras para uma futura vacina anti-EPEC.

Palavras- chave: Diarreia. EPEC. BCG. M. smegmatis. Vacina recombinante. bfpA.
intimina.



ABSTRACT

VASCONCELLQOS, H. L. Generation of recombinant bacillus Calmette—Guérin
and Mycobacterium smegmatis expressing BfpA and intimin as vaccine
vectors against enteropathogenic Escherichia coli. 2013. 113 p. Ph. D. thesis
(Immunology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2013.

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is an important cause of diarrhea in
children. EPEC adheres to the intestinal epithelium and causes attaching and
effacing (A/E) lesions. Recombinant Mycobacterium smegmatis (Smeg) and
Mycobacterium bovis BCG strains were constructed to express either BfpA or intimin.
The entire bfpA gene and a portion of the intimin gene were amplified by PCR from
EPEC genomic DNA and inserted into the pMIP12 vector at the BamHI/Kpnl sites.
The pMH- bfpA and pMH- intimin vectors were introduced separately into Smeg and
BCG. Recombinant clones were selected based on kanamycin resistance and
designated rSmeg pMIP (bfpA or intimin) and rBCG pMIP (bfpA or intimin). The
expres-sion of bfpA and intimin was detected by Western blotting using polyclonal
anti-BfpA and anti-intimin primary antibodies. The immunogenicity of these proteins
was assessed in C57BL/6 mice by assaying the feces and serum for the presence of
anti-BfpA and anti-intimin IgA and IgG antibodies. TNF- _ and INF- _ were produced
in vitro by spleen cells from mice immunized with recombinant BfpA, whereas TNF- _
was produced in mice immunized with recombinant intimin. The adhesion of EPEC
(E2348/69) to Hep-2 target cells was blocked by IgA or IgG antibodies from mice
immunized with recombinant BfpA or intimin but not by antibodies from non-
immunized mice. Immunogenic non-infectious vectors containing relevant EPEC
virulence genes may be promising vaccine candidates.

Keywords: Diarrhea. EPEC. BCG. M. smegmatis. Recombinant vaccine. bfpA.
intimin.
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1.1 Escherichia coli Enteropatogénica

Escherichia coli, identificada em 1885,6 um bacilo Gram negativo pertencente
a familia Enterobacteriaceae, aofiloy-proteobactéria e ao género Escherichia. Exerce
um papel importante na manutengdo da fisiologia intestinal humana e animal
(NATARO et al., 1998), sendo o principal microorganismo facultativo da microbiota
do intestino grosso humano (cerca de 10'? bactérias) (SILVA et al., 2005). E. coli
coloniza o trato gastrointestinal dentro de poucas horas apdés o nascimento do
hospedeiro e as infeccbes sdo causadas quando ocorre um desequilibrio entre as
cepas comensais e as patogénicas.

Ao longo do tempo, cepas de E. coli patogénicas adquiriram genes
codificadores de fatores de viruléncia especificos, obtidos por trocas de blocos de
genes por processo referido “lateral transfer’ conferindo um aumento na habilidade
de adaptar-se a novos nichos, causando um amplo espectro de doengas em
individuos saudaveis (TRABULSI et al., 2002). Cepas de E. coli podem causar
infeccbes entéricas e extraintestinais (EXPEC) em humanos. Duas sindromes
clinicasextra-intestinais podem resultar da infecgao por estes patétipos: infecgbes do
trato urinario (UPEC), sepse/meningite (NMEC).Os patotipos associados a doencgas
entéricas conhecidos como E. coli diarreiogénica (DEC) (TRABULSI et al., 2002)

estao resumidos na Tabela 1 abaixo.

Quadro 1- Patétipos de E. Coli Diarreiogénicas.

Patégeno Adesina Toxina Doenca
ETEC Fator de colonizagéo (CF) Enterotoxina termolabil (LT) Diarreia aquosa
Adesina associada a lesdo A/E ~ Enterotoxina termo estavel aguda
em suinos (Paa) (ST) Diarreia do
Citolisina A (ClyA) viajante
EAEC Fimbria de aderéncia Enterotoxina 1 termo Diarreia do
agregativa (AAF) (1, 11, Ill, Hda) estavelde EAEC (EAST1) viajante

Loci A de invasao toxigénica
(Tia)

Enterotoxina de Shigella Diarreia infantil

(ShET)1

Hemolisina E (HIYE)




STEAEC AAF Toxina Shiga (Stx)

Adesina homéloga IrgA (Iha)

DAEC Adesina Afimbrial (Afa)ou =
fimbrial (Dr)
AIEC Fimbria do tipo 1 (TIF) e -

fimbria longa polar (LPF)

EHEC Intimina Stx
Paa
Toxina B (ToxB)

Fator para aderéncia em
E.coli(Efa)-1

LPF

Adesina de auto aglutinacao
de STEC (Saa)

Proteina de ligagao a
imunoglobulina em
E.coli(EibG)

Autotransportadora em
EHEC(EhaA)

Proteina A de membrana

externa (OmpA)

lha

EPEC Intimina :
Fimbria do tipo IV (BFP)
Paa
LPF
Iha

EhaA

EIEC - ShEt1/2

(Shigella)

Intoxicacao

alimentar

Diarreia aguda

Doenca de Crohn

Intoxicagao

alimentar

Diarreia infantil

Shigelose
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Patégeno Adesina

ETEC Fator de colonizagéo (CF)
Colonization factors (CF)
Porcine A/E associated

adhesin (Paa)

EAEC Aggregative adherence

fimbriae (AAF) (I, II, Ill, Hda)

Toxigenic invasion loci A (Tia)

STEAEC AAF

IrgA homolog adhesin (Iha)

DAEC Afimbrial (Afa)or fimbrial (Dr)

adhesins

AIEC Type 1 pili Long polar fimbriae

(LPF)

EHEC Intimin
Paa
Toxin B (ToxB)

E.coli fator for adherence
(Efa)-1

LPF

STEC autoagglutinating
adhesin (Saa)

E.coli immunoglobulin-binding
protein (EibG)

EHEC autotransporter
encoding gene A (EhaA)

Outer membrane protein A
(OmpA)

lha

Toxina

Heat-labile enterotoxin (LT)
Heat-stable enterotoxin (ST)

Cytolysin A (ClyA)

EAEC heat-stable
enterotoxin 1 (EAST1)

Shigella enterotoxin (ShET)1

Hemolysin E (HIYE)

Shiga toxin (Stx)

Stx

Doenca

Diarreia acuosa

aguda

Diarreia do

viajante

Diarreia do

viajante

Diarreia infantil

Intoxicacao

alimentar

Diarreia aguda

Doencga de Crohn

Intoxicacao

alimentar
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EPEC Intimin - Diarreia infantil
Bundle forming pili (BFP)
Paa
LPF
Iha

EhaA

EIEC - ShEt1/2 Shiguelose

(Shigella)

Para construir esta Tabela usamos os dados da "Table 1- Summary of enteric E. coli
pathotypes,publicada por Clements et al., Gut Microbes, 2012".

A primeira associagdo causa — efeito da cepa enteropatogénica, foi descrita
por John Bray em 1945 (BRAY, 1945), quando demonstrou que as EPECs eram a
principal causa de diarréia em bercgarios de Londres. Sabe-se que neonatos podem
adquirir EPEC durante os primeiros dias de vida apds a transmissdo dos patégenos
da mae para o feto via canal do parto ou retal, pelo contato direto com criancas
contaminadas e, até mesmo, infectar-se através de adultos assintomaticos ou
criangas maiores/maisvelhas que estejam eliminando EPEC, por agua ou ar, por
fébmites e por organismos presentes em férmulas ou suplementos alimentares.
Dentre todas estas provaveis vias, as duas primeiras tém maior relevancia, sendo a
rota oro-fecal a mais frequente em todos os casos. Recém-nascidos usualmente
contraem infecgdo por EPEC devido ao contato intimo e prolongado com pessoas
que excretam este microrganismo, fato comum em hospitais, grupos familiares e
convivio com outras criangas. Em prematuros, a prevaléncia € maior devido a
prolongada estada destes nos hospitais, a constante manipulagédo dos bebés pelos
profissionais da saude e familiares e pela superpopulagao hospitalar, provavelvente
em instituicbes expostas a EPEC (CLEARY et al., 2001; NATARO et al.,1998). Vale
ressaltar que a gravidade das infec¢des intestinais em individuos jovens deve-se,
principalmente, a formacao incompleta da microbiota protetora.

Sabe-se que cepas de EPEC sdo comuns em comunidades onde as
condigdes sanitarias ndo sao adequadas (FAGUNDES-NETO; SCALETSKY, 2000).

Portanto, as condigdes socio-econbmicas sao fatores importantes na incidéncia de
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enfermidades diarreicas em individuos, especialmente criangas, que vivem no meio
rural e em regides sem saneamento basico. Nesses nucleos populacionais, a
manifestacdo de diarreias ocorre, principalmente, durante os trés primeiros meses e
permanece elevada apos os seis primeiros meses de vida. Esta alta incidéncia em
comparagao com regides industrializadas é atribuida a diminuicdo do aleitamento materno e
a superlotacado de hospitais com recém-nascidos susceptiveis, especialmente em paises em
que o numero de partos hospitalares ultrapassa os partos residenciais (CLEARY et al.,
2001). A doenga em adultos esta intimamente associada a ingestdo de grandes quantidades
de cultivo, estando, em alguns casos esporadicos, associada a outros fatores como diabetes
e acloridria (LEVINE et al., 1985; NATARO et al., 1998).

EPEC foi caracterizada pela sua inabilidade de produzir enterotoxinas e de invadir a
célula hospedeira como o observado naShigella(DONNENBERG; KAPER, 1992). Estudos
recentes, sobretudo com a introdu¢cdo de métodos de biologia celular e molecular, tém
permitido que se obtenham informacdes sobre os mecanismos de viruléncia da EPEC
(DONNENBERG; KAPER, 1992). A infeccdo por EPEC geralmente causa formas agudas de
diarreia, mas casos severos de doencga protraida também sao frequentes em criancas
(NATARO et al.,, 1998). Diarreia intensa, aquosa, vomitos e febre sdo sintomas comuns
nesta infeccao (NATARO et al.,, 1998)equase todas as criangas mostram sinais da
enfermidade entre 2 a 12 dias apos a contato com patdégeno, podendo ocorrer em um
periodo curto, de cerca de 24 horas, quando a infeccdo é naturalmente adquirida.
Dados epidemiologicos indicam que individuos com idade superior a 2 anos
raramente desenvolvem infecgdo ativa quando em contato com  doentes.
Obviamente, a exposi¢do a EPEC durante a infancia leva a prote¢ao dos individuos
devido a aquisicao de imunidade especifica apds contato constante com o antigeno,
impedindo posteriores reinfecgcdes (LEVINE et al., 1985;SCHRIEFER et al., 1999).

No Simpésio Internacional sobre EPEC realizado em S&o Paulo em 1995,
propés-se a seguinte definicho para EPEC:"EPEC sdo Escherichia coli
diarreiogénicas que produzem uma caracteristica histopatoldgica conhecida
como attaching and effacing (A/E) em células intestinais e n&o produzem
toxina Shiga. EPEC que coloniza humanos possuem um plasmideo de
viruléncia conhecido como Fator de Aderéncia a EPEC (EAF) que codifica a

aderéncia localizada em cultura de célula epitelial mediada pelo Bundle
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Forming Pilus (BFP), enquanto EPEC atipica ndo possui esse plasmideo.”
(Second International Symposium on EPEC, 1995").

1.2 Estagios da interacéo entre EPEC e Enterdcito

A patogénese da infecgao causada por EPEC pode ser dividida em quatro
estagios observados em modelos in vitro usando células epiteliais principalmente de
origem intestinal e amostras virulentas de EPEC (DONNENBERG; KAPER, 1992;
KNUTTONet. al.,1998). Esses estagios sao: aderéncia localizada entre bactérias e
célula alvo (AL), injecao de proteinas efetoras pela bactéria na célula alvo,
eliminagdo dos microvilos dos enterocitos, e finalmente, aderéncia intima entre
bactéria e célula alvo. O primeiro estagio observado in vitro corresponde a aderéncia
inicial da bactéria na célula epitelial intestinal do hospedeiro, realizado por fimbrias
de 7 nm de didmetro que se organizam em estruturas tridimensionais na forma de
feixes denominados “pilus” ou “bundle-forming-pili” (BFP). Uma outra contribuicdo do
pilus BFP é entrelagar-se ligando as bactérias umas as outras (VALLANCE; FINLAY,
2000). A Intimina e, em menor escala, filamentos associados EspA agregam-se nos
feixes de “pilus”.

A expressdo dos componentes bacterianos que participam nesta etapa da
adesao bactéria-enterdcitos € dependente de genes plasmidiais e cromossomais
(DONNENBERG; KAPER, 1992).

Nesta etapa bactérias EPEC formam microcolonias densas aderidas na
superficie da célula hospedeira. Esse fendbmeno €& conhecidocomo Adesao
Localizada (AL). AL depende de fatores codificados por genes contidos no
plasmideo EAF (Fator de aderéncia a EPEC), caracteristicos de EPEC tipicas
(NATARO et al.,, 1998). O padrao de AL esta caracteristicamente associado aos
sorogrupos classicos de EPEC e diarreia (SCALETSKY et al., 1984). Trabalhos
anteriores demonstraram que, anticorpos produzidos contra BFP maduro expresso
na membrana externa da célula bacteriana, reconhecem epitopos comuns a
estruturas morfolégicas semelhantes a fimbria elaborada por diferentes sorotipos de
EPEC (GIRON et al., 1993; SCHRIEFER et al., 1999), reduzindo a expresséo do

fendtipo AL. Demonstrou-se, ainda, que soro contendo anticorpos contra BFP

'SECOND INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON EPEC, 1995
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purificado reduziu significativamente, mas nao totalmente, a AL da cepa EPEC B171
(NATARO et al., 1998). Esta claro, entretanto, que a aderéncia de EPEC as células
do hospedeiro durante a AL é um processo multifatorial. Numerosas proteinas
expressas na superficie de EPEC, incluindo BFP, Intimina, Flagelina e EspA,
colaboram na estratégia de colonizagdo, permitindo que EPEC ligue-se ao
enterdcito sob uma variedade de condigdes (CLEARY et al., 2004).

Em seguida a aderéncia inicial, EPEC secreta proteinas efetoras para dentro
da célula do hospedeiro através do sistema de secregao tipo Ill (T3SS) como, por
exemplo, EspA, EspB e EspD que participam do segundo estagio, os quais além de
interferirem na formagao de lesdao A/E, também sao pecgas-chave na indugdo de
varias vias de sinalizagdo na célula hospedeira (NATARO et al., 1998). Esse sistema
de secrecao do tipo Il é codificado pelo gene sep (secretions of E. coli proteins),
localizado dentro de uma ilha de patogenicidade cromossomal que possui cinco
operons, denominada LEE (LEE1-5) (Locus of Enterocyte Effacement), que é
considerada uma aquisicdo evolutiva da bactéria (VALLANCE; FINLAY, 2000;
TRABULSI et al.,2002). Os genes responsaveis por LEE podem ser separados em
trés regides funcionais distintas: regido que codifica o fator T3SS, regidao que codifica
as proteinas efetoras secretadas (sep) e suas chaperoninas, e a regiao que codifica
a proteina Intimina e seu receptor Tir (HYLAND et al., 2006).

As moléculas efetoras secretadas e ativadas iniciam a transducgao de sinais,
causando alteracdes no citoesqueleto da célula-alvo do hospedeiro, resultando na
despolimerizagdo da actina e perda das microvilosidades. O receptor Tir
(Translocated Intimin Receptor, antes denominado Hp90-Host epithelial protein) é
modificado pela acdo das proteinas quinase A e tirosino-quinase e € inserido na
célula hospedeira (DONNENBERG; KAPER, 1992). EPEC induz a ativagdo do
Nuclear Factor-kB (NF-kB) e de duas quinases: a proteina quinase C (PKC) e a
quinase de cadeia leve de miosina (MLC quinase). A PKC induz alteragdes no
equilibrio eletrolitico de secrecdes in vivo e in vitro e a MLC quinase induz o
aumento da permeabilidade das jungdes intercelulares. A ativagao de NF-«kB esta
associada a maior expressao de IL-8 e ao recrutamento de polimorfonucleares
(PMN) (NATARO et al., 1998;VALLANCE; FINLAY, 2000).

No terceiro estagio, os filamentos EspA sado eliminados da superficie da
bactéria, a Intimina liga-se ao receptor Tir (regido C-terminal), resultando numa

adesdo intima e no acumulo de actina e de outros elementos do citoesqueleto
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(DONNENBERG; KAPER, 1992) como, por exemplo, talina, ezrina, cortactina e
vinculina (VALLANCE; FINLAY, 2000; SILVA; SILVA, 2005), abaixo do sitio de
aderéncia da bactéria (DONNENBERG; KAPER, 1992). A Intimina participa na
reorganizagao do citoesqueleto adjacente da célula hospedeira apds a ativagédo das
tirosinas quinases. Este evento parece ser necessario para a completa expressao
dos efeitos da EPEC no citoesqueleto (DONNENBERG et al., 1992; GOOSNEY et
al., 1999). Em voluntarios humanos convalescentes de infecgdo experimental por
EPEC, foi observada uma forte resposta imune humoral com producéo de anticorpos
especificos anti-Intima, sugerindo que esta proteina desempenhe papel importante
na viruléncia da EPEC em humanos (NATARO et al., 1998).

Durante o quarto estagio, o rearranjo de elementos do citoesqueleto na regiao
do enterécito correspondente ao sitio de aderéncia da bactéria, resulta na formagao
do pedestal, microestrutura celular caracteristica da infeccdo por EPEC. Com a
indugao da formacao do pedestal, proteinas efetoras translocadas para a célula do
hospedeiro pela EPEC interrompem a fungéo da barreira intestinal, induzem a perda
do potencial de membrana mitocondrial, inibem o ciclo celular na fase da transi¢ao
G2/M e ocasionam morte celular por apoptose. O resultado desses processos € uma
intensa reacao inflamatdria, caracterizada pela producgao de IL-8 € migragcao de PMN
para o local da infeccado (CLEARY et al., 2004).

Figura 1 — Esquema dos quatro estagios da patogénese de EPEC.

Fonte: CLARKEget. al., 2003.
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1.3 BfpA

A aderéncia localizada (AL) da EPEC depende de genes cromossomais e de
um conjunto de genes bfp em um plasmideo de cerca de 92 kb denominado
plasmideo EAF (Fator de aderéncia & EPEC) (BALDINIet al., 1983; GIRON;
SCHOOLNIK, 1991). O Bfp, originalmente descrito por Girébn e colaboradores
(GIRONet al., 1993), é uma fimbria longa, flexivel, composta de estruturas
semelhantes a cordas entrelacadas e expressa na superficie bacteriana como
agregados alinhados lateralmente, pertencente ao grupo de fimbrias e de pilus do
tipo IV, de acordo com a analise de sua sequéncia de proteinas e morfologia
(BLANKet al., 2000). Este conjunto ag¢des pode ser parcial ou totalmente
responsavel pelo fenétipo da AL; participa no recrutamento da bactéria direcionando-
a para a célula hospedeira (GIRON et al., 1993).

De acordo com dados de biossintese e de morfologia, o Bfp é classificado
como membro de uma familia de fimbriatipo IV, que consiste em subunidades de
homopolimeros de 15-20 kDa, compostas por uma cadeia N-terminal hidrofilica com
um residuo de glicina invariavel seguido por um conjunto de aminoacidos
hidrofdbicos altamente conservaveis e duas cisteinas invariaveis na regiao C-
terminal (CRAIG, 2008). Asfimbrias do tipo IV podem ser divididas em dois grupos:
tipos IVa e IVb. Essa divisao é baseada na diferenca de tamanho, a IVa € menor que
a IVb. Além disso, mais de 40 genes sao requeridos para a biossintese da tipo 1Va,
enquanto apenas 12 genes sao requeridos para a produgao da tipo IVb.A principal
subunidade do Bfp, conhecida como BfpA, agora chamada de “bundlin”, possui 19,5
kDa e é codificada pelo gene bfpA e classificada entre as fimbrias do tipo IVb. Nove
alelos de bfpA foram identificados até agora e 80% deles compartiiham sequéncias.
Esses alelos sao divididos em grupos a e B e exibem consideravel variabilidade
imunogenética, tanto em humanos quanto em roedores, sugerindo que a resposta
imune especifica para bfpA afete susceptibilidades individuais a infeccao por EPEC.
Por outro lado, esta resposta imune seletiva pode ser responsavel pelas
divergéncias nas sequéncias do gene bfpA de EPEC (BLANK et al., 2000; BLANK et
al., 2003; FERNANDES; DONNENBERG,2007).

Proteinas BfpA s&o polimerizadas por um mecanismo complexo, composto de
quatro componentes, todos encontrados no pili tipo IV. Sao eles: BfpP, peptidase de

membrana interna que cliva um peptideo N-terminal, BfpD, uma ATPase que
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potencializa a polimerizacao, BfpE, um proteina integral de membrana que recruta o
BfpD, e BfpB, uma proteina de membrana externa através da qual o BfpAtransfere-
se para a membrana externa (CRAIG, 2008). Para a total biogénese do BFP sé&o
necessarias mais sete proteinas: BfpC, BfpG, Bfpl, BfpJ, BfpK, BfpL e BfpU, cujas
funcdes ainda nao estao bem definidas. Todas essas proteinas sao encontradas no
pEAF.

A tendéncia do Bfp agregar-se sugere um mecanismo para a formagao de
microcolénias de EPEC conhecida como AL (aderéncia localizada). Como visto em
experimentos de aderéncia de EPEC em células HEp-2: EPEC sem o plasmideo
EAF adere difusamente depois de um longo tempo de incubagdo em cultura de
células HEp-2 (KNUTTON et al.,1989). Além disso, EPEC quando em cultura, sob
condigbes de indugdo da expressdao de BFP, se auto-agrega (AA) (VUOPIO-
VARKILA; SCHOOLNIK,1991). Anticorpos especificos anti-BFP reduzem,
significativamente, a AL de EPEC nas células do hospedeiro (GIRON; SCHOOLNIK,
1991). Outros fatores podem estar envolvidos na formag&o das microcolénias de
EPEC, como curli e celulose, componentes importantes da matriz extracelular. Esses
fatores, em conjunto, promovem a formagdo de um biofilme e potencializam a
aderéncia das células epiteliais intestinais in vitro (SALDANA et al., 2009).

Existem diferencas entre as afinidades por receptores entre diferentes alelos.
Alelosa-bfpA tém preferéncia por um receptor de enterécito que contém uma
sequéncia glicosilada de N-acetil-lactosamina (LacNAc). Esta diferenca foi
confirmada quando conjugou-se LacNAc ao BSA. Essa combinacgado inibiu a
formacéo de LA de EPEC a-bfpA em células Hep-2 tdo bem quanto em bidpsias de
intestino de adultos e criangas (VANMAELE et al.,, 1999). Com uma mutagdo no
gene a-bfpA de E2348/69 houve a perda do fenétipo AL. Scaletsky e colaboradores
demonstraram que N-acetilgalactosamina inibiu AL de EPEC em células HelLa
(SCALETSKY et al., 1988). Aléem disso, mais sacarideos tetra e penta fucosilados,
presentes no leite materno inibiram a aderéncia de EPEC em células Hep-2
(CRAVIOTO et al., 1991). Ja o alelo B-bfpA ndo se liga a LacNAc, esses alelos
unem-se a glicanos isolados do leite materno humano (HUMPHRIES et al., 2009).
Fosfolipideos estdo sendo identificados como potenciais receptores para BFP. Sabe-
se ainda, que EPEC liga-se a fosfatidiletanolamina de maneira especifica e dose
dependente (BARNETT et al., 1999).
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1.4 Intimina

Em 1985 foi descrita uma adesina de 94 kDa, uma proteina de membrana
externa encontrada em EPEC. Naquela época, acreditava-se que essa proteina era
produto do plasmideo EAF, pois era consistentemente observada em isolados de
EPEC que continham o plasmideo, e ndo em isolados curados do plasmideo
(LEVINE et al., 1985).

Mais tarde, McDaniel et al. (1995) demonstraram a existéncia de um locus
cromossomal chamado LEE (locus of enterocyte effacement) que codifica as
proteinas envolvidas na lesdao A/E, e mostraram que esta regido € conservada em
patdgenos intestinais que produzem a lesdo A/E (EPEC, EHEC, E. coli
diarreiogénica de coelhos (RDEC-1), Escherichia albertii e Citrobacter freundii
biotipo 4280)

O gene eae de diversos isolados de EPEC foi clonado e sequenciado
demonstrando que a regido 5-terminal € altamente conservada, mas a regido 3'-
terminal desta proteina apresentava uma composi¢caéo variavel (FRANKEL et al.,
1994). Essa proteina é constituida por 939 aminoacidos (aa) altamente conservados
na regiao N-terminal (aa 330 — 659), e variaveis nos ultimos 280aa da regido C-
terminal, onde encontra-se o dominio de ligagdo da Intimina ao seu receptor Tir.
Sabe-se que existe grande similaridade entre as intiminas e invasinasno que se
refere a regido detentora da atividade de ligagao a célula hospedeira, localizada nos
280 residuos de aa da porgao C-terminal (FRANKEL et al., 1994). Essa regiao
variavel define os tipos e subtipos de intimina, que sdo conhecidos pelas letras do
alfabeto grego como «, a2, 1 a -3, y1,v2,d,¢,e2a-4,,n,n2, 0,1, 12, x, A, v, §, o,
7, p € o (BEUTIN et al., 2004; BLANCO et al., 2004, 2006; RAMACHANDRAN et al.,
2003; ZHANG et al., 2002).

Considerando-se a molécula inteira (939aa), existe identidade de
aproximadamente 80% entre as sequéncias de aminoacidos das intiminas a, B ey, e
de 90% quando sao consideradas apenas as porgdes finais das regides N-terminais
(aa 330-659). Esses dados indicam pequena variagéo relativa entre essas regides
de intimina. A Intimina € composta de cinco dominios funcionais: um dominio N-
terminal ancorado na membrana externa da bactéria, incluindo os aminoacidos

inseridos na regiao periplasmatica (PP) e transmembranica (TM), e quatro dominios
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extracelulares denominados: DO (559-657), D1 (658-751), D2 ( 752-841) e D3 ( 842-
939) (LUO et al., 2000).

Portanto, em face desta diversidade, o possivel alvo comum para uma
provavel vacina anti-EPEC foi identificado como a regido conservada de intimina que
compreende os aminoacidos 388-667 (Intssss67) (ADU-BOBIE et al., 1998).

Batchelor et al. (1999) produziram um antissoro em coelhos para a detecgao
de todos os tipos de intimina conhecidos na época através da clonagem, expresséo
e purificagcado dos 280 aa entre Gly388 a Lys667 do gene eae de EPEC E2348/69. O
antissoro obtido foi utilizado em ensaios de immunobotting, immunogold e
imunofluorescéncia. Este antissoro mostrou alto grau de reatividade para diferentes

isolados de EPEC, reconhecendo os tipos a, B, v, e 6 de intimina.

1.5Mycobacterium smegmatis

Vacinas de segunda geragao, usadas como uma nova abordagem, incluemo
uso de virus ou bactérias recombinantes que expressam antigenos de interesse. As
bactérias BCG, M. smegmatis, Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes ou
virus (vaccinia virus) sao atualmente utilizados como vetores de expressédo e
sistemas-adjuvantes. A utilizagdo destes microorganismos visa atrair células para o
sitio da imunizacdo e induzir a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias como, por
exemplo, IFN-y (GARBE et al., 1993).

A bactéria Mycobacterium smegmatis foi isolada pela primeira vez por Alvarez
e Travel (1885). Apesar de ser membro da familia Mycobacterium, M.Smegmatis é
uma micobactéria ndo patogénica de crescimento rapido, podendo propagar-se em
geragbes a cada 1-3 horas. Possui baixa viruléncia e pode ser transformada
efetivamente com muitos genes in vitro (GICQUEL, 1994). Possui poderosa
capacidade adjuvante, ja utilizada como modelo vacinal para M. tuberculosis e para
genes de outros patdgenos, apresentando um alto nivel de expressao. Diferente de
outras espécies de micobactérias, como o BCG que sobrevive nas células do
hospedeiro por inibigdo do amadurecimento do fagossomo, o M. smegmatis é
rapidamente destruido pelas proteases dos fagossomos de células infectadas,
facilitando uma rapida absorcdo dos antigenos expressos. Além disso, M.

smegmatis induz resposta immune humoral e celular similares (YADAV et al., 2004).
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M. smegmatis recombinante (rSmeg) tem sido usada como adjuvante na
prevencao e tratamento de varias doengcas como Sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), Hepatite B e na imunoterapia contra o cancer (YADAV et al.,
2004). Em outro estudo mostrou-se que a rSmeg expressando uma proteina de
membrana da Helicobacter pylori conferiu protecdo em camundongos apos desafio
com a bactéria (YADAV et al., 2004). Mais recentemente, foi publicado um trabalho
em que a imunizacdo com o rSmeg expressando duas proteinas de M. tuberculosis
fundidas, conferiu a mesma prote¢cdo que o BCG em camundongos desafiados com
M. tuberculosis (ZHANG et al., 2010), tornando-se um bom candidato para
substituicdo do BCG. No entanto, até o momento, nunca tinha sido testada uma
forma de imunizagéo utilizando-se o rSmeg como vetor de expresséo para antigenos
de EPEC.

Estudos recentes, analisando a estrutura e imunogenicidade de proteinas
recombinantes obtidas de micobatérias de rapido crescimento, como € o caso do M.
smegmatis, tém demonstrado superioridade sobre a mesma proteina purificada de
sistema de expressdo em E. coli (FERNANDO; BRITTON, 2006; JEONG; LEE,
2008). Entretanto, esse sistema apresenta obstaculos. O primeiro € a inabilidade em
regular a expressao das proteinas recombinantes em M. smegmatis, como se
consegue com o promotor Lac em E. coli (WIKER et al., 2010); o segundo € que o

sistema de purificacdo ainda nao esta totalmente descrito e adaptado.

1.6Mycobacterium bovis BCG

O bacilo Calmete-Guérin (BCG) é uma cepa de Mycobacterium bovis que foi
atenuada entre os anos de 1906 a 1920. Em 1928, BCG foi recomendado pela Liga
das Nagdes como a vacina oficial contra tuberculose humana (TB). BCG é a vacina
mais usada em todo o mundo, somando mais de trés bilhdes de pessoas vacinadas
até hoje (BLOOM et al., 1992). No Brasil, a vacina € administrada uma unica vez no
primeiro més de vida pela via intradérmica (MEDERLE et al., 2002).

BCG oferece vantagens exclusivas: ndo é afetada por anticorpos maternos,
por isso pode ser administrada logo apds o nascimento, geralmente uma unica dose
confere uma longa imunidade, sendo segura e estavel,é de baixo custo de producgéo,
e exerce agao adjuvante através de componentes da parede celular (STOVER et al.,
1991).
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O interesse em BCG tem crescido muito na ultima década pelo
desenvolvimento de diferentes sistemas genéticos para expressao de antigenos em
micobactérias. Como resultado, antigenos de bactérias, parasitas e virus tém sido
expressos em BCG, e essas cepas de BCG recombinantes produzem resposta
imune humoral e celular contra antigenos heterélogos. STOVER e colaboradores
(1991) construiram plasmideos vetores para expressao de proteinas heterélogas em
micobactérias com a expressao desses antigenos modulada pelo promotor. Varios
promotores tém sido utilizados para que funcionem em E.coli e em micobactérias,
como o promotor B- lactamase pBLAF* derivado do plasmideo pAL5000 isolado de
M. fortuitum (MATSUO et al., 1990; TIMM et al., 1994).

A dose do BCG € crucial para a determinagao da resposta imune Th1/Th2 em
camundongos. Baixas doses induzem quase que exclusivamente resposta imune
Th1, enquanto altas doses induzem uma resposta mista Th1 e Th2 (POWER et al.,
1998). Esses dados sugerem que BCG possa ser um bom vetor de expressao de
antigenos heterologos, mas cada antigeno deve ser avaliado individualmente quanto
ao sistema de expressao, dose, via de administracdo, niveis e estabilidade da
expressao e localizagao celular (BASTOS et al., 2009).

A razao para usar BCG como vetor para entrega de antigenos heterdlogos ao
sistema imune, baseia-se na sua fungédo adjuvante e também na sua capacidade de
replicar-se dentro das células apresentadoras de antigenos (APC), como
macrofagos e células dendriticas (DC). O fato de BCG sobreviver e replicar-sedentro
das APC faz com que essas células apresentem tanto o BCG quanto os antigenos
heterodlogos, iniciando assim, a resposta imunolégica (NASSER et al., 2005).

A protegao induzida por BCG recombinante (rBCG) tem sido descrita em
outros estudos, como a expressao do antigeno de S. mansoni, Sm14 em BCG , que
induziu a produgao de IFN-y e resposta celular, predominalmente Th1, em modelo
camundongo BALB/c (VARALDO et al., 2004).

1.7 Administragéo de vacinas pela via oral

O método de imunizagdo mais conveniente no ambito socio-econémico é a
vacinagao oral. A facilidade de aplicagdo, o fato de ser pouco invasiva e de
apresentar reduzidos efeitos colaterais, como os comumente observados apos

imunizagdes parenterais, sdo algumas das suas vantagens frente a outras vias de
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inoculacdo. Inicialmente, acreditava-se que a geragcao da imunidade em mucosas
ocorria através de imunizagdo tdpica; todavia, vacinas intramusculares ou
subcutaneas conferem baixa protecdo comparadas as imunizagdes pelas vias nasal
ou oral, especialmente quando a porta de entrada do agente infeccioso é o trato
gastrointestinal. S&o poucas as vacinas licenciadas para a aplicagao oral, entre elas
estdo as vacinas contra a poliomielite e rotavirus, ambas contendo os virus
atenuados e apresentando alta imunogenicidade (CERUTTI, 2008).

Entretanto, existem limitacbes para a imunizagcdo oral, como as alteragdes
causadas nos epitopos durante o trafego pelo trato gastrointestinal, e variagdes no
tempo de exposigdo e captura dos mesmos. Fatores ambientais como a acidez
elevada e a agao de proteases podem levar a alteracbes e desnaturagcbes dos
epitopos, com subsequente precipitacdo do antigeno na luz intestinal, diminuigao da
afinidade para a superficie das células M e ocupagado das placas de Peyer por
peptideos-epitopos inativos, prejudicando o desenvolvimento da resposta
imunoldgica. Ainda, as imunizagdes pela via oral sdo eficientes por um curto
periodo, sendo necessarias varias doses para estimular e manter a resposta imune.
Obviamente, ha possibilidade de indugdo de tolerdncia dependendo das
concentragdes, das doses administradas, dos intervalos entre imunizagdes e do uso
de adjuvantes (CERUTTI, 2008; SHALABY, 1995).

Nesse contexto, o desenvolvimento de vacinas administradas pela via oral
visa facilitar a captura dos antigenos pelas células M, aumentar a capacidade
fagocitica das APC, modular a proliferacédo de linfocitos B e T antigeno-especificos e
proteger o antigeno contra a degradagdo enzimatica, aumentando sua

imunogenicidade e garantindo imunidade prolongada e sistémica (SHALABY, 1995).

1.8 Silicas mesoporosas altamente ordenadas

As silicas mesoporosas séo particulas de éxido de silicio (SiO2) com estrutura
altamente organizada que, devido as suas propriedades fisico-quimicas, apresentam
potencial de aplicacdo em diferentes areas. Esses materiais sdo capazes de
interagir com atomos, ions e moléculas, ndo apenas em sua superficie, como
também em seu interior (KRESGE et al., 1992; YANG et al., 1997).

Descrita em 1998, a silica mesoporosa SBA-15 apresenta estrutura

hexagonal com poros de aproximadamente 10 nmaltamente ordenados e
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interligados, asparedes sao relativamente espessas e proporcionam notavel
estabilidade térmica, hidrotérmica e mecanica (MATOS et al., 1992; ZHAO et al.,
1998). A SBA-15 é sintetizada em meio acido, utilizando como agente direcionador
de estrutura um copolimero tribloco, o poli (6xido de etileno) —poli (6xido de
propileno)-poli (6xido de etileno) (EO20PO70EO20), que pode auto-agregar-se com
espécies de silicatos formando a silica mesoporosa (ZHAO et al., 1998).

Apesar dos varios estudos voltados para a utilizagdo de silicas como veiculo
para diferentes substancias, essas ndo haviam sido testadas quanto a capacidade
de ativar eficientemente as APC, carrear e liberar imundgenos (CARVALHO, 2007).

O primeiro estudo sobre a viabilidade de emprego desse material
nanoestruturado como adjuvante da imunidade foi realizado no Laboratério de
Imunoquimica do Instituto Butantan, empregando-se a silica mesoporosa SBA-15.
Verificou-se que camundongos isogénicos BALB/C e geneticamente selecionados
para a baixa produgdo de anticorpos (L) imunizados com Intimina 18 (proteina de
E. coli) ou veneno total da serpente Micrurus ibiboboca encapsulado a SBA-15
apresentaram aumento significativo dos titulos de anticorpos especificos para a
proteina e para o veneno da serpente, sendo a resposta secundaria semelhante ou
mais elevada comparativamente aos animais imunizados com esses imundgenos
em AIF ou Al(OH); (MERCURI et al., 2006). Verificou-se, ainda que a silica SBA-15
foi capaz de modular positivamente a resposta imune humoral de camundongos
maus respondedores (Ly), os quais apds imunizagdes com soro albumina bovina
(BSA) pelas vias oral ou intramuscular passaram a produzir titulos de IgG
semelhantes aos bons respondedores (Hj;) (CARVALHO, 2007). Esses dados, em
conjunto, indicam a participagcdo da SBA-15 na ativagao do sistema imunoldgico e na
inducdo de memodria, mecanismo essencial para a protecao induzida por processos
de vacinagao.

Em 12 de setembro de 2005 foi depositada a Patente COMPLEXO
IMUNOGENICO FORMADO POR ANTIGENOS VACINAIS ENCAPSULADOS POR
SILICA MESOPOROSA NANOESTRUTURADA, em parceria com o Laboratério
Cristalia, que recebeu o numero Pl 0503817-0 e, em setembro de 2007, foi

encaminhado seu depdsito internacional.

1.9 Epidemiologia
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EPEC foi o primeiro grupo de E. coli descrito a causar diarreia, isto ocorreu
em 1945, quando EPEC foi isolada na Gra Bretanha, num surto de diarreia infantil,
com indice de mortalidade média superior a 50% Este indice de mortalidade foi
reduzido para 10-20% em decorréncia de progressos nas condi¢cdes sanitarias e na
conscientizagdo da populagdo (OCHOA et al., 2008), em comparagao com outros
patdgenos tipicos como Shigella, Giardia, Salmonella ou rotavirus (MATHEWSON et
al., 1987). Nos paises em desenvolvimento, infelizmente, os indices de mortalidade
causados por EPEC tém aumentado.

Estudos realizados em paises da América Latina e México demonstraram que
EPEC e ETEC sao os principais patdgenos isolados em casos de diarreia infantil
(FRANZOLIN et al., 2005).No Chile o quadro epidemiolégico & semelhante ao do
México (VIDAL et al., 2007) e, na China 5% dos casos s&o causados por EPEC
(KAIN et al.,, 1991). No México, EPEC é responsavel por 17-19% dos casos de
diarreia infantil; isso indica que de cada cinco criangas hospitalizadas com a diarreia,
uma esta infectada com EPEC (VIDAL et al., 2007).

No Brasil, cepas de EPEC mostraram significante associagcdo com diarreia
infantil em um hospital em Sao Paulo (SCALETSKY et al., 1999), em criangas de até
cinco anos de idade em um hospital em Ronddnia (ORLANDI et al., 2006) e também
foram um dos patégenos mais prevalentes em criangas com diarreia na Bahia
(BUERIS et al., 2007; FRANZOLIN et al., 2005). Em um estudo de deteccdo de
DEC em amostras de criangas com diarreia no Espirito Santo, 30,3% foram
positivos, dentre eles 5,5% de aEPEC e 4,6% de tEPEC (SPANO et al., 2008).

Na Tanzénia, as E. coli diarreiogénicas apresentaram uma prevaléncia de
22,9%. Dentre elas as EPEC tiveram uma positividade de 4,6%, a maioria tEPEC
(92,3%) (MOYO et al., 2007).

Nas escolas da india, em criangas com diarreia aguda; as E. coli
diarreiogénicas representaram 41% de todos os patdégenos isolados. Dentre as
DEC, as EPEC tiveram uma prevaléncia de 26,2% e a EHEC de 1,9% (ANVIKAR et
al., 2008). No Vietna, das 64 DEC isoladas, 9,2% eram AEEC e 2,8% eram EPEC
(HIEN et al., 2008). Em outra investigacdo, em amostras de criancas com diarreia
aguda no Ira foi encontrada a prevaléncia de 12,6% de EPEC (JAFARI et al., 2009).

Embora EPEC n&o seja considerada um patdégeno comum em paises

desenvolvidos, surtos e casos esporadicosforam relatados na Finlandia, nos Estados
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Unidos (KOTLER et al., 1993), Alemanha (5,9%) e Australia (7,6%) (BEUTIN et al.,

2003). A tabela 2 resume alguns estes dados epidemiolégicos.

Tabela 1 — Prevaléncia de EPEC em criangas com diarreia em paises em

desenvolvimento
Country Sample collection perind Children's age fyeors) Ne. of samples EFEC* n (%) EPEC type
Trpad® n (%) Atypical® n (%)

Tanzania 19961997 <5 451 4050 9(37.5) 15162.5)
Thailand 1996 - 2000 <12 1629 850.2) 24(218.2) 61171.8)
Mezambique 19961999 <7 548 1312.4) 403081 9169.2)
Branl 1998199 <2 F¥ M 21(61.8) 12138.2)
Mermoha 20012002 16 118 0.9 5(55.61 4144.4)
Brazil 20012002 <5 175 13(7.4) 177 12(92.3)
Vietnam 20012002 <5 5& 3916.6) 0w 39(100,0)
Maxico 20002004 <5 420 16 10.7) 3(18.7) 12161.3)
Tuntia 20012004 <15 115 615.21 2(31.3) 4166.7)
Brazil 20022003 <5 446 25(5.6) 2(8.0) 21192.0)
Chile 20042005 9 509 54(10.6) 14(25.9) 40(74.1)
Peru 20062007 <1 461 1800.9 2011.1) 16(88.9)
Iran NDY <10 7 45018.2) 29064 4) 16(35.6)

* Detected by PCR.
Typical EPEC: eoe+/ bfph+,
Atypical EPEC: ece+/Hp-.
" ND: o data.,

Fonte: Modificado de Ochoaet al. (2008).

1.10 Imunologia das Mucosas

O epitélio da mucosa intestinal bloqueia a invasdo de patdgenos, tanto pela
presenca de uma importante barreira fisica quanto pela protecdo imunoldgica
constituida, essencialmente, por anticorpos neutralizantes da classe IgA. A protecéo
epitelial é sofisticada, contendo uma vasta comunidade de bactérias comensais que
processam ingredientes fundamentais, sintetizam vitaminas, estimulam a maturagao
do sistema imunolégico e formam um nicho ecolégico que previne o crescimento de
espécies patogénicas (CERUTTI et al., 2008). Quantitativamente, o intestino é o
orgao efetor mais importante da imunidade humoral, mostrando-se responsavel por
cerca de 80% da producgao total de imunoglobulinas, sendo que desse total, 80 a
90% pertencem a classe IgA, imunoglobulinas geradas principalmente por
plasmdcitos presentes nas placas de Peyer (PP), aglomerados de nddulos linfoides
bem definidos localizados ao longo do intestino delgado, e linfonodos mesentéricos
(MLN) (KELSALL; JOHANSSON, 2005).

Microorganismos comensais e antigenos provenientes da alimentagao
estimulam constantemente o sistema imunoldgico da mucosa intestinal, culminando

na producdo de anticorpos por mecanismos dependentes ou independentes de
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linfocitos T. O principal mecanismo de defesa das mucosas envolve a
imunoglobulina A (IgA). Essa classe de anticorpos trabalha junto com fatores fisicos
como o muco, bloqueando a adesdo de bactérias as células epiteliais sem causar
danos aos enterdécitos ou inflamagao local.

Em cada regido da mucosa do organismo prevalecem tipos diferentes de
anticorpos. No intestino prevalecem a IgA, com uma pequena colaboragao de IgM e
IgG. A presenca desses anticorpos, especialmente os neutralizantes da classe IgA,
auxiliam na manutencédo do equilibrio da flora intestinal, impedindo que patégenos
penetrem na mucosa e facilitando a captura dos mesmos pelas células M e APC
intestinais (CERUTTI, 2008). Dessa forma, espera-se que 0s processos de
vacinagao pela via oral resultem no estimulo a producéo de anticorpos protetores da
mucosa intestinal e, sobretudo, na indugédo de memaria imunoldgica especifica.

Tanto em camundongos quanto em humanos, as secre¢cdes das mucosas
contém dimeros de imunoglobulina A (lgA), originados da interagdo entre
mondmeros de IgA e a cadeia J, um peptideo sintetizado por plasmdécitos. A ligagao
desses componentes ao receptor polimérico de imunoglobulinas (plgR), expresso
nas células epiteliais da mucosa em suas superficies basal e lateral, e ao
componente secretor originado da clivagem do plgR permite a passagem da IgA
para a luz intestinal por transcitose e confere a IgA secretada (s-IgA) propriedades
mucofilicas importantes para a protegdo do organismo contra patégenos (CERUTTI,
2008; PHALIPON et al., 2002). Em camundongos, a IgA circulante compreende
cerca de V4 do total de imunoglobulinas do soro; encontra-se, principalmente, na
forma polimérica e ndo existem subclasses como o relatado em humanos. A IgA
sistémica liga-se a diversos receptores expressos em granuldcitos, mondcitos,
macrofagos, DC, eosindfilos, DC foliculares e hepatdcitos, facilitando a
internalizagdo de bactérias opsonizadas. Pouco se sabe sobre esses receptores,
supondo que atuem num contexto nao-inflamatério na defesa contra bactérias
intestinais. Por outro lado, a s-IgA das secre¢gbes mucosas tém o papel fundamental
de ligar-se a microorganismos e toxinas presentes na luz intestinal, neutralizando-as
e bloqueando a entrada de patdégenos no hospedeiro. Na vacinagao oral, a produgao
desses anticorpos € o principal mecanismo de indugdo de imunidade protetora
(CERUTTI, 2008).

Linfécitos B, precursores de plasmoécitos secretores de anticorpos, podem

responder a antigenos, como polissacarideos e lipopolissacarideos, de maneira T-
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independente a partir da ligacdo direta das imunoglobulinas expressas na sua
superficie, levando a uma rapida resposta de anticorpos; ou de modo dependente de
linfécitos T auxiliares (Th) através da interagdo CD40/CD40L e da influéncia de
citocinas (VOS et al., 2000).

Através dos seus receptores (TCR), os linfocitos T reconhecem antigenos
processados e ligados as moléculas codificadas pelos genes do Complexo Principal
de Histocompatibilidade (MHC), expressas nas superficies celulares. As moléculas
de MHC classes | e Il associadas a peptideos antigénicos estimulam, através da
interacdo com os co-receptores CD8 e CD4, linfocitos T citotéxicos (CTL) e T
auxiliares (Th), respectivamente. Apds ativagao, expansao clonal e diferenciacao, os
linfocitos T assumem fungdes efetoras diferenciadas dependendo dos estimulos que
recebem e do micro-ambiente em que se encontram (LEBIEN; TEDDER, 2008).

Linfécitos T citotoxicos contribuem principalmente para a eliminacdo de
patdgenos intracelulares e células tumorais, enquanto linfécitos T auxiliares atuam
na proliferagao e diferenciagcdo de linfécitos B e T, macrofagos e DC. Linfécitos Th
dividem-se em célulasdo tipo Th1, responsaveis pela protegcdo contra patégenos
intracelulares caracterizada pela expressdo de interferon-y (IFN-y), reacdes de
hipersensibilidade celular do tipo tardio, e doengas autoimunes; linfécitos Th2
participam de hipersensibilidade humoral do tipo imediato e da protegcdo contra
patdgenos extracelulares, exotoxinas bacterianas e helmintos, desenvolvendo uma
resposta mediada por anticorpos e expressao de citocinas como IL-3, IL-4, IL-5, IL-
10 e IL-13; linfocitos Th3, responsaveis pela secrecédo de TGF-3 e pela regulagdo da
resposta imune no nivel das mucosas.

A subpopulagao Th17, que secreta a citocina proé-inflamatéria IL-17, atua na
protecdo contra patdogenos extracelulares e fungos, além de interferir em processos
autoimunes; e os T reguladores (Treg) que apresentam fungdo supressora
controlando doengas autoimunes, alergias, infeccdes e cancer (AFZALI et al., 2007;
AKDIS; OZDEMIR; AKDIS, 2009; COFFMAN, 2006).

O uso de adjuvantes nos processos de vacinagdo, método mais eficiente na
protecdo contra patdgenos, pode gerar reacdo inflamatéria local e levar ao
desenvolvimento da resposta imune adquirida. Os processos imunologicos
desencadeados pela imunidade adquirida permitem a troca de classes de

imunoglobulinas, maturagédo de afinidade dos anticorpos e a formagdo de memdria
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imunoldgica, fundamental na protecdo do organismo contra exposicoes

subsequentes ao mesmo antigeno (JONSDOTTIR et al., 2008).

1.11 Tecidos linféides associados a mucosa

Existem diferentes tecidos linféides associados a mucosa (MALT). Dentre
eles, destaca-se o tecido linféide associado ao intestino (GALT). Fazem parte do
GALT as placas de Peyer (PP), os linfonodos mesentéricos (MLN), os linfocitos e
APC presentes na lamina propria (LP) intestinal.Linfécitos T e B e, em menor
quantidade macréfagos e DC, encontram-se em grandes quantidades em todos
esses tecidos, onde sado estimulados por antigenos para sua expansédo e
diferenciagao.

Como referido acima, as placas de Peyer sao conjuntos de foliculos linféides;
encontram-se separadas da luz intestinal por uma unica camada de células do FAE
(Follicle Associated Epithelium), atuando principalmente na captura de bactérias e
virus patogénicos. Pouco se sabe sobre a ligacdo desses microorganismos com as
células M encontradas no FAE, portas de entrada para antigenos presentes na luz
intestinal, mas acredita-se que a captura ocorra de modo seletivo, com base nas
propriedades fisico-quimicas das particulas capturadas (SMITH et al., 1998).

A localizagdo das placas de Peyer varia conforme a espécie; em
camundongos essas estruturas sdo maiores e mais numerosas na regiao distal do
intestino delgado ocupando principalmente o ileo. O tamanho pode variar de 1,5 a
3,0 mm de diametro dependendo do numero de agregados de foliculos linfoides. As
placas menores sao formadas por cerca de 2 foliculos, ja as maiores chegam a ter
até 8 foliculos linféides. Essas placas podem ser observadas logo no inicio da vida
fetal, aproximadamente apés a 112 semana de gestacdo, entretanto, o
desenvolvimento do centro germinativo sé € observado apds o nascimento, o que
reflete a dependéncia do ambiente para a hiperplasia folicular. Assim, essas
estruturas aumentam de tamanho e numero conforme a idade, atingindo seu apice
na puberdade e decaindo na idade adulta (BRANDTZAEG; JOHANSEN, 2005). Nas
placas de Peyer inicia-se a resposta imune contra patégenos a fim de que a
microbiota local se mantenha e o organismo proteja-se contra infec¢gdes. Em seus
centros germinativos, ocorre a interagao entre linfécitos B e T além da mudancga de

is6tipo de imunoglobulinas, sintese e secre¢do de anticorpos da classe IgA devido
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ao microambiente rico em citocinas como IL-4, IL-6, IL-10 e TGF-B que auxiliam a
expansao clonal de plasmdcitos produtores desses anticorpos. Ainda, dados
recentes indicam que o acido retindico (RA) e a enzima 6xido nitrico sintase induzida
(INOS) participam da mudanga de classe, estimulando a migracao de células B e a
diferenciagdo em plasmacitos, aumentando os niveis de IgA secretada. A principal
protecdo ao individuo é oferecida pela IgA secretada (s-IgA) para a luz intestinal
produzida, inclusive, no contexto ndo inflamatério e independente de linfécitos T
(CERUTTI; RESCIGNO, 2008; MORA et al., 2006).

Células M sao célulasepiteliais  especializadas que  residem
predominantemente no FAE, sobrejacente as placas de Peyer, mas também podem
residir em outras areas do trato intestinal como coélon e reto (HATHAWAY;
KRAEHENBUHL, 2000). Apenas uma ceélula em cada dez milhdes de células
epiteliais no trato intestinal € uma célula M, isto corresponde a 5% em humanos e
10% em camundongos (KUOLEE; CHEN, 2008). Elas sao identificadas por sua
superficie apical achatada, menor numero de lisossomos, grande numero de
mitocdndrias e auséncia de glicocalix cobrindo sua superficie, além disso células M
de camundongos expressam marcadores especificos como 31 integrina ou lectina L-
fucose (DONNENBERG; KAPER, 1992).Ao contrario dos enterécitos, estas células
capturam antigenos ou microrganismos do lumen intestinal por fagocitose,
endocitose ou pinocitose e transicitose, e entrega-os ao sistema imune sob a
mucosa. Células M ndo sao restritas somente ao GALT, podem também serem
encontradas em tecido linfoide associado a nasofaringe (NALT), tecido linfoide
associado aos bronquios (BALT)e tonsilas.

A habilidade das células M em capturar diversos microrganismos e antigenos
no lumen intestinal e transporta-los até as APCs tem colocado-as em destaque
como alvo ideal para entrega de vacinas para o sistema imune de mucosa.Como
mencionado anteriormente o numero de células M no organismo é baixo, mas este
numero aumenta apds exposigdo a antigenos, como por exemplo, Streptococcus
pneumonia R36a. No entanto, esse aumento de células M faz com que haja
aumento da captura de todos os antigenos e ndao somente os de interesse,
consequentemente, aumentando a probabilidade de indugéo de alergias a comida e
doencas inflamatorias (KUOLEE; CHEN, 2008).

Receptores alvos especificos na superficie apical das células M pode ter a

habilidade de aumentar a captura e transporte de antigenos, consequentemente
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iniciando a resposta imune e induzindo protecédo contra agentes infecciosos. Alguns
importantes PRRs como o TLR-4, PAFR e a5B1integrina sdo encontrados na
superficie de células M em humanos e camundongos. Marcadores especificos como
glicoproteina 2 (GP2) que se liga especificamente a um pili tipo 1 de membranas
externas de bactérias (FimH) também s&o encontradas em células M de humanos e
camundongos (HASE et al., 2009).

As DC das mucosas iniciam a resposta imune contra patdégenos e controlam a
atividade de células T reguladoras bem como a tolerancia oral, participando
ativamente na indugdo, manutencdo e regulagdo negativa das inflamagdes da
mucosa induzidas por alergias e processos crénicos (IWASAKI; KELSALL, 2008;
KELSALL; JOHANSSON, 2005). Nas placas de Peyer existem sub-populagdes
distintas de DC, todas tendo como marcador de superficie o receptor CD11cH'®",
Sao fundamentais na captura de antigenos protéicos e na apresentagéo antigénica.
Essas células tém meia vida de 3-5 dias.

Os diferentes subtipos de DC expressam funcdes bem delimitadas
dependendo da sua localizagdo e da possibilidade de contato com antigenos e com
linfocitos B e T. Duas sub-populagdes sao classicamente identificadas, as DC
imaturas e maduras; a primeira delas compreende células eficientes na fagocitose
de imunogenos, e estao localizadas na regido do domo sub-epitelial das placas de
Peyer. Apos o contato com os antigenos, as DC migram para a regiao inter-folicular
das placas de Peyer, tornando-se maduras e capazes de ativar linfécitos T. A
migracdo dessas células é mediada por quimiocinas, em especial a CCR7,
expressas na zona de linfocitos T. Na auséncia de infec¢do, as DC produzem
citocinas como IL-10 e TGF-B, mantendo o perfil de resposta do tipo Th3 e a
supressao de resposta Th2.

Durante processo infeccioso, especialmente devido a expressao de antigenos
protéicos, o microambiente das mucosas tende a induzir resposta Th2 devido a
producdo predominante de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-10 (KELSALL,;
JOHANSSON, 2005).

A diferenciagdo de linfécitos Th em subpopulagdes distintas de células
efetoras depende dos estimulos presentes no inicio da resposta imune, como a
presenga de citocinas, a natureza do antigeno, a via de infecg¢ao, ativagdo ou néo de
células da imunidade inata e o uso de imunoestimuladores ou adjuvantes. No que se

refere a imunizacao, a procura por um adjuvante que nao interfira na polarizacédo da
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resposta imunoldgica é de grande interesse (BREWER, 2006); os resultados obtidos
ao longo dos estudos sobre o efeito adjuvante da SBA-15 comprovam o alto
potencial de aplicacdo dessa microparticula em processos de vacinagao,
especialmente pela via oral.

Ainda, particulas com tamanhos entre 2-5 uym sao facilmente capturadas
pelas células M das placas de Peyer, enquanto as menores do que 2 ym e
superiores a 10 ym sao rapidamente drenadas para os linfonodos mesentéricos
(SMITH, 1998). Devido ao tamanho das particulas micronizadas de SBA-15
apresentarem cerca de 30 uym, sugere-se que essas nhao sejam capturadas pelas
placas e nao interfiram diretamente na sua morfologia servindo apenas de veiculo
carreador de antigenos (CARVALHO, 2007).

As placas de Peyer, ao contrario dos linfonodos, possuem populagcdo de
linfocitos B aproximadamente 5 vezes maior comparativamente a populacdo de
linfécitos T (CERUTTI, 2008).

Os resultados obtidos corroboram com os achados da literatura que mostram
que as placas de Peyer contém poucas APC e muitos linfécitos B e T, especialmente
de memodria. Ainda, contém diferentes subpopulagdes de células dendriticas, com
funcdes especificas dependendo do grau de ativagdo. Todas essas subpopulagdes

HIGH & niveis semelhantes de

apresentam como marcador de superficie o CD11c
MHC classe Il e moléculas estimuladoras (BRANDTZAEG et al., 1999).

Nas placas de Peyer e linfonodos mesentéricos, o marcador de mem brana
CD11b" encontrados em macrofagos e em subpopulagdes de DC, cuja fungdo é
capturar e apresentar antigenos. Estas células sao produtoras de IL-10 e induzem a
producéo de IL-4 e IL-10 por linfocitos T CD4" além de estimular células endoteliais a
produzir TGF-B, gerando a resposta do tipo Th3 tipica de mucosas e supressao da
resposta Th1, tipicamente desencadeada por microorganismos como S. typhimurium
e T. gondii. Células dendriticas das mucosas tém propensao a induzir resposta do
tipo Th2 apds infecgédo, principalmente, contra antigenos protéicos devido ao
microambiente rico em IL-4, IL-5 e IL-10 e supresséo da resposta Th1 (IWASAKI;
KELSSALL, 2008; KELSALL; JOHANSSON, 2005).

Como as placas de Peyer, os linfonodos mesentéricos sdo importantes sitios

de produgéao de IgA protetora (CERUTTI, 2008).



2JUSTIFICATIVA
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As diarreias ainda sao um importante problema da saude publica no Brasil e
em outros paises em desenvolvimento. A cada ano sao registrados cerca de dois
milhdes de obitos no mundo, sendo a causa mais importante de morbidade e
mortalidade, principalmente em criangas de baixo nivel sécio-econdmico (BLACK et
al., 2010). EPEC é uma das principais causas da diarreia na maioria dos paises e, a
infeccao se da por via oral. Presume-se que o sistema imune de mucosas seja o
compartimento de maior importancia na prote¢cao do hospedeiro.

Entre os métodos de prevencdao de doencas infecciosas destacam-se as
vacinas. Doencgas de grande importancia em saude publica como variola, febre
tifdide, paralisia infantil, sarampo, tétano, coqueluche, estdo sob controle, algumas
como as trés primeiras, inclusive consideradas extintas pela OMS.

Com os custos crescentes nos servigos de saude publica o aumento da
vacinagao, quando disponivel, pode representar a melhor opcdo em termos de
custo-beneficio no controle dessas doencas. O sucesso espetacular de vacinas
contra doengas como variola e difteria mostram a importancia desde método de
profilaxia (WOODROW, 1997). Embora dois milhdes de criangas sejam salvas a
cada ano por imunizacao, tém sido dificil estender esta prote¢cdo a mais criancas nos
paises em desenvolvimento com a tecnologia existente (BLOOM, 1991). Uma boa
estratégia seria o desenvolvimento de vacinas recombinantes, em geral, com
veiculos vivos de apresentacdo de antigenos, como por exemplo BCG e M.
smegmatis, uma vez que a expressao continua desses imundgenos poderia eliminar
a necessidade de varias doses para se alcancar uma protecdo maxima (ULMER et
al., 1996).

Diarreia causada por EPEC é mais comum e mais grave na primeira infancia,
progressivamente menos frequente e mais branda na segunda e terceira infancias e
rara em adultos (LEVINE et al., 1985). Ja o aparecimento de anticorpos circulantes
segue curso inverso. Admite-se, portanto, que a exposicdo a EPEC durante a
infancia, induza imunidade natural contra este patdogeno. Esses dados sugerem que
o desenvolvimento de vacinas recombinantes, onde BCG e M.
smegamatisexpressem os principais fatores de viruléncia de EPEC, BfpA e Intimina,
seria de grande utilidade em paises como o Brasil que, de maneira perversa,
associam-se subnutricdo, condigdes precarias de habitagdo, falta de agua potavel e
de rede de esgotos (SILVA; SILVA, 2005).



3OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Este trabalho foi realizado com o objetivo desenvolver uma vacina
recombinante BCG e/ou Mycobacterium smegmatis, que fosse capaz de induzir uma
resposta imune especifica e eficaz para epitopos presentes em proteinas

importantes, BfpA e Intimina, de EPEC.

3.2 Objetivos Especificos

1- Purificar as proteinas BfpA e Intimina de EPEC;
2- produzir anticorpos em camundongos anti-BfpA e anti-Intimina;

3- clonar os genes bfpA e intimina de EPEC no plasmideo de expressao
pMIP12;

4- transformar cepas de BCG e Mycobacterium smegmatis com esses
plasmideos contendo os genes e selecionar as cepas que contenham o vetor

de expressdo com um dos genes (bfpA ou intimina);

5- verificar se as cepas selecionadas de rBCG e rSmeg expressam in vitro as

proteinas recombinantes BfpA e Intimina e in vivo s&o imunogénicas;
6- analisar a produgao de anticorpos especificos anti-BfpA e anti-Intimina;

7- analisar a resposta imunoldgica.



AMATERIAIS E
METODOS
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4.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/C e C57BIl/6 fémeas com cerca de
quatro semanas de vida, pesando entre 18 e 22g. Os animais foram fornecidos pelo
Biotério de Camundongos do ICB-USP. Todos os animais foram mantidos em
ambiente com renovagao de ar, alimentagdo e agua ad libitum, obedecendo as
normas éticas para uso de animais de experimentagdo. Este projeto foi aprovado

pelo Comité de Etica sobre o uso de animais em experimentacdo- Instituto Butantan.

4.2 Bactérias e condi¢des de cultura

Para a purificagcao das proteinas de interesse BfpA e Intimina, foram usadas
Escherichia coli BL21 contendo o plasmideo pEU84-bfpA cultivado em meio LB
contendo kanamicina (20ug/mL)e ampicilina (100ug/mL) e Escherichia coli BL21
contendo o plasmideo pET-28a com o gene da por¢do conservada de intimina
(Intsgs-e67)cultivado em LB contendo kanamicina (20ug/mL).

Todas as etapas de clonagem foram executadas em E. coli DH5a, sendo
transformadas pelo método padrdo de CaCl, e cultivadas em Luria-Bertani (LB)
contendo, quando necessario, ampicilina 100ug/mL ou kanamicina 20 ug/mL. Foram
usadas as subcepas Mycobacterium smegmatis mc155e Mycobacterium bovis BCG
Moreau (BCG), ambas do acervo do Laboratério de BCG Recombinante, Dra.
Luciana C.C. Leite, (Centro de Biotecnologia — Instituto Butantan — Sdo Paulo — SP).
Bactérias BCG foram cultivadas em meio liquido Middlebrook 7H9 (MB7H9) ou meio
sélido Middlebrook 7H10 (MBH10) (Difco Laboratories, UK), suplementados,
respectivamente, com acido oléico-albumina-dextrose-catalase (OADC) 10% mais
Tween-80 0,05% (MB7H9/OADC/Tw) ou MB7H10/OADC. M. smegmatis foi cultivado
somente em MB7H9 ou MB7H10, sem a presenga do suplemento. Kanamicina (20

ug/mL), quando necessario, foi adicionada ao meio de cultura conforme indicado.

4.3Purificacdo de BfpA Recombinante

Escherichia coli BL21 contendo o plasmideo pEU84-bfpA, foi cultivado em um

pré-inoculo de 10mL de meio LB contendo kanamicina (20ug/mL)e ampicilina
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(100ug/mL) por 18h a 37°C. Apds incubacao, 1mL desse pré- indculo foi adicionado
a 200mL de meio LB com (20ug/mL) e ampicilina (100ug/mL) durante 3h a 37°C sob
agitagdo de 300rpm até atingir a densidade éptica (DOgoonm) de aproximadamente
0,6. Uma aliquota foi retirada para controle de pré-indugcdo. Ao pré-indculo foi
adicionado 0,5 mM de isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) (Sigma, UK)
seguindo-se de incubagao a 37°C por 4 h sob agitacdo de 300 rpm.Uma aliquota foi
retirada para controle da cultura induzida. A cultura foi entdo centrifugada a 4000 x g
por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi suspenso em
20mL de tampéo de lise (8M de Uréia; 0,1M NaH;PO,4; 0,01M Tris-HCI; pH 8,0) e a
cultura foi submetida a 10 ciclos de sonificagdo de 30 seg cada um. Em seguida, o
lisado foi centrifugado a 12.000rpm por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi filtrado em
membrana de nitrocelulose com poros de 0,45um e adicionado a coluna de Niquel-
Sepharose (GE Healthcare, UK), previamente equilibrada com tampao de lise pH
8,0. Colocou-se a amostra e a deixou incubando sob leve agitacdo por 1h a 4°C.
Apos incubacgao, centrifugou-se por 1min a 7.000rpm, retirou-se o sobrenadante. A
coluna foi lavada com tampéo de lise pH 5,9 para retirar as proteinas inespecificas e
por fim as amostras foram eluidas com o tampéao de lise pH 4,5 para a obtencéo da
proteina purificada.

Amostras dos eluatos foram dialisadas contra tampido PBS, pH 74 e o
conteudo protéico foi dosado por absorbancia 280nm no aparelho “Nanodrop 1000
Spectrophotometer” (Thermo scientific, USA) para ser analisado por eletroforese de

gel de acrilamida 15% contando SDS.

4.4 Purificacdo de Intimina Recombinante

Amostras de Escherichia coli BL21 contendo o plasmideo pET-28a foram
usadas como fonte do clone de gene da porgdo conservada de intimina (Intsss-e67)
(BATCHELORet al., 1999). As amostras do clone foram cultivadas em um pré-
inéculo de 3mL de caldo LB contendo kanamicina (20ug/mL) e incubado a 37°C por
18h. Apds incubacao, 3 mL de pré-inéculos foram adicionados a 200mL de caldo LB
contendo kanamicina (20 ug/mL) e a cultura incubada a 37°C sob agitacdo de
300rpm até atingir a densidade éptica DOgoonm 0,8.Uma aliquota foi retirada para
controle de pré-inducdo. Ao meio foi adicionado 1 mM de isopropil B-D-1-

tiogalactopiranosideo (IPTG) (Sigma, UK) o qual foi incubado a 37°C por 3 h sob
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agitagao de 300 rpm, sendo retirada uma aliquota para controle da cultura induzida.
A cultura foi entdo centrifugada a 3.200 x g por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspendido em 30 mL de tamp&o de ligagcéo (20
mM de Tris-HCI pH 7,4; 100 mM de NaCl; 5 mM de imidazol). As células bacterianas
em suspensao foram sonicadas. Apds a sonicagao foi adicionado 1 mM de fluoreto
de fenilmetilsufato (PMSF). O lisado foi centrifugado a 2.000 x g por 30 min a 4°C
(centrifuga 5804 R Eppendorf, Germany).

O sobrenadante foi filtrado em membrana de nitrocelulose com poros de
0,45um e adicionado a coluna de Niquel-Sepharose (GE Healthcare,UK),
previamente lavada com agua destilada estéril e equilibrada com tampao de ligagao.
ApoGs a passagem da amostra, a resina foi lavada com tampéao de ligagao para retirar
as proteinas inespecificas.

A proteina recombinante contendo a cauda de histidina se liga por afinidade
ao niquel da resina, enquanto as proteinas inespecificas sao lavadas pelo tampao
de ligacédo. Apds lavagem a amostra foi eluida com tampao de eluicdo (20mM de
Tris-HCI pH 7,4; 100 mM de NaCl; 500 mM de imidazol) para a obteng¢ao da proteina
purificada. A amostra foi dialisada contra PBS pH 7,4 e concentrada com PEG6000.
Apods concentragao o conteudo protéico foi dosado por absorbancia 280nm no
aparelho “Nanodrop 1000 Spectrophotometer” (Thermo scientific, USA) e o perfil
eletroforético analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS
(SDS/PAGE) a 12%.

4.5 Producao de Anticorpos anti-BfpA e anti-Intimina

Para producdo de anticorpos anti-BfpA e anti-Intimina grupos de quatro
camundongos foram inoculados pela viaintramuscular como indicado em cada
experimento, com 20 pyg da proteina BfpA ou Intimina numa solu¢do de PBS +
adjuvante Tetra Max (Sigma, UK). Decorridas duas semanas foram realizadas duas
imunizagdes de reforgo a intervalos entre uma e outra de quinze dias, injetando-se
os antigenos, as proteinas BfpA ou Intimina somente em PBS. Imediatamente antes
da primeira imunizagédo foram coletadas amostras de sangue como fontes de soros
pré-imunes. Quinze dias apos a ultima imunizagdo procedeu-se a sangria definitiva
dos camundongos imunizados, previamente anestesiados, através do plexo retro-

orbital. As amostras de sangue coletadas dos camundongos do mesmo grupo foram
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reunidas em uma mesma mistura e depois centrifugadas por 10 min a 4.000 g. O

soro foi separado e estocado a -20°C até a utilizacao.

4.6 Plasmideos

O plasmideo pMIP12 de expressao multifuncional (Shuttle vector) foi utilizado
para a clonagem dos genes bfpA e intimina, pois permite a expressao de genes
heterdélogos. Este plasmideo expressa trés genes essenciais para clonagens: a) o
gene de resisténcia a kanamicina derivado de Tn903; b) o promotor pblaF*, gene
derivado de Mycobacterium fortuitum, um codon ATG de iniciacdo que permite a
clonagem em multiplos sitios (MCS); e, c) um codon de parada que favorece a
estabilidade dos mRNAs transcritos do promotor pBLAF*. Expressa também uma
sequéncia de DNA Shine-Dalgarno micobacteriana forte que permite que o gene
inserido tenha tenha alta expressao.Genes de parasitas, bactérias, virus e células
eucarioticas podem ser expressados com sucesso nesse vetor (LE DANTEC et al.,
2001).

O plamideo pGEM-T Easy (Promega, USA) foi utilizado para subclonagem do
produto de PCR dos genes bfpA e intimina.

O plasmideo pQE-intimina foi utilizado para a purificagdo da proteina Intimina,

e o plasmideo pEU84-bfpA foi utilizado para a purificacdo da proteina BfpA.

4.7PCR e sub-clonagem em pGEMT-Easy

Os genes bfpA e intimina foram amplificados pelo método de “Polymerase
Chain Reaction” (PCR) a partir da cepa protétipo de EPEC tipica E2348/69 utilizando

os oligonucleotideos iniciadores apresentados na Tabela 3.

Quadro 2- Oligonucleotideos utilizados para amplificagdo por PCR dos genes bfpA e
intimina de E. coli Enteropatogénica. FP, oligonucleotideo direto; RP,
oligonucleotideo reverso. Os sitios de restricbes Kpnl e BamH| estdo sublinhados.

FP RP

bfpA STAGGGATCCCTGTCTTTGATT STAGGGTACCTTACTTCATAA
GAATCTGCAATGGTGCTT3’ AATATGTAACTTTATTGGT3




55

intimina S5'TAGGGATCCGGGATCGATTAC 5TAGGGTACCTTTATCAGCC
C3' TTAATCTCAZ’

Foram realizados 35 ciclos de amplificagdo de 50 seg a 92°C, 60 s a 54 °C e
50 segundos a 72 °C. Os fragmentos foram separados em gel de agarose 1,0 % e
purificados através do GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham
Biosciences, USA).

Os produtos da PCR, correspondentes aos genes bfpA e intimina,
apresentaram os tamanhos preditos, aproximadamente 600pb e 840pb,
respectivamente, sendo entdo purificados e sub-clonados no vetor pGEM-T easy
(Promega, USA) seguindo as orientagdes do fabricante. A confirmacdo das
clonagens neste vetor foi realizada por digestdo com a enzima de restricao EcoRI

para liberagao do inserto.

4.8Clonagem dos genes bfpA e intimina no vetor de expressdo em

micobactéria pMIP12

Os fragmentos correspondentes aos genes bfpA e intimina e sub-clonados
em pGEM-T Easy foram digeridos com as endonucleases BamH| e Kpnl,purificados
usando o kit GFX (Amersham Biosciences, USA) e clonados no vetor de expressao
em micobactérias pMIP12, previamente digerido com BamH| e Kpnl. As construgcdes
obtidas foram entdo denominadas pMH12-bfpA e pMH12-intimina. Os plasmideos
resultantes dessa clonagem foram usados para transformar E. coli DH5a. Mini-
preparacdes plasmidiais a partir das colénias selecionadas foram validadas por
analise de restricdo com as enzimas BamHI|/Kpnl e por sequénciamento usando o
primer 5 TTC AAACTA TCG CCG GCT GA 3.

4.9 Transformacéo e selecéo

Micobactérias BCG e Smegmatis competentes foram transformadas com os
plasmideos de expressao por eletroporacdo. Para eletroporagdo, uma aliquota
estoque de 50uL de BCG ou M. smegmatis competentes foi misturada com 1,0 ug
de DNA plasmidial em cuveta de eletroporacdo de 2 mm e esta submetida a

pulsacdes de 2,5 kV, 25 uF e 1000 Q, num eletroporador de pulsagao (BioRad, UK).
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Apos eletroporacdo, o conteudo das cuvetas foi recuperado em 2mL de meio
MB7H9/OADC sem antibidtico e incubado a 37 °C por 20 h (BCG) e em 2mL de
meio MB7H9 sem antibiodtico e incubado a 37 °C 2h (Smeg) antes de ser semeado
sobre MB7H10 contendo kanamicina (20 pg/mL). Colbnias transformadas foram
selecionadas e recuperadas depois de cinco dias de incubagao para M. Smegmatisa
37°C e de 20-30 dias de incubagdo para BCG a 37°C em estufa com atmosfera
umida contendo 5% de CO,.

Para extracao de proteinas ou preparagao de vacina, as coldnias isoladas de
BCG e M. smegmatis foram crescidas em garrafas de 200 mL contendo
respectivamente 50 mL de meio MB7H9/OADC ou MB7H9 mais kanamicina 20
ug/mL e incubadas a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% de CO, até a

saturacao.

4.10 Extracdo de proteinas

Amostras de 5 mL de bactérias recombinantes ou de controles “vazios”, nao
recombinantes, foram destinadas a extragao de proteinas. As culturas de bactérias
foram centrifugadas a 4.000 rpm por 10min, as bactérias lavadas (1x) com 5 mL de
PBS, centrifugadas novamente e as bactérias re-suspensas em 500 uL de PBS
estéril contendo inibidores de proteases como Ditiotreitol (DTT), Fenilmetilsulfonil
(PMSF), Aproptin, Leupeptin e Pepstatin (0,5uLde cada). Em seguida, as bactérias
foram congeladas a -20°C até a etapa de sonicag&o. Apds sonicagéo, 18 ciclos com
10 seg cada, com intervalos de 10 seg, as amostras foram centrifugadas, os sélidos
foram descartados e os sobrenadantes recuperados para quantificacdo de proteina
por absorbancia de 280nm no aparelho “Nanodrop 1000 Spectrophotometer”
(Thermo scientific, USA). Os extratos protéicos foram entdo aplicados em SDS-
PAGE (gel de poliacrilamida mais dodecil sulfato de sodio) 12% para identificar
Intimina e 15% para identificar BfpA e depois eletrotransferidas para uma

membrana de nitrocelulose para realizagdo das analises de immunoblotting.

4.11 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida contendo Dodecil Sulfato de Sédio
(SDS/PAGE)
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SDS/PAGE foi feito essencialmente como descrito por porLaemmli (1970). Os
géis de SDS-PAGE foram feitos em sistema descontinuo (Bio Rad Mini Protean II,
USA), constituido de gel separador com 12% ou 15% de acrilamida (1,5 mL de Tris-
HCI 3M pH 8.8; 2,4 mL de Acrilamida/bisacrilamida 30%; 20uL de SDS a 10%; 45 uL
de APS a 10%; 5 yL de TEMED; 2 mL de agua destilada) e o gel de empilhamento
com 4% de acrilamida (1,5mL de TrissHCI pH 6.8; 400uL de
Acrilamida/Bisacrilamida; 30uL SDS a 10%; 30uL de APS a 10%; 6uL de TEMED;
1,049mL de agua destilada) em tamp&o de corrida Tris-Glicina (Tris-base 1,5%;
Glicina 7,2%; SDS 0.5%: pH 8,3). A corrente elétrica utilizada foi de 80v até as
amostras cruzarem o gel de empilhamento, em seguida, ajustada para 120v até o
fim da corrida.Amostras de extratos de rSmeg ou rBCG ou Smeg vazio ou BCG

vazio (30 pg/poco) foram aplicadas paralelamente.

4.12Immunoblotting

As amostras destinadas a identificacdo das proteinas recombinantes por
Immunoblotting foram pré-analisadas em SDS-PAGE como no item anterior. Bandas
de proteinas resultantes da eletroforese de amostras de 30ug de cada lisado de
rSmeg ou rBCG ou Smeg vazia ou BCG vazia foram eletrotransferidas para
membranas de nitrocelulose (Bio Rad, USA) utilizando o sistema Bio Rad Mini
Transblot Il sob voltagem constante de 10v por um periodo de 2h em tampé&o fosfato
(NagHPO4 1,5%; NaH;POs 1,2%). Apds a transferéncia, as membranas foram
coradas com Ponceau S (Sigma, USA) (Ponseau S 1g; ac. acético 1mL; H,O
destilada 100mL), lavadas com agua destilada e bloqueadas com 50mL de leite
desnatado (leite Molico a 5% em PBS) overnight a 4°C. Em seguida, as membranas
foram incubadas com anticorpo de camundongo monoespecifico anti-BfpA ou anti-
intimina, diluidos 1:1000 e incubadas por 2h a temperatura ambiente. As membranas
foram lavadas 5 vezes com PBST (NaCl 0,8%; Na,HPO4 1,15%; KCI 0,2%; KH2PO4
0,2%; 0,5% tween) por 5min cada lavagem. Em seguida, as membranas foram
tratadas com anticorpo anti-lgG de camundongo marcado com peroxidase (Southern
Biotecnologies, USA), diluido 1:1000 por 2h a temperatura ambiente. As membranas
foram novamente lavadas 5 vezes com PBST (NaCl 0,8%; Na,HPO4 1,15%; KCI
0,2%; KH,PO4 0,2%; 0,5% tween) por 5min. Apds as lavagens, as bandas de

proteinas identificaveis pelos anticorpos anti-BfpA ou anti-Intimina foram reveladas
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com solugao 3,3-Diaminobenzidina (DAB) (4,9mL H»0; 0,1mL Tris 2M pH 7,5; 0,3mL
Imidazol; 5mg DAB, 0,05mL H,0,), a reacao foi interrompida com adi¢gdo de agua
destilada, logo apos a visualizagdo das bandas ou foram revelados com “Revelador
Immobilon™ Western chemiluminescent HRP substrat” (Millipore, USA) utilizando o
aparelho Fotodocumentador Image Quant LAS 4000 (GE, USA).

4.13 Preparacao da vacina

Os 45mL restantes das culturas bacterianas crescidas como informado
anteriormente, foram centrifugados a 4.000 rpm por 10 min., o precipitado lavado
(2x) com igual volume de agua mili-Q estéril, centrifugado novamente e as bactérias
re-suspensas em 1 mL de uma solugdo de glicerol a 10 % em agua estéril. As
amostras foram aliquotadas em 50uL e conservadas a — 80°C para entdo serem

usadas como vacinas nos camundongos.
4.14 Determinacao do numero de unidades formadoras de col6nias (UFC).

Antes de se injetar as vacinas nos camundongos, foi necessariodeterminar o
numero de UFC que seria aplicado nos animais. Amostras das vacinas foram
diluidas 10° e 10° vezes e plaqueadas em meio 7H10 mais kanamicina 20pg/mL.
Depois de 5 dias para M. Smegmatis e de 21 dias para BCG, o numero de colbnias
presentes nas placas foi contado, determinando-se entdo o volume de vacina
necessario para se introduzir 10 UFC de rSmeg ou rBCG ou Smeg vazio ou BCG

vazio em cada animal.
4.15 Silica SBA-15 : Silicas mesoporosas altamente ordenadas

As amostras de SBA-15 foram sintetizadas utilizando um copolimero tribloco,
0 poli-(6xido de etileno)—poli-(6xido de propileno)-poli-(6xido de etileno) (Pluronic
P123, EO20PO70EO2, PM= 5800 — BASF, USA), o tetraetil-ortosilicato (TEOS) foi
adquirido da Fluka/Sigma Chemical Co. (Milwaukee, USA). O acido hidrocloridrico foi
adquirido da Fisher Scientific Co. (Pittsburgh, USA). Todos os reagentes foram
utilizados segundo protocolo de instru¢do. Amostras da SBA-15 foram gentiimente

cedidas pelos Drs. Osvaldo Augusto Sant’Anna do Laboratério de Imunoquimica do
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Instituto Butantan e Marcia Fantini do Instituto de Fisica da Universidade de Sao

Paulo.

4.16 Esquema de imunizacgéo

Os camundongos C57BI/6 foram divididos em grupos (n= 5/grupo)e grupos
imunizados ou por via oral (v.0.) juntamente com a silica SBA-15 Tabela 4 ou por via
intraperitoneal (i.p.) sem a silica SBA-15 Tabela 5 com 200ul de uma solugédo salina
estéril contendo 1x10® UFC/camundongo de rSmeg ou Smeg ou BCG ou rBCG ou
PBS, de acordo com o protocolo vacinal da Tabela 6. Os grupos de camundongos
imunizados v.o. foram divididos da seguinte maneira: grupo 1 (PBS + SBA-15),
usado como controle, , grupo 2 (vacina Smeg + SBA-15 - v.0.), grupo 3 (vacina
rSmeg-Intimina + SBA-15 - v.0.), grupo 4 (vacina rSmeg-BfpA + SBA-15 - v.0.),
grupo 5 (vacina BCG + SBA-15 - v.0.), grupo 6 (vacina rBCG-Intimina +SBA-15 —
v.0) e grupo 7 (vacina rBCG-bfpA + SBA-15 - v.0.). Os grupos de camundongos
imunizados via intraperitoneal foram divididos da seguinte maneira: grupo 1(PBS),
grupo 2(Smeg vazio), grupo 3(rSmeg-BfpA), grupo 4 (BCG vazio) e grupo 5(rBCG-
BfpA).

Quadro 3- Divisdo dos grupos de camundongos para imunizagao Via Oral.

Grupo Via Oral Animais Vacina + SBA-15

1 5 camundongos PBS (controle negativo)
2 5 camundongos Smeg

3 5 camundongos rSmeg-Intimina

4 5 camundongos rSmeg-BfpA

5 5 camundongos BCG

6 5 camundongos rBCG- Intimina

7 5 camundongos rBCG- BfpA
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Quadro 4- Divisdo dos grupos de camundongos para imunizacao Via Intraperitoneal.

Grupo Animais

Via Intraperitoneal

Vacina

1 5 camundongos PBS (controle negativo)
2 5 camundongos Smeg

3 5 camundongos rSmeg-BfpA

4 5 camundongos BCG

5 5 camundongos rBCG- BfpA

Quadro 5- Esquema de Imunizagdo de camundongos para verificar a produgédo de
anticorpos anti-BfpA ou anti-Intimina.

Dia (s) Dose / Camundongo
0 10® bactérias
15 108 bactérias
30 10® bactérias
45 108 bactérias

4.17 Imunizacdao via oral (VO)

Para avaliagdo da resposta imunolégica das vacinas recombinantes,
camundongos C57BI/6(n = 5/grupo) foram imunizados por gavagem com rSmeg ou
rBCG ou Smeg ou BCG encapsulada ou ndo em SBA-15 (12 ug/animal) ou PBS
+SBA-15 (grupo controle), num volume final de 0,2 mL. A vacina rSmeg ou rBCG na
concentracado final desejada de 10® bactérias foi diluida em tampao PBS. Para a
adsorcdo a silica, a vacina foi misturada a SBA-15 (12 pyg de SBA-15/animal) na
proporgao 1:25 de antigeno:SBA-15 (v/v) por 24h a 4°C.

4.18 Imunizacdao via intraperitoneal (IP)
Para comparar as vias de administracdo, as vacinas recombinantes foram

administradas também intraperitonealmente. Camundongos C57BIl/6(n = 5/grupo)

foram imunizados via intraperitonel com rSmeg ou rBCG ou Smeg ou BCG ou PBS,
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num volume final de 0,2 mL. A vacina rSmeg ou rBCG ou Smeg vazio ou BCG vazio

na concentragao final desejada de 10 bactérias foi diluida em tamp&o PBS.

4.19 Coleta de Sangue

Amostras de sangue foram colhidas por capilaridade do plexo retro-orbital do
olho direito antes da primeira imunizagcdo (dia 0) e 15 dias depois da ultima
imunizagao (dia 60). As amostras de sangue coletadas dos camundongos do mesmo
grupo foram reunidas em uma mesma mistura e depois centrifugadas por 10 min a

3.200 g. Os soros foram separados, aliquotados e armazenados a -20°C.

4.20 Coleta de Fezes

Para coleta das fezes pré-imunizagdo e pds- imunizagdo, os animais dos
diferentes grupos experimentais foram colocados em gaiolas sem maravalha por 30
min. Os pellets fecais foram ressuspendidos em PBS contendo 1 mM PMSF e 1% de
BSA na propor¢ao de um grama de fezes para 5 mL da solugéo. Apds repouso de
15 min em gelo, foram agitados vigorosamente em agitador vortex e depois de mais
15 min em repouso, as amostras foram novamente agitadas e centrifugadas a
22.000 x g durante 10 min. Os sobrenadantes foram removidos, distribuidos em
aliquotas e estocados a -80 °C para posterior analise de produgao de anticorpos por

ELISA e Ensaio de inibicao de adesao entre EPEC e Hep-2.

4.21 Obtencao de Células do Bacgo

O bago dos camundongos C57BI/6 imunizados foi retirado. Os 6rgaos foram
coletados e mantidos em meio RPMI 1640 (Cultilab, Brasil) suplementado com 5%
de soro fetal bovino (SFB - Cultilab, Brasil). Em seguida, foram macerados para
obtencdo das células. As suspensdes celulares foram recuperadas, colocadas em
tubos Falcon de 15 mL contendo meio completo e centrifugadas a 71500 x g por
10min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet obtido ressuspenso em 2mL
de agua destilada para lise das hemacias. Nesse caso, apoés 10 segundos,
acrescentou-se PBS estéril e procedeu-se mais uma centrifugagdo, nas mesmas

condigdes. O pellet foi novamente ressuspenso com 2mL de meio completo. As
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células foram contadas em camara de Neubauer e a viabilidade determinada com

Azul de Trypan. As amostras foram mantidas a 4 °C durante todo o procedimento.

4.22 ELISA

As analises de indugao de anticorpos especificos contra BfpA ou Intimina nos
soros dos animais imunizados foram feitas pelo método de ELISA. Numa placa de
96 pocos (Nalgene Nunc International, USA) foi adsorvida a proteina, BfpA (5ug/mL)
ou Intimina (5ug/mL) ou extrato de Smeg (5ug/mL) ou extrato de BCG (5ug/mL)
diluidas em 50 yL de tamp&o carbonato-bicarbonato, pH 9,6 e incubada a 4°C por
toda noite. Apds a adsorgéo do antigeno, as placas foram lavadas duas vezes com
PBST e blogueados com leite em pé 5% (200uL/pogo) diluida em PBS por uma
hora, a temperatura ambiente. Apds o bloqueio e trés novas lavagens com PBST,
foram acrescentados os soros e extratos de fezes (50ulL/pogo) diluidos em PBST,
comegando com uma diluigdo inicial de 1:2 seguindo de dilui¢des (fator 5) até o
limite de 1:250. Como controle positivo, foi utilizado IgG de camundongos
imunizados com as proteinas purificadas BfpA ou Intimina. A incubagao da placa foi
feita a 37°C por 1h no caso da detecgéo de IgG ou por 18 h no caso da deteccao de
IgA sérica e s-IgA. Apods trés lavagens com PBST, foram adicionados os anticorpos
de camundongo conjugados anti-IgG diluido 1:2000 (50ulL/pogo) (Southern
Biotechnologies, USA) e anti-IgA diluido 1:500 (50uL/pogo) (Sigma, USA) marcados
com peroxidase em PBST e nova incubacéo foi realizada a 37°C por 1h. Esta reagao
foi revelada pela adicdo do substrato H,O, e ortofenildiamina — OPD (Sigma, USA)
diluidos em tampao (5,75mL H20 dest.; 3,25mL acido citrico 0,1M; 3,5mL fosfato de
sédio 0,2M; 5mg OPD; 0,005 H20;). A reagao foi interrompida adicionando-se H,SO4
3N (50uL/pogo) e lida em comprimento de onda de 450nm ou 492nm em

espectrofotdmetro de placas (Tittertek Multiskan, USA).
4.23 Deteccéo de anticorpos Anti-BfpA por Immunoblotting
Amostras das proteinas BfpA ou Intimina purificadas foram submetidas a

SDS-PAGE com gel contendo, respectivamente, 12% ou 15% de acrilamida. A cada

canaleta foram aplicados 30 ug da proteina BfpA ou Intimina purificadas. Ao término
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da corrida, o gel foi submetido a etapa de eletrotransferéncia para uma membrana

de nitrocelulose de 0,45um (Bio Rad, USA), como descrito acima.

4.24 Deteccdao de Citocinas em Sobrenadantes de Cultura de Células

Células do bago obtidas como descrito anteriormente, foram plagueadas com
meio RPMI + 5% SFB + mix de antibidticos e polimixina (Sigma, USA), num volume
final de 1mL. As células foram estimuladas com extrato de Smeg ou BCG, proteinas
purificadas BfpA ou Intimina e concanavalina A (ConA), ou n&o foram estimuladas.
As placas foram incubadas durante 48 h a 37 °C em atmosfera umida contendo 5 %
de CO,. Apds incubacdo o sobrenadante foi retirado e analisado pelo “kit” CBA
Th1/Th2 (Cytometric Bead Array — BD Bioscience, USA) no citbmetro de fluxo
FACSCalibur (BD Biosciences, USA).

4.25 Anélise por Citometria de fluxo

Células do baco de animais imunizados foram caracterizadas por citometria
de fluxo quanto as moléculas expressas em sua superficie. Em placas de 96 pogos
(Corning-Costar Corp., Cambridge, MA, EUA), 100 pL da suspenséo celular (2-5 x
10° células/mL) foram adicionados por poco e as placas centrifugadas a 300 x g por
8 minutos a 4 °C. Anticorpos monoclonais conjugados (BD Bioscience, San Jose,
CA, EUA) com fluorocromo fluoresceina(FITC)ou ficoeritrina(PE)anti-CD4(Clone
RM4-5; FITC), anti-CD8a (Clone 53-6.7;PE), anti-CD45R/B220 (Clone RA3-6B2;
FITC) e anti-CD3, foram adicionados (1 uL/pog¢o); as placas foram incubadas no
escuro por 30 min. a 4 °C. Passado o periodo de incubagéao, procedeu-se a lavagem
por duas vezes com tampao FACS e centrifugadas novamente. As células foram
ressuspendidas em 250 pL de tampao FACS acrescido de 1% paraformaldeido para
aquisicao no citbmetro de fluxo (FacScalibur — BD Bioscience, San Jose, CA, EUA).
A operacdo do citbmetro e a analise dos resultados foram realizadas em
colaboragdo com a Dra. Dunia Rodriguez e da aluna de doutorado Cibelly Goulart,

ambasdo Laboratério de Biotecnologia IV do Instituto Butantan.
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4.26 Ensaio de Inibicdo de Aderéncia de EPEC em Hep-2

Células Hep-2 foram cultivadas em meio DMEM +10% SFB em placas de 24
pocos com uma laminula em cada poco, no volume final de 1mL por pogo. As placas
foram incubadas durante 48 h a 37 °C em atmosfera umida contendo 5 % de CO,,
para obter uma confluéncia de 80%.

Numa placa em separado foram incubados 10 uyL de cultura de bactéria
E2348/69 crescida “overnight” em meio LB com 125 uL de soro ou suspenséo de
fezes (anticorpos) em meio DMEM + 2% SFB + 1% D-manose, ou somente bactéria
com meio durante 1 h a 37 °C. Essa suspensao foi adicionada a placa de células
(500 pL/pogo) e incubadas durante 3 h a 37 °C em atmosfera umida contendo 5 %
de CO,. A placa foi lavada 3x com PBS e fixada com metanol 70%. Apés fixacdo as
laminulas foram coradas com corante May-Grunwald por 5 min/Giemsa por 20 min, e

fotodocumentadas no microscopio 6ptico em aumento de 1000x.
4.27 Analises estatisticas
O teste t-Student foi utilizado para as analises estatisticas entre os diferentes

grupos de camundongos e um valor de p< 0.05 foi considerado estatisticamente

significante.
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5.1 Purificacdo e expressao das proteinas BfpA e Intimina recombinantes

As proteinas recombinantes BfpA e Intimina foram expressas apos a indugao
dos respectivos promotores dos plasmideos pEU84 e pQE30, pela adicdo de IPTG
ao meio de cultura contendo as amostras bacterianas recombinantes em fase log de
crescimento. Antes da adicdo de IPTG, e ao final do periodo de indugao, foram
retiradas aliquotas da cultura como controle negativo e confirmagdo da expressao
das proteinas por SDS-PAGE. Conforme se observa nas Figuras 2 e 3 (A), as
proteinas sao expressadas em baixo nivel antes da adigdo do IPTG (pocos 2),
porém, apos trés horas de indugdo, observa-se uma maior expressao das proteinas
(pocos 3). Apos purificagdo em coluna de niquel se obteve a proteina purificada,
como pode ser observada através das bandas referentes as proteinas de massas
moleculares esperadas: BfpA, aproximadamente 21 kDa e Intimina,
aproximadamente 34 kD (pocos 4). A concentragdo final das proteinas
recombinantes BfpA e Intimina, medidas pela absorbancia em 280 nm no aparelho
“‘Nanodrop 1000 Spectrophotometer” ( Thermo scientific, USA) foi de 378 ug/mL e
431 pg/mL, respectivamente.

Com o objetivo de averiguar se as proteinas purificadas eram mesmo as
proteinas esperadas, foi realizado um immunoblotting utilizando soro dos animais
imunizados com 20 ug das proteinas purificadas. As Figuras 2 e 3 (B, pocos 2)
apresentam as membranas de nitrocelulose desses Immunoblottings. Pode-se
observar que o soro dos animais reconheceu somente as bandas das proteinas
recombinantes, o que significa que estas proteinas s&o capazes de induzir a

producao de anticorpos monoespecificos.
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Figura 2- Purificacdo da proteina BfpA em coluna de niquel.
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SDS-PAGE 15% e Immunoblotting. A1- PM, A2- Sobrenadante do cultivo de E. coli nao induzido, A3-
Sobrenadante do cultivo de E. coli induzido, A4- resultado da cromatografia de coluna de niquel com
amostra contendo a proteina BfpA. B1- PM, B2- BfpA purificado reconhecido pelos anticorpos do soro
dos camundongos imunizados com a proteina recombinante.

Figura 3- Purificacdo da proteina Intimina em coluna de niquel.
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SDS-PAGE 12% e Immunoblotting. A1- PM, A2- Sobrenadante do cultivo de E. coli ndo induzido, A3-
Sobrenadante do cultivo de E. coli induzido, A4- resultado da cromatografia de coluna de niquel com
amostra contendo a proteina Intimina. B1- PM, B2- Intimina purificada reconhecido pelos anticorpos
do soro dos camundongos imunizados com a proteina recombinante.

5.2 Avaliagdo da produgcdo de Anticorpos 1gG Total produzido em

camundongos

Soro dos camundongos fémeas BALB/C imunizados com trés doses de 20 ug

das proteinas BfpA ou Intimina purificadas, foram titulados por ELISA. Como pode
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ser visto nas Figura 4 (BfpA) e 5 (Intimina), os grupos de animais imunizados,
apresentaram resposta imune vigorosa com producdo de anticorpos IgG, cujos
titulos aumentaram durante a imunizag&o, chegando ao titulo final de 1:20.000 para
BfpA e 1:15.000 para Intimina, apdés a terceira imunizagdo. Os grupos de
camundongos foram sangrados também no dia 0, como controle negativo, e,
realmente, ndo se detectou anticorpos especificos anti-BfpA ou anti-Intimina nesses
animais. Esses resultados revelam que as proteinas recombinantes escolhidas para

este trabalho s&o altamente imunogénicas.

Figura 4- Titulos de anticorpos IgG Total anti-BfpA produzidos por

camundongos BALB/C imunizados pela via intramuscular.

€
& 4 sk
(@)
< —
O i —y—
a} 3
——
g
o
I
S 1
[
8 l——_l
% O L) L) L) L)
- & S RN R
’\:bé QJ\\ (\03\ o®
N S § §
(Qo & ) 9
10\ '\'(b.‘ q/'b' rb,b‘
e’b’

Titulos de IgGTotalapos imunizagdo com BfpA purificada. Dosagem realizada pelo método de ELISA
no dia 0 e no dia 45 da resposta primaria. Resultados de trés experimentos independentes expressos
em media + SD; n = 4 animais/grupo;grupo de animais imunizados com BfpA foi utilizado como
referéncia para anadlise do teste t de Student, p < 0,001.
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Figura 5- Titulos de anticorpos IgG total anti-Intimina produzidos por

camundongos BALB/C imunizados pela viaintramuscular.
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Titulos de IgGtotalapés imunizagdo com Intimina purificada. Dosagem realizada pelo método de
ELISA no dia 0 e no dia 45 da resposta primaria. Resultados de trés experimentos independentes
expressos em media £ SD; n = 4 animais/grupo; grupo de animais imunizados com Intimina foi
utilizado como referéncia para analise do teste t de Student, p < 0,001.

5.3 Clonagem das sequéncias codificadoras para BfpA e Intimina de EPEC no
plasmideo pMIP12

Para a construcdo do vetor de expressao de BfpA e Intimina em BCG e M.
smegmatis, os genes bfpA e intimina foram amplificados por PCR, a partir da cepa
protétipo de EPEC E2348/69utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos
contendo as sequéncias de restricdo das enzimas BamHI| e Kpnl de acordo com a
Tabela 3. Um amplicon de aproximadamente 600pb foi gerado como produto do
PCR para o gene bfpA e de 840pb para o gene intimina, e purificados a partir de um
gel preparativo de agarose 1% usando o Kit-GFX™ PCR and Gel Band Purification
Kit e clonado no vetor pGEMT-Easy, gerando os plasmideospGemT-bfpA e pGemT-
intiminaendonucleases de restricado BamHI| e Kpnl para liberacdo do inserto
correspondente, respectivamente, aos genes bfpA (Figura 6A) e intimina(Figura
6B). Os genes bfpA e/ou intimina foram entao ligados ao vetor de expressao pMIP12

também digerido com as mesmas enzimas de restricdo BamH| e Kpnl.O plasmideo
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pMIP12, gentilmente cedido pela Dra. Brigitte Gicquel do Instituto Pasteur (Figura
7). As construgdes obtidas foram denominadas pMH12-bfpA e pMH12-intimina.
Células competentes de Escherichia coli cepa DH5a foram transformadas com as
ligacbes pMH12-bfpA ou pMH12-intimina e as transformantes selecionadas em meio
sélido LB agar contendo kanamicina (20ug/mL). Os clones foram validados por
digestdo e sequénciamento, utilizando as mesmas enzimas de restricdo e

iniciadores especificos para o sequénciamento do plasmideo pMIP12.

Figura 6- Fragmentos dos genes bfpA e intimina amplificados por PCR.

A partir da cepa protétipo de EPEC E2348/69. Os genes bfpA e intimina foram amplificados com
primers especificos de acordo com a Tabela 3 . A1- PM, A2- bfpA. B1- PM, B2- intimina.

Figura 7- Representacdo esquematica das clonagens dos genes bfpA e

intimina no vetor de expressao pMIP12.
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O vetor contém origens de replicagédo, ori-(E. coli) e ori-(Mycobatéria); o gene de resisténcia a
kanamicina; o promotor mutado da B-lactamase de Mycobacterium fortuitum (pBlaF*); o cédon de
iniciagcdo e sequéncia de Shine-Dalgarno micobacteriana.
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5.4 Validagéo da clonagem dos vetores pMH12-bfpA e pMH12-intimina

Para corroborar e confirmar os resultados obtidos a partir da clonagem nos
vetores pMH12-bfpA e pMH12-intimina, realizamos digestdes com as endonucleases
de restricdo Kpnl e BamH|, como metodologia-base de validagéo. De acordo com o
padrdao obtido pela digestdo dos plasmideos com estas enzimas Figura 8 da
digestdo dos plasmideos, podemos observar que houve uma insergao correta dos
genes bfpA (600 pb) (Figura 8A, linha 3) e do gene intimina (840 pb) (Figura 8B,
linha 3).

Para verificar se o gene foi clonado na posi¢cao fase de leitura correta e
observar possiveis modificagdes nos genes bfpA e intimina foi utilizado o método de
sequénciamento dos plasmideos pMH12-bfpA e pMH12-intimina utilizando um
oligonucleotideo inciador que se anela a aproximadamente 120 pares de bases
anterior ao sitio de ligagcao do inserto. O sequénciamento dos insertos comprovou
que se trata dos genes bfpA e intimina, através da analise no banco de dados com
uso da “Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)” do sitio “Nacional Center for
Biotechnology Information (NCBI)” com um percentual de similaridade superior a
90%.

Figura 8- Validacdo da clonagem dos vetores pMH12-bfpA e pMH12-intimina.
A B

As construgdes foram confirmadas por analise de restrigio com as enzimas BamH| e Kpnl. A1-PM,
A2- pMIP12 vazio, A3- pMH12-bfpA. B1- PM, B2- pMIP12 vazio, B3- pMH12-intimina.

5.5 Expressao das proteinas BfpA e Intimina em Mycobacterium smegmatis

recombinante (rSmeg) e BCG recombinante (rBCG)
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Aliqguotas de Mycobacterium smegmatis MC155 competentes foram
transformadas com os vetores de expressdo pMH12-bfpA ou pMH12-intimina
gerando, respectivamente, rSmeg-bfpA e rSmeg-intimina. Os transformantes foram
entdo selecionados em meio sélido MB7H10 contendo kanamicina e expandidos
posteriormente em meio liquido MB7H9 mais kanamicina. Extratos totais dos
diferentes clones de rSmeg foram submetidos a SDS-PAGE seguido de
Immunoblotting usando anticorpo 1IgG mouse policlonal anti-BfpA ou anti-Intimina.
Foi possivel observar a expressdao de uma proteina, de tamanho esperado,
respectivamente, um pouco acima de 21kDa, no ensaio de Immunoblotting na
construcdo rSmeg-BfpA (Figura 9, linha 4) e de aproximadamente 34kDa na
construgdo rSmeg-Intimina (Figura 10, linha 3). O controle negativo, Smeg vazio,
ndo apresentou banda nesta altura (Figura 9, linha 3 e Figura 10, linha 4). Como
controle positivo foi usada uma amostra de BfpA purificada ou Intimina purificadade
EPEC onde se pode observar a banda correspondente as proteinas BfpA e Intimina
(Figura 9, linha 2- BfpA e Figura 10, linha 2- Intimina).

BCG competente foi transformado com pMH12-bfpA ou pMH12-intimina e os
clones de rBCG transformados foram selecionados em meio sélido
MB7H10/kanamicina e expandidos em meio liquido. Extratos protéicos de rBCG
transformados com os respectivos vetores de expressao foram fracionados em SDS-
PAGE 15% e submetidos a analise por Immunoblotting usando um anticorpo
policlonal IgG mouse anti-BfpA ou anti-Intimina. Os clones de rBCG transformados
com pMH12-bfpA (rBCG-BfpA) ou pMH12-intimina (rBCG- Intimina) apresentaram
bandas imunoreativas nas alturas esperadas, correspondente a uma proteina de
peso molecular um pouco acima de 21kDa (Figura 9, linha 6- BfpA) e 34kDa
(Figura 10, linha 5- Intimina). O controle negativo, BCG vazio, ndo apresentou
banda nesta altura (Figura 9, linha 5 e Figura 10, linha 6). Como controle positivo
foi usada uma amostra de BfpA purificada (Figura 9, linha 2) ou Intimina purificada
(Figura 10, linha 2).
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Figura 9- Expresséo da proteina BfpA de EPEC em Mycobacterium smegmatis
e BCG.

JkDa

Extrato total de rSmeg-bfpA, rBCG-bfpA, Smeg vazio e BCG vazio (30 ug/pogo) foram analisadas por
Western blot usando um anticorpo IgG mouse anti-BfpA. 1-PM, 2- BfpA purificada, 3-Smeg vazio, 4-
rSmeg- bfpA, 5- BCG vazio e 6- rBCG-bfpA.

Figura 10- Expressdo da proteina Intimina de EPEC em Mycobacterium

smegmatis e BCG.

45kDa
J0kDa

Extrato total de rSmeg-intimina, rBCG-intimina, Smeg vazio e BCG vazio (30 ug/pogo) foram
analisadas por Immunoblotting usando um anticorpo IgG mouse anti-Intimina. 1-PM, 2- Intimina
purificada, 3- rSmeg- intimina, 4- Smeg vazio, 5- rBCG-intimina e 6- BCG vazio.

5.6 Resposta imune humoral com producdo de anticorpos IgA (séricos e
secretados) contra as proteinas BfpA e Intimina em animais imunizados

por via oral

Investigamos a cinética da resposta de anticorpos IgA (anti-BfpA ou anti-
Intimina) sérico e secretado na mucosa intestinal de camundongos C57BI/6
submetidos ao regime vacinal padréo (Tabela 6). O soro e as fezes pertencentes
aos animais dos grupos imunizados por via oral com as vacinas recombinantes, mais
0s grupos controles, foram coletados quinze dias apdés a ultima imunizagdo e a

resposta de anticorpos IgA por grupo (pool) avaliada contra as proteinas
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recombinantes BfpA e Intimina pelo método de ELISA. Foi possivel observar
(Figuras 11A e 12A) que as vacinas recombinantes foram capazes de estimular a
producao de anticorpos IgA sérico anti-BfpA e anti-Intimina de maneira especifica e
estatisticamente superior aos grupos controles (animais imunizados com PBS, Smeg
vazio e BCG vazio).

A resposta de anticorpos especificos IgA anti-BfpA e anti-Intimina secretados
na mucosa intestinal e presentes nas fezes também foi analisada. Os titulos de
anticorpos obtidos nas fezes no 60° dia apds a primeira imunizagao podem ser
observados nas Figuras 11B (BfpA)e 12B (Intimina). Semelhante ao encontrado
para os niveis séricos de IgA, a imunizagdo com as vacinas recombinantes por via
oral também foi capaz de estimular uma boa produgédo de s-IgA anti-BfpA ou anti-
Intimina depois da quarta imunizacdo e estatisticamente siginificante
comparativamente aos animais dos grupos controles (PBS, Smeg vazio e BCG
vazio). Nenhum dos grupos de camundongos apresentou quantidade significativa de
anticorpos especificos no soro ou nas fezes contra essas proteinas no dia zero ou

antes do 60°das imunizagdes.

Figura 11- Deteccdo anticorpos IgA sérico e secretados anti-BfpA pré-

imunizacédo e pos-imunizacao via oral.
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Soro (A) e fezes (B) de camundongos imunizados com 10%ufc/mL de rSmeg-BfpA ou rBCG-BfpA ou
dos grupos controles (PBS, Smeg vazio e BCG vazio), seguindo o mesmo regime de imunizagéo dos
recombinantes, foram coletados antes das imunizagbes (dia 0) e apos 4 imunizagdes (dia 60) e a
resposta de anticorpos IgA especificos anti-Intimina analisada por ELISA. Os grupo de animais
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imunizados somente com Smeg ou BCG foram utilizados como referéncia para analise do teste t de
Student, p <0,001.

Figura 12- Deteccdo anticorpos IgA sérico e secretado anti-Intimina pré-

imunizacdo e pos-imunizagao via oral.
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Soro (A) e fezes (B) de camundongos imunizados com 10° ufc/mL de rSmeg-Intimina ou rBCG-
Intimina ou dos grupos controles (PBS, Smeg vazio e BCG vazio), seguindo o mesmo regime de
imunizacao dos recombinantes, foram coletados antes das imunizagdes (dia 0) e apds 4 imunizagbes
(dia 60) e a resposta de anticorpos IgA especificos anti-Intimina analisada por ELISA. Os grupo de
animais imunizados somente com Smeg ou BCG foram utilizados como referéncia para analise do
teste t de Student, p <0,001.

5.7 Resposta imune humoral com producdo de anticorpos séricos IgG contra
as proteinas BfpA e Intimina em animais imunizados por Vvia

intraperitoneal

A produgado de anticorpos IgG Totais anti-BfpA e anti-Intimina seguindo o
mesmo regime de imunizagdo, porém mudando a via de imunizagdo também foi
avaliada. Grupos de 5camundongos foram imunizados intraperitonealmente com 10®
ufc/mL de rSmeg-BfpA ou rBCG-BfpA ou rSmeg-Intimina ou rBCG-Intimina no
mesmo regime vacinal de 4 doses com intervalos de 15 dias entre as doses, mas
sem a presenga da silica SBA-15. Grupos de animais controles foram utilizados
seguindo o mesmo protocolo de vacinagdo. Os animais imunizados com as vacinas
recombinantes apresentaram niveis elevados de anticorpos IgG totais anti-BfpA ou
anti-Intimina quando comparados com os grupos controles PBS, Smeg vazio e BCG
vazio. Esses mesmos grupos nao apresentaram produgao significante de anticorpos

especificos anti-BfpA ou anti-Intimina na pré-imunizagao (Figura 13A).
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Foi avaliado também o perfil de subclasses de imunoglobulinas (IgG1 e
IgG2a) nesses mesmos soros. Para caracterizar a tendéncia da resposta
imunoldgica (Th1 ou Th2), a producdo dos isotipos de IgGs (IgG1 e IgG2a) foi
avaliada nos soros dos animais imunizados via intraperitoneal com 10%UFC/mL de
rSmeg-BfpA ou rBCG-BfpA ou rSmeg-Intimina ou rBCG-Intiminaou com os controles
PBS, Smeg vazio e BCG vazio, todos sem a silica SBA-15. Todas as vacinas
recombinantes foram capazes de estimular especificamente contra as proteinas
BfpA ou Intimina, o sistema imune humoral, quando comparadas com os controles.
A subclasse IgG2a foi superior na resposta de anticorpos induzidos pelas vacinas
recombinantes administradas quando comparadas com a subclasse IgG1,

caracterizando assim uma resposta Th1 (Figura 13B).

Figura 13- Deteccdo de anticorpos IgG Total sérico e seus Isétipos IgG1 e
lgG2a antigeno-especificos anti-BfpA ou anti-Intimina apods 42

imunizag&o por via intraperitoneal.
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Niveis séricos de anticorpos (A) IgG Total e (B) isétipos IgG1 e IgG2a anti-BfpA ou anti-Intimina foram
determinados por ELISA na diluicdo 1:250 em soro de camundongos imunizados quatro vezes com
as vacinas recombinantes rSmeg-BfpA (1x10° ufc/mL) ou rBCG-BfpA (1x10° ufc/mL) ou rSmeg-
Intimina (1x108 ufc/mL) ou rBCG-Intimina (1x108 ufc/mL) via intraperitoneal sem SBA-15.
Camundongos imunizados com PBS ou Smeg ou BCG, seguindo 0 mesmo regime de imunizagao
dos recombinantes, foram usados como controles negativos. Comparou-se a relagcdo 1gG1 e IgG2a
pelo teste tde Student***p< 0,001

5.8Imunnoblotting das proteinas recombinantes BfpA e Intimina usando os

soros dos animais imunizados com as vacinas recombinantes

As amostras das proteinas recombinantes BfpA e Intimina purificadas foram
submetidas a eletroforese SDS-PAGE, eletrotransferidas para membrana de

nitrocelulose e submetidas a reagao individual com anticorpos IgA provenientes dos
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soros e das fezes dos camundongos imunizados via oral ou com anticorpos IgG
totais presentes no soro dos camundongos imunizados pela via intraperitoneal.
Pode-se observar nas Figuras 14 e 15 que os anticorpos seéricos e secretados IgA
obtidos dos animais imunizados com as vacinas recombinantes (rSmeg-BfpA ou
rBCG-BfpA e rSmeg-Intimina ou rBCG-Intimina, respectiavamente) foram capazes
de reconhecer as proteinas BfpA e Intimina de forma especifica (linhas 9 e 11 IgA
sérico; linhas 10 e 12 IgA secretado). Nao foi observada nenhuma banda referente
as proteinas recombinantes utilizando os soros dos animais dos grupos controles.
Os controles positivos (IgG anti-BfpA ou anti-Intimina) foram capazes de reconhecer

as proteinas recombinantes purificadas BfpA e Intimina (linha 2).

Figura 14- Deteccdo de anticorpos IgA sérico e secretados anti-BfpA de
camundongos imunizados via oral com as vacinas rSmeg-BfpA ou
rBCG-BfpA.
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Grupos de 5 camundongos C57BIl/6 fémea foram imunizados de acordo com o regime padréo de
imunizacao e os soros e as fezes de cada grupo coletados 15 dias apds a ultima imunizagéo para
analise de anticorpos anti-BfpA por Immunoblotting. 1- PM, 2- BfpA purificada (25 pg/mL) (controle
positivo), 3- soro do grupo PBS, 4- fezes do grupo PBS, 5- soro do grupo Smeg vazio, 6- fezes do
grupo Smeg vazio, 7- soro do grupo BCG vazio, 8- fezes do grupo BCG vazio, 9- soro do grupo

rSmeg-BfpA, 10- fezes do grupo rSmeg-BfpA, 11- soro do grupo rBCG-BfpA e 12- fezes do grupo
rBCG-BfpA.
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Figura 15- Deteccdo de anticorpos IgA sérico e secretados anti-Intimina de
camundongos imunizados via oral com as vacinas rSmeg-Intimina

ou rBCG-Intimina.
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Grupos de 5 camundongos C57BI/6 fémea foram imunizados de acordo com o regime padrado de
imunizacao e os soros e as fezes de cada grupo coletados 15 dias apds a ultima imunizagéo para
analise de anticorpos anti-BfpA por Immunoblotting. 1- PM, 2- Intimina purificada (25 pg/mL) (controle
positivo), 3- soro do grupo PBS, 4- fezes do grupo PBS, 5- soro do grupo Smeg vazio, 6- fezes do
grupo Smeg vazio, 7- soro do grupo BCG vazio, 8- fezes do grupo BCG vazio, 9- soro do grupo

rSmeg-Intimina, 10- fezes do grupo rSmeg-Intimina, 11- soro do grupo rBCG-Intimina e 12- fezes do
grupo rBCG-Intimina.

Para demonstrar que a imunizagao intraperitoneal de camundongos com as
vacinas recombinantes rSmeg-BfpA ou rBCG-BfpA ou rSmeg-Intimina ou rBCG-
Intimina também levarama produgéo de anticorpos IgG especificos anti-BfpA ou anti-
Intimina, amostras da proteina recombinante BfpA (Figura 16A) ou Intimina (Figua
16B) purificadas foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE, eletrotransferidas
para membrana de nitrocelulose e detectadas por meio de imunoensaio usando
anticorpos 1gG provenientes dos soros dos camundongos imunizados. Pode-se
observar, na Figura 16 A e B, que os anticorpos séricos IgG dos grupos de
camundongos imunizados com as vacinas recombinantes foram capazes de
reconhecer as proteinas BfpA ou Intimina de forma especifica (A- linha 6, rSmeg-
BfpA e linha 7, rBCG-BfpA, B- linha 6, rSmeg-Intiminae linha 7, rBCG-Intimina ).
Nao foi observada nenhuma banda utilizando os soros dos animais dos grupos
controles (A- linha 3, PBS, linha 4, Smeg e linha 5, BCG, B- A- linha 3, PBS, linha
4, Smeg e linha 5, BCG). Os controles positivos (IgG anti-BfpA ou anti-Intimina)
foram capazes de reconhecer as proteinas recombinantes purificadas BfpA (A- linha
2) ou Intimina (B-linha 2).
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Figura 16- Deteccdo das proteinas recombinantes BfpA e Intimina por
anticorpos anti-BfpA ou anti-Intimina presentes no soro dos
camundongos imunizados com as vacinas rSmeg-BfpA ou rBCG-

BfpA ou rSmeg-Intimina ou rBCG-Intimina.
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Os soros coletados dos animais imunizados intra-peritonealmente com as vacinas rSmeg-BfpA ou
rBCG-BfpA ou rSmeg-Intimina ou rBCG-Intimina, de acordo ao regime padréo de vacinagao, foram
usados para detecgido das proteinas BfpA ou Intimina pelo método de/mmunoblotting.A-1- PM, 2-
BfpA purificada (25 pg/mL) (controle positivo), 3- soro do grupo PBS, 4- soro do grupo Smeg vazio, 5
- soro do grupo BCG vazio, 6- soro do grupo rSmeg-BfpA e 7- soro do grupo rBCG-BfpA.B- 1- PM, 2-
Intimina purificada (25 pg/mL) (controle positivo), 3- soro do grupo PBS, 4- soro do grupo Smeg
vazio, 5 - soro do grupo BCG vazio, 6- soro do grupo rSmeg-Intimina e 7- soro do grupo rBCG-
Intimina.

5.9 Avaliacédo das citocinas produzidas in vitro

Para a avaliagao das citocinas produzidas, e também para a caracterizacao
da tendéncia da resposta imunolégica (Th1 ou Th2), as células esplénicas dos
animais imunizados por via oral foram isoladas apés 60 dias da primeira imunizacgao,
cultivadas e reestimuladas por 48 hin vitro como segue: 1- nada ou somente meio;
2- extrato total de proteinas soluvéis de cultivo de Smeg vazia ou BCG vazia (25
Mg/mL); 3- proteina recombinante BfpA ou Intimina (25 ug/mL); e 4- ConA (5 pg/mL)
como controle positivo. O sobrenadante destas culturas foi utilizado para a
determinacao da concentracéo das citocinas TNF-qa, IFN-y, IL-4 e IL-5.

Conforme mostrado na Figura 17, os grupos dos camundongos imunizados
com as vacinas recombinantes expressando BfpA e co-administradas com a silica
SBA-15 apresentaram um aumento na producédo de TNF-a e IFN-y somente quando
foram estimuladas com a proteina BfpA purificada. Embora os controles também
tenham apresentado um aumento, este aconteceu em escala menor. Resultado

similar também foi encontrado nos grupos dos camundongos imunizados com as



80

vacinas recombinantes, expressando a proteina Intimina (rSmeg-Intimina ou rBCG-
Intimina), e co-administrada com a silica SBA-15. Houve um aumento expressivo na
producdo de IFN-y quando comparado aos grupos controles, somente sob
estimulacdo com a proteina purificada Intimina (Figura 18). Diferentemente do
resultado com BfpA, aqui ndo aconteceu estimulo inespecifico nos grupos controle.
Ja a producdo de TNF-a seguiu a mesma tendéncia dos resultados com BfpA.
Também ndo houve produgédo significativa de IL-4 ou IL-5 em nenhum dos grupos

analisados.

Figura 17- Producdo de citocinas apoés reestimulo in vitro de esplendcitos de
camundongos imunizados via oral com as vacinas recombinantes

gue expressam BfpA.
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Produgado antigeno-especifica de (A) TNF-a; (B) IFN-y; (C) IL-4; e (D) IL-5 de esplendcitos de
camundongos imunizados via oral com rSmeg-BfpA ou rBCG-BfpA, foi estimada apds estimulos com
extrato total de proteinas soluveis de cultivo de Smeg ou BCG (25 pg/mL); proteina recombinante
BfpA purificada (25 pg/mL) e ConA (5 pg/mL), como controle positivo. Resultado representativo de 3
experimentos.
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Figura 18- Producdo de citocinas apoés reestimulo in vitro de esplendcitos de
camundongos imunizados via oral com as vacinas recombinantes
gue expressam Intimina.
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Produgédo antigeno-especifica de (A) TNF-a, (B) IFN-y, (C) IL-4, e (D) IL-5 de esplendcitos de
camundongos imunizados via oral com rSmeg-Intimina ou rBCG-Intimina foi estimada, apds estimulos
com extrato total de proteinas soluveis originadas do cultivo de Smeg ou BCG; proteina recombinante
Intimina purificada e ConA, como controle positivo. Resultado representativo de 3 experimentos.

5.10 Avaliagéo dos linfocitos no Bago dos animais imunizados

Para continuar avaliando o perfil da resposta imune, analisaram-se por
citometria de fluxo o nimero de células T CD4" e CD8" e de células B B220" nas
suspensodes celulares preparadas a partir do bago de camundongos imunizados com
as vacinas recombinantes. Conforme a Figura 19 pode-se verificar no dia 60° apds
o inicio das imunizagdes aumento do nimero de células T CD4" e CD8" e de células
B B220" no bago dos camundongos imunizados com as vacinas recombinantes em
relacdo ao numero de células T CD4" e CD8" e de células B B220" no baco dos
animais controles imunizados com PBS, Smeg vazio ou BCG vazio, tanto via oral
quanto via intraperitoneal. No primeiro dia da imunizagdo ndo se observa diferenca

entre os grupos experimentais (dados ndo apresentados).
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Figura 19- Avaliacdo do aumento de linfocitos T e B presentes no baco de

camundongos imunizados VO e IP com as vacinas recombinantes

que expressam BfpA ou Intimina.
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Camundongos C57BL/6 foram imunizados com rSmeg e rBCG quem expressam BfpA ou Intimina VO
ou IP. Como controle, animais recebeeram apenas PBS ou Smeg vazio ou BCG vazio. Apds 4
imunizagdes, avaliou-se os tipos celulares encontrados no bago dos animais. A- Linfécitos T CD4" e
CD8" do bago dos camundongos imunizados com as vacinas via oral, B- Linfécitos T CD4" e CD8"
do bago dos camundongos imunizados com as vacinas via intraperitoneal, C- Linfécitos B220" do
baco dos camundongos imunizados com as vacinas via oral. Os resultados foram expressos em
média + SD e representativos de dois experimentos independents. Analise feita pelo teste
paramétricot de Student, p < 0,001.

5.11 Ensaio de inibicdo de adeséo de EPEC a células Hep-2

Com a falta de um modelo animal para se avaliar a eficiéncia vacinal,
optamos por um modelo in vitro, um ensaio de inibicdo de adesdo de EPEC a
células Hep-2. Os soros e o extrato obtido das fezes dos animais imunizados, via
oral, e 0os soros dos animais imunizados via intraperitoneal, foram processadas,
utilizadas e normatizadas para o titulo de 1:4. A concentracdao de EPEC utilizada

(10°UFC/mL) seguiu o protocolo estabelecido por Ferreira et al. (2008). Os soros ou
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extratos das fezes foram incubados em placas com a linhagem protétipo de EPEC
E2348/69 a 37 °C por 1h. Em seguida, as placas contendo as células Hep-2
receberam a EPEC juntamente com o soro ou extrato de fezes previamente
incubadas por 1h e esse novo sistema foi re-incubado por mais 3h a 37°C. Apds o
periodo de incubagao e lavagem, as células foram fixadas com metanol 70% por 30
min e coradas com corante May-Grunwald por 5 min/Giemsa por 20 min. A adesao
foi fotodocumentada em microscopio 6ptico sob aumento de 1.000 vezes.

Os soros (Figura 20) e as fezes (Figura 21) obtidos dos animais imunizados,
via oral, que receberam as vacinas recombinantes contendo as proteinas BfpA ou
Intimina (Figura 20, 1- PBS, 2- Smeg, 3- rSmeg-BfpA, 4- rSmeg-Intimina, 5-
cultura celular, 6- BCG, 7- rBCG-BfpA, 8- rBCG-Intimina; Figura 21, 1- PBS, 2-
Smeg, 3- rSmeg-BfpA, 4- rSmeg-Intimina, 5- cultura celular, 6- BCG, 7- rBCG-
BfpA, 8- rBCG-Intimina) demonstraram uma capacidade superior a 90% de inibir a
adesdao da EPEC E2348/69 nas células Hep-2 em relacdo aos animais que
receberam PBS ou Smeg vazio ou BCG vazio que ndo foram capazes de inibirem a
adeséo.

Os soros obtidos dos animais imunizados, via intraperitoneal, que receberam
as vacinas recombinantes contendo as proteinas BfpA (Figura 22, 1- PBS, 2- Smeg,
3- rSmeg-BfpA, 4- rSmeg-Intimina, 5- cultura celular, 6- BCG, 7- rBCG-BfpA, 8-
rBCG-Intimina) demonstraram uma capacidade superior a 90% de inibir a adesao
da EPEC E2348/69 nas células Hep-2 em comparacido aos animais que receberam
PBS ou Smeg vazio ou BCG vazio que nao foram capazes de inibirem a adeséao.

Os ensaios utilizando soro e fezes pré-imune, nas mesmas concentragcoes
dos soros anti-BfpA e anti-Intimina, demonstraram incapacidade em inibir a adesao

de EPEC a células Hep-2 (dados n&o mostrados).
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Figura 20- Avaliacdo da capacidade de inibicdo da adesdo de EPEC tipica
(E2348/69) por anticorpos presentes no soro de camundongos

imunizados oralmente com vacinas recombinantes expressando

BfpA ou Intimina.

A capacidade de inibicdo a adesdo a celulas Hep-2 por EPEC, previamente incubada com soro
obtidos das imunizagoes com as vacinas recombinantes rSmeg-BfpA ou rBCG-BfpA ou rSmeg-
Intimina ou rBCG-Intimina ou os controles, foi avaliada por meio de contagem padréo de aderéncia
localizada em células Hep-2. 1- PBS, 2- Smeg, 3- rSmeg-BfpA, 4- rSmeg-Intimina, 5- cultura celular,
6- BCG, 7- rBCG-BfpA, 8- rBCG-Intimina.

Figura 21- Avaliacdo da capacidade de inibicdo da adesdo de EPEC tipica
(E2348/69) por anticorpos presentes nas fezes de camundongos
imunizados oralmente com vacinas recombinantes expressando as

proteinas BfpA ou Intimina.

M
Dl ™

A capacidade de inibicdo a adesdo a celulas de Hep-2 por EPEC, previamente incubada com extratos
de fezes obtidos das imunizagoes com as vacinas recombinantes rSmeg-BfpA ou rBCG-BfpA ou
rSmeg-Intimina ou rBCG-Intimina ou os controles, foi avaliada por meio de contagem padrédo de
aderéncia localizada em células Hep-2. 1- PBS, 2- Smeg, 3- rSmeg-BfpA, 4- rSmeg-Intimina, 5-
cultura celular, 6- BCG, 7- rBCG-BfpA, 8- rBCG-Intimina.
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Figura 22- Avaliacdo da capacidade de inibicdo da adesdo de EPEC tipica
(E2348/69) por anticorpos presentes no soro de camundongos

imunizados intraperitonealmente com vacinas recombinantes

expressando BfpA ou Intimina.

A capacidade de inibicdo a adesdo a celulas Hep-2 por EPEC, previamente incubada com soros
obtidos das imunizagoes com as vacinas recombinantes rSmeg-BfpA ou rBCG-BfpA ou rSmeg-
Intimina ou rBCG-Intimina ou os controles, foi avaliada por meio de contagem padréo de aderéncia
localizada em células Hep-2. 1- PBS, 2- Smeg, 3- rSmeg-BfpA, 4- rSmeg-Intimina, 5- cultura celular,
6- BCG, 7- rBCG-BfpA, 8- rBCG-Intimina.
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A diarreia infantil é responsavel por mais de dois milhdes de mortes em
criangas menores de cinco anos anualmente em todo o mundo. A grande maioria
das mortes ocorre em paises em desenvolvimento, na primeira infancia, onde a
EPEC é um dos principais agentes bacterianos envolvidos. Mas condi¢gbes socio-
econbmicas e subnutricdo sdo causas decorrentes que favorecem a existéncia e
manutencdo da contaminagédo por E. coli no meio ambiente (FAGUNDES-NETO;
SCALETSKY, 2000).

As medidas direcionadas a prevencao, tratamento e controle de infeccdes
envolvem vigilancia epidemiolégica permanente e em grande escala. A
imunoprofilaxia, ou vacinagdo, € a medida mais eficiente e menos onerosa na
prevencdo de doencas infecciosas. Para se desenvolver uma imunidade &
necessario que o individuo a receba por meio materno ou a adquira no decorrer de
sua vida, seja através do contato com patégenos ou através de vacinas
administradas desde o nascimento. A erradicagdo da variola e o sucesso das
vacinas triplice (DTP - difteria, tétano e pertussis, ou tosse comprida) e Sabin s&o
provas contundentes da importancia desses programas de vacinagcéo. No entanto,
fatores culturais, sociais e econbmicos dificultam a realizacdo de diversas
campanhas de vacinagao, especialmente em paises em desenvolvimento, onde os
sistemas de saude s&o por vezes déficitarios. Essa conjuntura levou a comunidade
cientifica a um esforgo para desenvolver vacinas multivalentes. A eficiéncia de uma
vacina € determinada pela especificidade, magnitude, duragcdo da imunidade
protetora e, sobretudo, inducdo de memoria eficaz. Por mimetizarem a infecgao
natural, as vacinas com micro—organismos vivos normalmente ndo requerem a
adicdo de adjuvantes; porém, as compostas por antigenos inativos ou
recombinantes necessitam da adicdo dessas substancias para inducido de resposta
imune eficaz. Em especial, procuram-se veiculos vivos de apresentacdo de
antigenos, uma vez que a expressao continua do imunogeno poderia eliminar a
necessidade de varias doses de reforco para se alcangar uma protegao maxima, o
que € o caso de varias vacinas atualmente em uso. Veiculos que tém sido
particularmente investigados sao: Vaccinia, Salmonella atenuada, Mycobacterium
smegmatis ou BCG (Bacilo Calmette-Guerin, vacina contra a tuberculose), com
resultados estimulantes (LEVINE et al., 1985).

A imunizagao por via de mucosa traz uma série de vantagens em relagao a

administracdo de vacinas por vias parenterais, como a auséncia de riscos de
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transmissao de doengas, uma maior aceitagao por parte da populacao, facilidade na
administracao e, principalmente, a capacidade de estimular respostas imunologicas
secretoras capazes de bloquear a entrada de patdgenos pelas vias mucosas.
Existem diversas estratégias para o desenvolvimento de vacinas de mucosas dentre
as quais podem ser citadas os sistemas que protegem os antigenos vacinais da
degradacido durante a passagem pelo trato gastro intestinal, como lipossomos e
formas atenuadas de virus e bactérias patogénicas. Apesar de largamente
empregada, a estratégia de utilizar virus ou bactérias atenuadas gera duvidas sobre
a seguranga, uma vez que, apesar de remota, existe a possibilidade de reversao da
atenuacao.

Dados de imunizagdo com a vacina contra Hepatite A em SBA-15
comparativamente aos da vacina e/ou vacina em Al(OH)scorroboram os obtidos
anteriormente e indicam a eficiéncia da SBA-15 em promover aumento nas
respostas secundarias; esses resultados sugerem que essa nhanoparticulaatue
positivamente na expansdo e ativacdo de plasmodcitos e linfocitos de memodria,
essenciais na eficacia de um processo de vacinagcao (CARVALHO, 2007).

Mantendo o pressuposto que uma vacina deva promover o efeito de protecéo
desejado com minimos ou nulos efeitos adversos, estudamos durante este trabalho,
antigenos como as proteinas BfpA e a Intimina, provenientes da E. coli
enteropatogénica, visando o desenvolvimento de uma vacina contra EPEC.

Algumas tentativas tém sido feitas para se desenvolver vacinas contra E. coli
enteropatogénica. Desde que as proteinas BfpA e Intimina sdo considerados os
principais fatores de viruléncia de EPEC, muitos sistemas testados sdo baseados
nestas proteinas. Tentativas de expressar as proteinas BfpA e Intimina tiveram éxito
em S. typhimurium aroA,Vibrio cholerae CVD e Lactobacillus casei com produgao de
anticorpos (FERREIRA et al., 2008; SCHRIEFER et al., 1998).

Seguindo esse racional, construimos duas vacinas baseadas em
Mycobaterium smegmatis e/ou BCG como veiculo vivo para apresentagdo dos
antigenos BfpA e Intimina, expressos individualmente.

A escolha das proteinas BfpA e Intimina como antigenos alvo foi baseada em
dados epidemioldgicos e pela capacidade de produgdo de anticorpos especificos
contra estas proteinas impedirem a adesdo de EPEC em culturas celulares. Neste
estudo observamos a capacidade de inducado de anticorpos especificos contra estas

proteinas, a caracterizagcao dos isétipos preferencialmente induzidos e a resposta
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celular representada pela producdo de citocinas por células esplénicas dos
camundongos imunizados com vacinas recombinantes que expressem esses
antigenos. Estudos anteriores mostraram que o repertorio de anticorpos anti-BfpA e
anti-Intimina torna-se grande apds os primeiros dozes meses de vida, se igualando
ao repertorio de um adulto. Isso deve-se a presenca de anticorpos contra esses
fatores de viruléncia de EPEC no colostro e no leite materno, ou pelo contato com a
bactéria, sem causar doencga sintomatica (CARBONARE et al., 2003).

Inicialmente tivemos que clonar os genes bfpA e intimina no plasmideo de
expressao de micobactérias, pMIP12 e caracterizar a expressao dessas proteinas
em M. smegmatis e BCG recombinantes. O vetor pMIP12, como descrito em
material e método, possui o promotor forte pBlaF* de M. fortuitum e uma sequéncia
de ligagao ribossomal (RBS) que ajuda na sintese proteica. Os genes de interesse
foram amplificados e clonados com sucesso a partir dos oligonucleotideos
iniciadores desenhados especificamente para amplificar a sequéncia génica
completa de bfpa e a porgéo Intsgs.e67 dO gene intimina, ambas responsaveis pela
adesao de EPEC em estagios diferentes da infecgdo. Em nossos experimentos a
expressdo das proteinas BfpA e Intimina em cepas de M. smegmatis e BCG
recombinantes foi confirmada através do “immunoblotting” de extratos totais soluveis
das linhagens de rSmeg-bfpA, rSmeg-intimina, rBCG-bfpA e rBCG-intimina usando
os respectivos soros anti-BfpA ou anti-Intimina produzidos em camundongos a partir
dessas proteinas purificadas em nosso laboratério. Além disso, outro imunoensaio
mostrou que as proteinas recombinantes também foram reconhecidas por anticorpos
especificos presentes nos soros ou extratos de fezes obtidos dos animais
imunizados com essas vacinas recombinantes, corroborando assim o resultado
anterior.

Além do nivel de expressao e localizagdo de um antigeno heterélogo num
vetor vivo, um outro fator que influencia a indugdo de uma resposta imunoldgica
efetiva neste tipo de vacina é a estabilidade do sistema de expressdo. Vetores
integrativos sdo conhecidos por mostrarem menor nivel de expressdao, mas uma
maior estabilidade. Por outro lado, plasmideos possibilitam um nivel de expressao
maior, pelo fato de haver até 5 copias por bactéria, porém apresentam menor
estabilidade in vivo. Todavia, em nossos experimentos as proteinas BfpA e Intimina
continuavam sendo expressas com O mesmo vigor mesmo depois da ultima

imunizagdo. Embora muitos sistemas de expressdao micobacterianos,
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compreendendo antigenos, diferentes tenham sido investigados, pouco tem sido
feito para caracterizar a estabilidade destes sistemas baseados em plasmideos. A
expressao das proteinas BfpA e Intimina sob o controle do promotor pBlaF* em
cepas de M. semgmatis e BCG, foi constatada através do “immunoblotting” de
extratos das linhagens de rSmeg-bfpA, rSmeg-intimina, rBCG-bfpA e rBCG-intimina,
conforme Figuras 9 e 10.

Uma vez confirmada a expresséao, iniciamos 0s ensaios de imunizagao por via
oral ou via intraperitoneal e caracterizagdo da resposta imunolégica humoral e
celular em camundongos seguindo um regime de vacinagao padrao. Nesse regime
padrdo de vacinagdo optamos por acrescentar a silica SBA-15 para ser co-
administrada com as vacinas recombinantes na imunizacdo pela via oral, pois as
bactérias recombinantes sdo adsorvidas pela silica, fato que potencializa a resposta
imune devido a protecgao e liberagao controlada desses antigenos nos processos de
imunizagao oral Além do mais, facilita a captura dos antigenos pelas APC e protege
alguns epitopos contra degradagdo enzimatica ao passarem pelo trato
gastrointestinal (CARVALHO et al., 2010). O uso da SBA-15 também se justifica
pela ndo polarizagao da resposta imune. Estudos anteriores demonstraram que essa
microparticula, ao contrario do Al(OH); comumente utilizado como adjuvante e forte
indutor de resposta Th2, n&o interfere no direcionamento Th1/Th2, sendo a resposta
direcionada exclusivamente pela natureza antigeno utilizado e via de administragcéo
(CARVALHO et al., 2010). Sabe-se, ainda,que o uso adicional de adjuvantes de
mucosa sao fundamentais para um bom nivel de indugdo de resposta imune
humoral (FERREIRA et al., 2008).

Com o uso da vacinagao, o organismo € estimulado a produzir anticorpos que
possam garantir a sua protegdo contra um determinado patégeno, sendo assim o
ponto de partida para analise da capacidade imunogénica das proteinas BfpA e
Intimina.

Ao ser inoculada em camundongos, as vacinas recombinantes que
expressam as proteinas BfpA ou Intimina, juntamente com a SBA-15 nas
imunizagdes orais, foram capazes de induzir a produgao de anticorpos contra essas
mesmas proteinas purificadas, mostrando assim, que esses animais foram capazes
de produzir anticorpos protetores contra fatores de viruléncia de EPEC, e que os
animais que receberam PBS, Smeg vazio ou BCG vazio, também junto com a SBA-

15 foram capazes de produzirem menores quantidades de anticorpos especificos
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contra essas proteinas, entretanto, tais anticorpos comprovadamente nao sao
protetores como observados nos resultados dos experimentos de adesao a células
Hep-2. Os grupos de camundongos que receberam as vacinas via oral, foram
capazes de produzirem niveis elevados de IgA e os grupos que receberam as
vacinas via intraperitoneal foram capazes de estimular a produgdo de IgG
especificos, resultados encontrados também quando camundongos C57BI/6 foram
imunizados via intranasal com L. casei-Int;, € houve produgao de IgG sérico e s-IgA
da mucosa nasal especificos anti-Intimina (FERREIRA et al., 2008), ou quando
coelhos foram imunizados via oral com CVD-plntysg € houve produgéo significante
de IgA sérico e secretado. Camundongos BALB/C quando imunizados via oral com
uma cepa de Salmonela que expressa a proteina recombinante BfpA também foram
capazes de estimular o sistema imune humoral a produzir anticorpos especificos
anti-BfpA (SCHRIEFER et al., 1999).

Camundongos C57BIl/6 submetidos ao regime vacinal padrdo, com
formulagdes baseadas em bactérias recombinantes com a silica SBA-15 via oral,
demonstraram que o sistema baseado no vetor pMIP12 é funcional para a
imunizagdo com as duas proteinas, sendo a geragao de titulos de anticorpos IgA
especificos tanto no soro quanto nas fezes similares in vivo.

As respostas de anticorpos especificos contra BfpA e Intimina no soro ou
secretados na mucosa intestinal (fecal) apresentaram niveis detectaveis de s-IgA
especificos. Os titulos mais elevados foram obtidos apdés a quarta imunizacgao,
demonstrando ser dose e tempo dependentes, seguindo esse esquema vacinal.
Apesar das cepas de Smeg e BCG vazias também aumentarem o titulo de
anticorpos apoés a 42 imunizagao, comprovou-se através do blotting (Figuras 14 e 15)
que nao se trata de anticorpos especificos, pois os mesmos ndo reconheceram as
proteinas recombinantes purificadas e também n&o foram eficientes em impedirem a
adeséo de EPEC nas células Hep-2 (Figuras 20, 21 e 22).

O tipo de resposta Th1, que favorece uma resposta mediada por células, é
acompanhada pela produgédo de anticorpos IgG2a e o tipo de resposta Th2, que
promove o auxilio por células B, é caracterizada pela produgao de anticorpos IgG1
(GUY, 2007). Ha amplas evidéncias de que esses padroes de resposta de células
Th sdo importantes para mediar a resisténcia a diversos agentes infecciosos (SHER
et al., 1991). Sabendo que a caracterizagdo do tipo de resposta é de grande

importancia para que um antigeno vacinal seja eficiente no combate ao patoégeno, foi
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avaliada a tendéncia da produgdo de isotipos IgG1 e IgG2a nos soros dos
camundongos e a populagdo celular do bagco dos camundongos usados neste
trabalho.

Os grupos vacinados com rSmeg-BfpA ou rBCG-BfpA ou rSmeg-Intimina ou
rBCG-Intimina mostraram um aumento significativo de IgG2a anti-BfpA ou anti-
Intimina com relacdo a producado de IgG1 e comparado com os grupos controles,
apresentando um aumento do tipo de resposta Th1 celular. Esses resultados
sugerem que a resposta estimulada pelas proteinas BfpA e Intimina é a estimulagéo
da resposta imune Th1, o que também foi reafirmado com o aumento do niumero de
linfocitos T e B no bago dos camundongos imunizados com as vacinas
recombinantes. Outro regime vacinal com Salmonela expressando a proteina CFA
de E. coli Entetotoxigénica revelou, também, uma resposta predominantemente de
anticorpos IgG2a, neste mesmo trabalho para confirmar a resposta imune Th1 foi
mensurada a quantidade das citocinas IFN--y e IL4 secretadas pelos linfécitos
TCD4" presentes no sobrenadante de esplendcitos dos camundongos vacinados
(LAZARO et al., 2004).

Assim como utilizamos as analises de isétipos de anticorpos para tentar
caracterizar o tipo de resposta imune induzida pelas proteinas BfpA e Intimina,
também o fizemos com relagdo a producdo de citocinas e ao numero de linfocitos
presentes no baco dos animais imunizados com as vacinas recombinantes. Em
nosso estudo, células dos bagos obtidos de camundongos i.p. € v.0. imunizados com
as vacinas recombinantes, mostraram um significante aumento do numero de
células T e B e na producdo de TNF-a e IFN-y quando reestimuladas com as
proteinas purificadas. De maneira geral, os niveis de TNF-a e IFN-y foram mais altos
que os de IL-4 ou IL-5, sugerindo que houve a indugdo de uma resposta Th1
dominante.

A avaliagdo da efetividade dos anticorpos gerados foi realizada in vitro pelo
meétodo de inibicdo de adesdo de EPEC em cultura celular, devido a escassez de
modelos animais adequados para a validagao de estratégias vacinais voltadas para
EPEC, como realizado em trabalhos anteriores, onde também conseguiram a
inibicdo da aderéncia de EPEC a células Hep-2 ou HelLa (ALMEIDA et al., 2003;
FERREIRAet al.,2008). Este ensaio testou a capacidade neutralizante e a
especificidade dos anticorpos. Apds padronizagcdo do teste com a diluicdo sendo

feita de 1:4 os ensaios confirmaram os resultados iniciais obtidos com o
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reconhecimento das proteinas BfpA e Intimina expressas na superficie das bactérias
por anticorpos gerados pelo regime vacinal oral e intraperitoneal, inibindo num
percentual superior a 90% a adesao de EPEC a células Hep-2. O soro das bactérias
Smeg vazio e BCg vazio ndo foram capazes de inibir a adesdo de EPEC a cultura
celular, como exemplificado nas Figuras 20, 21 e 22. Recordando, o soro pré-imune
nao apresentou qualquer reatividade com as proteinas purificadas. Nossos
resultados confirmaram que os anticorpos produzidos foram eficientes em inibir a
aderéncia de EPEC a células epiteliais, assim como estudos anterios que
demonstrarm que os anticorpos IgA de colostro humano inibiram a aderéncia de
EPEC em células Hep-2 (CARBONARE et al., 2003). Uma larga evidéncia indica que
Intimina além de interagir com o receptor Tir produzido pela propria EPEC, também
interage com receptores codificados pelas células do hospedeiro, mas essas a
relevancia dessas interagdes in vivo ainda ndo esta completamente entendida
(SINCLAIR et al., 2006). E possivel que anticorpos produzidos anti- Intimina também
bloqueiem essas interacgodes.

Ao final deste trabalho concluimos que as proteinas BfpA e Intimina
expressas por linhagens vacinais de Smeg e BCG representam importantes
antigenos alvo, particularmente para promover a protecao contra EPEC tipicas.

Esses resultados trazem contribui¢cdes relevantes, em especial para o estudo
sobre as relagdes de reconhecimento e indugdo da memdéria imunoldgica a essas

proteinas e do fendmeno das interagbes patdégeno-hospedeiro.
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De acordo com os resultados obtidos, foi possivel chegar as seguintes

conclusoes:

e foi possivel a clonagem dos genes bfpA e intimina no plasmideo de
expressao pMIP12;

e as cepas de M. smegmatis e BCG expressam as proteinas BfpA e
Intimina;

e as proteinas expressadas pelas vacinas recombinantes foram capazes
de induzir a producdo de anticorpos IgA e IgG (principalmente
subclasse 1gG2a) especificos;

e induziu a producgao das citocinas IFNy e TNFa

e modulou a resposta imune para Th1,

e 0s anticorpos especificos produzidos foram capazes de inibirem a
adesao de EPEC a células Hep-2, mostrando eficaz;

e esse sistema mostrou-se um bom candidato para uma possivel vacina
anti-EPEC.

Certamente, outros estudos com relagdo a resposta imune, a interagao
patdgeno-hospedeiro e ao modelo animal para o desafio ainda sdo necessarios para
um maior conhecimento dos mecanismos envolvidos na doenga, de modo a permitir

o desenvolvimento de uma vacina eficaz e segura contra EPEC.
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